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Introduccién

1. CANCER.

El término cancer engloba a un conjunto de enfermedades que se caracterizan por
el crecimiento excesivo y descontrolado de células que pueden invadir y propagarse a
otros tejidos y drganos, provocando finalmente la muerte del individuo (Mufoz, 2004).
Actualmente es la principal causa de muerte en los paises desarrollados y la segunda en
los paises en vias de desarrollo, siendo el cancer de mama el mas frecuente entre las

mujeres y el de pulmoén entre los hombres (Jemal ef al., 2011).

El aumento de la proliferaciéon de un grupo de células se denomina tumor o
neoplasia. Los tumores pueden ser benignos, si crecen de forma localizada sin invadir
los tejidos adyacentes, o malignos (denominados propiamente como canceres) si invaden
los tejidos cercanos y se extienden por todo el organismo (metéstasis) mediante el
sistema circulatorio y linfatico. Ambos tipos de tumores se clasifican atendiendo a su
origen celular. El 90% de los tumores humanos son de origen epitelial y se denominan
carcinomas. Los otros tipos mayoritarios de canceres son los sarcomas, derivados del
tejido conectivo o muscular, las leucemias, linfomas y mielomas, originados por células
de la sangre, y los neuroblastomas y gliomas que derivan de las células del sistema

nervioso (Munioz, 2004).

La transformacion de una célula normal en tumoral es un proceso multifasico en
el que se produce una acumulacion de mutaciones. Como consecuencia, la célula se
divide anormalmente debido al mantenimiento de sefiales de proliferacion y la elusion
de sefiales anti-proliferativas, la evasion de la muerte celular y el sistema inmune, y la
reprogramacion de su metabolismo energético (Hanahan y Weinberg, 2011). Estas
células tumorales, que se encuentran embebidas en una matriz extracelular junto con
otros componentes celulares, producen factores de crecimiento y proteasas que alteran la
homeostasis del tejido normal y activan a las células del entorno para inducir la
angiogénesis (Bergers y Benjamin, 2003) y la respuesta inflamatoria (Coussens y Werb,
2002), lo que contribuye a la proliferacion y, por tanto, a la posibilidad de adquisiciéon de

nuevas capacidades por parte de algunas células de la poblacién que les permitan



invadir otros tejidos y diseminarse por el organismo (Liotta y Kohn, 2001; revisado en

Mueller y Fusening, 2004).

2. CICLO CELULAR, APOPTOSIS Y CANCER.

La disminucion de la tasa de muerte celular y el incremento de la proliferacion
son dos de los principales factores implicados en la formacion de los tumores. El
conocimiento de ambos procesos es fundamental para el desarrollo de un tratamiento

antitumoral eficaz.

2.1. Ciclo celular.

El ciclo celular es un proceso ordenado y repetitivo, en el que una célula duplica
su contenido y se divide en dos células hijas genéticamente idénticas. Este ciclo consta de
cuatro fases Gi, S, G2y M (Figura 1). Durante la fase Gi, la célula sintetiza y modifica
proteinas necesarias para la sintesis de ADN que tiene lugar en la fase S. Con los
cromosomas duplicados, la célula llega a la fase Gz en la que se sintetizan las proteinas
necesarias para la mitosis (fase M) durante la cual ocurre la divisién del ntcleo
(cariocinesis) y la division celular (citocinesis). Si las condiciones no son favorables para
la division celular, las células pueden salir del ciclo a nivel de Gi y permanecer en un
estado de reposo o quiescencia (fase Go) hasta que las condiciones sean propicias (Taylor

y Grabovich, 2009).

Mitosis
2n

Crecimiento celular

Crecimiento celular

Sintesis de ADN

G, Quiescencia

Figura 1. Representacion del ciclo celular. Se muestran las fases del
ciclo celular Gy, S, Gz, M, y la fase de quiescencia Go. Ademas se indica
como varia el contenido en ADN (2n y 4n) a lo largo del proceso.
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Durante el ciclo celular existen distintos puntos de control situados en la
transicion G1/S, en el paso G2/M y durante la mitosis (metafase/anafase) que aseguran el
orden del proceso y evitan la continuidad del mismo si las condiciones extracelulares o
intracelulares no son las adecuadas (King y Cidlowski, 1998; revisado en Pelengaris y
Khan, 2009). El déficit de factores de crecimiento, defectos en la sintesis o en la
reparacion del ADN, problemas en la segregacion de los cromosomas o la alteraciéon de
los componentes del citoesqueleto como la actina (Heng y Koh, 2010), son algunas de las
sefiales que activan estos controles e inducen la parada del ciclo celular (Malumbres y

Barbacid, 2009).

La progresion de una fase a otra estd controlada por las quinasas dependientes de
ciclinas o CDKs (Cyclin-dependent kinases) que son activadas por determinadas ciclinas
durante el ciclo celular. Los complejos CDK4/Ciclina D, CDK6/Ciclina D y CDK2/Ciclina
E son necesarios para el transito Gi/S. La progresion a través de la fase S se lleva a cabo
por el complejo CDK2/Ciclina A y la transicion G2/M esta regulada por la unién de
CDK1 (CDC2) a la CiclinaA y después a la Ciclina B (revisado en Taylor y Grabovich
2009; Malumbres y Barbacid 2009) (Figura 2). Los complejos CDKs/Ciclinas pueden ser
inhibidos por proteinas inhibidoras de las CDKs (CDKIs), por degradacion de las
ciclinas o por procesos de fosforilaciéon-desfosforilacion de las CDKs (revisado en Taylor

y Grabovich, 2009; Pelengaris y Khan, 2009).

CDK1/
CiclinaB
CDK1/ —_

CicIinaA/ Ty

CDK4,6/
CiclinaD
Figura 2. Complejos de ciclinas
CDK2/ y de quinasas dependientes de
CiclinaA ciclinas durante del ciclo
/ celular. Adaptado de Taylor y
CDK2/ Grabovich 2009.

Ciclinak



El desarrollo de tumores se asocia con frecuencia a mutaciones en los genes
implicados en la regulacion del ciclo celular. Entre las alteraciones mas frecuentes se
encuentran la sobreexpresion de las ciclinas y CDKs, y la pérdida de funcién de

inhibidores de las CDKs (revisado en Pelengaris y Khan, 2009).

2.2. Apoptosis.

La apoptosis es un mecanismo fisiolégico que posee la célula para inducir su
propia muerte ante determinados estimulos en beneficio del resto del organismo. Juega
un papel fundamental en el desarrollo embrionario y el mantenimiento de los tejidos
adultos, y constituye un mecanismo de defensa frente a células potencialmente
peligrosas como células infectadas, mutadas o dafiadas (Kerr et al., 1972, revisado en

Wong, 2011).

Durante la apoptosis la célula sufre una serie de cambios morfologicos que
incluyen la disminuciéon del volumen celular, la condensacién de la cromatina, la
aparicion de protuberancias en la membrana plasmatica (blebbing) y la fragmentacion
nuclear seguida de la fragmentacion celular que da lugar a los cuerpos apoptéticos
(compuestos por membrana plasmatica que engloba material citoplasmatico y nuclear),
que son fagocitados por macréfagos y células vecinas (Figura 3) (Ziegler y Groscurth,

2004; Kroemer et al., 2005).

Fagocitosis
Fragmentacién
Condensacion del nuclear y celular Cuerpo Célula
Célula normal  Citoplasmay de la Blebbing apoptético fagocitica

cromatina

2 2

Figura 3. Ilustracion de los cambios morfoldgicos que sufre una célula apoptotica.
Adaptado de Lodish et al., 2000.
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A diferencia de lo que ocurre en la muerte por necrosis, proceso en el que la
célula se lisa liberando su contenido al espacio extracelular y causando inflamacion, las
células apoptoticas son retiradas de los tejidos de manera eficaz sin generar una
respuesta inmune. En los cultivos celulares in vitro, debido a la falta de células
fagociticas que eliminen los restos celulares, las células apoptoticas pueden presentar
dafios en la membrana plasmatica en estadios finales, del mismo modo que ocurre en la

necrosis. A este estado se le denomina necrosis secundaria (Ziegler y Groscurth, 2004).

Paralelamente a los cambios morfologicos se producen una serie de cambios
bioquimicos que generalmente incluyen la activacion de las caspasas, la fragmentacion
de ADN por endonucleasas y cambios en la membrana plasmatica que debido a la
externalizacion de los residuos de fosfatidilserina permiten el reconocimiento de las

células apoptdticas por los macrofagos (Hengartner, 2000; revisado en Wong, 2011).

Las caspasas son cisteina proteasas que fragmentan sus sustratos en residuos de
acido aspartico y estan implicadas en el proceso apoptdtico. Aunque no todas las
caspasas participan en la apoptosis, como las caspasa-1, -4 y -5 que intervienen en la
maduracion de las citoquinas durante la respuesta inflamatoria (Creagh et al., 2003). La
caspasa-1 ademds induce la piroptosis, un mecanismo de muerte celular distinto a la
apoptosis (Fink y Cookson, 2007). La regulacion de la apoptosis estd controlada por las
caspasas iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10) que son capaces de autoactivarse e iniciar el
procesamiento proteolitico de las caspasas efectoras o ejecutoras (caspasas-3, -6 y -7) que
proteolizan diferentes sustratos y conducen a la muerte de la célula. Todas las caspasas
se sintetizan como precursores inactivos (zimogenos) que se convierten a su forma activa
por rotura proteolitica y dimerizacion (revisado en Fink y Cookson, 2005). La activacién
de las caspasas puede producirse a través de la mitocondria (via intrinseca) o mediante
la activacion de los receptores de muerte presentes en la membrana plasmatica (via
extrinseca). Existe una tercera via menos conocida a través del reticulo endoplasmico
(Szegezdi et al., 2003). Las vias intrinseca y extrinseca que se detallan a continuacién se

representan en la Figura 4.

La via intrinseca es utilizada para eliminar células en respuesta a radiaciones

ionizantes, agentes quimioterapéuticos, dafno en el ADN, especies reactivas del oxigeno



y ante un déficit de factores de crecimiento (Wilson ef al., 2008). La induccién por esta via
se inicia con la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria al citosol, donde forma el
apoptosoma junto con Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1) y la procaspasa-9
(Acehan et al., 2002; Shiozaki et al., 2002; Jiang y Wang, 2000). El complejo procesa la
caspasa-9, que activa a las caspasas efectoras que dan lugar finalmente a la muerte
celular. La via mitocondrial estd regulada por miembros de la familia Bcl-2, que incluyen
proteinas pro-apoptoticas (Bax y Bak), anti-apoptoticas (Bcl-2 y Bcl-X1) y otras proteinas
que residen en el citoplasma hasta la llegada del estimulo apoptotico (Bid, Bad, Noxa y
Puma, entre otras) (Reed, 1997). Bcl-2 y Bcl-Xt se unen e inhiben la dimerizacién de Bax y
Bak. Tras el estimulo apoptodtico, las proteinas Bad, Noxa y Puma se translocan a la
mitocondria y se unen a Bcl-2 y Bcl-Xt, que ya no pueden ejercer su acciéon anti-
apoptotica. El procesamiento de la proteina Bid inicia la activacion de las proteinas pro-
apoptoticas Bax y Bak y conduce a su oligomerizacion formando un poro que permite la
liberacion del citocromo ¢ y otras moléculas pro-apoptdticas, como Smac/Diablo y
Omi/HtrA2, que estimulan la actividad caspasa neutralizando a los inhibidores de las
caspasas (IAPs) (Kroemer ef al., 2007). La caspasa-2 estd implicada en esta via (Lassus et
al., 2002). Cuando se produce un dafio en el ADN, se forma el complejo de activacion de
la caspasa-2, conocido como PIDDosoma, compuesto por las proteinas PIDD, RAIDD y
la procaspasa-2 (Tinel y Tschopp, 2004). La caspasa-2 activada procesa la proteina Bid,
que interviene en la translocacion de Bax, lo que resulta finalmente en la liberacion del

citocromo c. (Revisado en Wilson et al., 2008; Wong, 2011; Park, 2012).

La via extrinseca es la responsable de la eliminacion de las células durante el
desarrollo, la maduracién del sistema inmune y la eliminaciéon de células cancerosas y
células infectadas. Se inicia por la unién de ciertas citoquinas a receptores de muerte
localizados en la membrana plasmatica pertenecientes a la familia de los receptores del
factor de necrosis tumoral (TNF), como el receptor Fas (CD95/Apo-1) y los receptores
para TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF), DR4 y DR5
(Ashkenazi y Dixit, 1998). La unién del ligando (Fas-L o TRAIL) induce Ila
oligomerizacion de sus receptores de muerte, generando un complejo activador de
caspasas en el interior de la célula denominado DISC, al que se une la proteina

adaptadora FADD (Fas-associated death domain) responsable de la union de la procaspasa-
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8 (Kischkel et al., 1995). Dentro de este complejo sefializador inductor de muerte (DISC)
se activa la caspasa-8 y la caspasa-10, que dan lugar al procesamiento de las caspasas
efectoras y de la proteina Bid, que resulta en la amplificacion de la sefial apoptoética a

través de la mitocondria (Li et al., 1998). (Revisado en Wilson et al., 2008; y Park, 2012).
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Figura 4. Representacion de las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis. Adaptado
de Olsson y Zhivotovsky, 2011.



Una vez activadas, las caspasas efectoras (caspasas-3, -6 y -7) inactivan
rapidamente a una serie de proteinas que protegen a las células de la apoptosis como el
ICAD que inhibe a las endonucleasas CAD (caspase-activated DNase) responsables de la
fragmentacion del ADN, y la poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP), enzima implicada en
la reparaciéon del ADN fragmentado. La proteolisis de ambas conlleva a la fragmentacién
del ADN y asegura la irreversibilidad de la apoptosis. Por otro lado, las caspasas acttian
sobre los componentes del citoesqueleto como la actina y participan en el
desmantelamiento de las uniones de las células con la matriz extracelular y con las
células adyacentes. Ademads intervienen en la proteolisis de las lamininas A, By C, lo
que provoca la desintegracion de la ldmina nuclear y el colapso de la envoltura nuclear.
Esto contribuye a la condensacion de la cromatina y a la fragmentacion posterior del
nucleo. Se estima que las caspasas pueden actuar sobre unos 400 sustratos (revisado en

Fink y Cookson, 2005; Taylor et al., 2008).

Una de las propiedades que caracterizan a las células tumorales es su capacidad
para evadir la apoptosis. La mayoria de las terapias antitumorales estan dirigidas a
inducir la muerte de las células, sin embargo, en muchos casos los tumores son
resistentes a dichos tratamientos debido a la disminucién de la expresion de receptores
de membrana plasmatica, la sobreexpresiéon de proteinas anti-apoptdticas, como los
inhibidores de las caspasas y la proteina Bcl-2, y/o a la disminucion o inactivacion de
proteinas pro-apoptoticas como Bax (revisado en Fulda, 2009). Ademas, la existencia de
sefales de supervivencia mediada por la sobreexpresién de tirosina quinasas como el
receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es critica para el “éxito” de las
metastasis. La unién de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
transformante a (TGF-a) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) resultan en la
dimerizacién de sus receptores que se fosforilan y activan mecanismos de sefializacion
anti-apoptoticos a través de las rutas PI3/Akt y STAT-3/-5. La activacion de la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3) conduce a su vez a la activaciéon de la proteina-
serina/treonina quinasa Akt que puede inhibir la proteina pro-apoptdtica Bad y la
caspasa-9, activar el factor de transcripcion nuclear -xB (NFxB) o inactivar el factor de
transcripcion Forkhead. A su vez NFxB regula positivamente la expresiéon de numerosos

genes anti-apoptoticos que codifican inhibidores de caspasas, FLIP (inhibidor de la
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activacion de la caspasa-8), Bcl-2 y Bcl-Xi, mientras la inactivacién de Forkhead
disminuye la expresion de genes pro-apoptdticos como FasL. Por su parte, la activacion
de STAT-3 y STAT-5 resulta en su translocacion al nticleo donde sobreexpresan genes

anti-apoptoticos como Bcl-Xt (revisado en Wilson et al., 2008).

2.3. La proteina p53 en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis.

p53 es una proteina supresora de tumores que puede inducir la parada del ciclo
celular en G1 en respuesta a estrés celular (dafios o alteraciones en el contenido de ADN,
hipoxia, etc.) a través de la activacion de la transcripcion del inhibidor de la CDK p21
(Giono y Manfredi, 2006) o regular la transicion G2/M mediante la inhibicion de CDK1 o

represion de la ciclina B1 (Taylor y Stark, 2001).

Por otro lado, si la célula no puede reparar el dafho, p53 puede activar la
transcripcion de genes implicados en la apoptosis como bax (Thornborrow et al., 2002) y
los genes que codifican Puma (Nakano y Vousden, 2001) y Noxa (Oda et al., 2000),
inducir la expresion de Apaf-1 (Moroni et al., 2001) implicado en la activacion del
apoptosoma, y reducir la expresion de genes anti-apoptoticos como bel-2 (Miyashita et
al., 1994; Miyashita y Reed, 1995). Ademas, puede inducir la expresion de receptores Fas
(Owen-Schaub et al., 1995) y TRAIL (Wu et al., 1997).

Aproximadamente el 50% de los canceres humanos tienen mutaciones en el gen
p53 y en el resto, su actividad estd comprometida por la sobreexpresion de inhibidores
como MDM2 (Vogelstein et al., 2000). Como consecuencia, la célula dafiada no detiene el
ciclo celular ni induce apoptosis, conduciendo a la inestabilidad gendémica y la
acumulacion de mutaciones que resultan en la transformacion de las células afectadas,

metastasis y resistencias a agentes anticancerigenos (Wong, 2011).
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3. LIMITACIONES DE LA TERAPIA ANTITUMORAL ACTUAL.

El objetivo principal del tratamiento antitumoral es la eliminacién de las células
tumorales sin afectar al resto de la poblacion celular. A pesar de que los tratamientos
convencionales (cirugia, radiaciéon y quimioterapia) han supuesto un progreso en la
lucha contra el céncer, la eficacia de estas terapias esta limitada por varios factores entre

los que cabe destacar el microambiente tumoral.

3.1. El microambiente tumoral.

Los tumores sdlidos son estructuras heterogéneas y complejas. El oxigeno y los
nutrientes llegan a través de una red vascular compuesta por los vasos sanguineos del
tejido que las células han invadido y nuevos vasos inducidos por las células tumorales
que estan expresando factores proangiogénicos (Vajkoczy et al., 2002). A diferencia de los
tejidos normales, esta red vascular se encuentra poco organizada y el flujo sanguineo es
irregular (Carmeliet y Jain, 2000), dando lugar a regiones hipdxicas dentro del tumor
(Moulder y Rockwell, 1987; Harris, 2002). Las células tumorales localizadas en estas
zonas aumentan la expresion de los transportadores de glucosa y enzimas de la
glucolisis para obtener la energia necesaria para la supervivencia y proliferacion (Dang y
Semenza, 1999). Como consecuencia, se producen acido lactico y acido carbénico que
disminuyen el pH extracelular (Helmlinger et al., 1997; Tannock y Rotin, 1989). Se ha
descrito que estas condiciones de hipoxia y acidosis tumoral pueden contribuir a la
tumorigénesis y la metdstasis (Graeber et al., 1996; Brizel et al., 1996; Hockel et al., 1996).
Por otro lado, la falta de nutrientes en la regiéon hipoxica reduce la tasa de proliferacion
de las células tumorales, por lo que dentro del tumor encontramos células que se dividen
rdpidamente y otras que apenas proliferan (Tannock, 1978). Adyacentes a las zonas
hipdxicas se encuentran las regiones necrdticas que constituyen la zona mas alejada de
los vasos sanguineos (Figura 5). Estas regiones se forman debido a la desorganizacién
vascular y la ausencia de vasos linfaticos funcionales que incrementan la presiéon
intersticial del fluido (Stohrer et al., 2000; Heldin et al., 2004), inhibiendo la distribucién

de las moléculas por conveccion y comprimiendo los vasos sanguineos de forma que la
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sangre se desvia desde el centro del tumor a la periferia (revisado en Minchinton y

Tannock, 2006; Tredan et al., 2007).

Viable Hipdxica Necrotica

Figura 5. Representacion de las zonas
viable, hipéxica y necrética de un
tumor y los gradientes presentes en el
ambiente tumoral. Los nutrientes y el

Disminuye
*Nutrientes

oxigeno se extravasan desde la sangre

*Oxigeno _

& (rojo) a través del endotelio vascular
Ln[)c;:?cﬁg? — (morado) y se difunde por el tejido.
celulares Adaptado de St. Jean et al., 2008.

*Acidez

3.2. Terapias convencionales.

La cirugia es la mejor opcion en el tratamiento de tumores solidos, sin embargo,
su utilizacion y efectividad estan restringidas por la localizacién del tumor, en muchos
casos en Organos vitales, y la existencia de metdstasis. Para incrementar el éxito de este

tratamiento, la cirugia se combina con radioterapia o quimioterapia (Mufioz, 2004).

La radioterapia consiste en la irradiacion de las células tumorales con rayos X,
rayos y o, con menos frecuencia, particulas subatémicas, que causan principalmente
dafios en el ADN directos o indirectos debido a la formacion de radicales libres hidroxilo
(Ward, 1988). Este tratamiento se basa en que la acumulacién de mutaciones en células
tumorales, que se dividen rapidamente, conduce a la muerte de dichas células, mientras
que en las células normales la baja frecuencia de divisiéon permite reparar el ADN. La
eficacia de la radioterapia sobre la célula tumoral depende de factores intrinsecos de la

célula como la fase del ciclo celular, la activacion de la apoptosis, la capacidad de
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reparacion del ADN y la acumulacion de mutaciones en oncogenes y genes supresores
de tumores, asi como del ambiente en el que se encuentre, siendo el oxigeno el factor
limitante mas importante (Bernier et al., 2004). Solo en presencia de oxigeno, las células
son sensibles a la radiacion. Por tanto, las células tumorales de las regiones hipoxicas son
resistentes y pueden llegar a regenerar el tumor después del tratamiento (Minchinton y
Tannock, 2006). Esto, junto con los efectos secundarios y la induccién de nuevos canceres
debido a la radiacion, restringen su uso y eficacia a tumores localizados (revisado en

Mundt et al., 2003).

Para tratar las metastasis, ademdas de los tumores localizados, se utiliza la
quimioterapia, que consiste en la administracion sistémica de agentes quimicos que
actilan sobre las células con alta tasa de divisién celular, normalmente en la fase de
sintesis de ADN o durante la mitosis, inhibiendo la proliferacién celular e induciendo la
muerte por apoptosis. La quimioterapia presenta efectos secundarios debido a que afecta
a otras células no tumorales altamente proliferativas, como las células hematopoyéticas,
los foliculos pilosos o las del epitelio intestinal (Chan, 2007). Sin embargo, el principal
problema de este tratamiento radica en la aparicion de resistencias, resultado de
mutaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el transporte, metabolizacién
y accién de los agentes quimicos, y de las condiciones del microambiente tumoral
(Mellor y Callaghan, 2008). Al igual que ocurre con los gradientes de nutrientes y
oxigeno, las células mas alejadas de los vasos sanguineos estdn expuestas a menos
concentracion del agente toxico. Esto, junto con la baja proliferacion de las células en
estas zonas y las condiciones de hipoxia y acidez, reduce la actividad de los
quimioterapéuticos y favorece la aparicion de resistencias (Minchinton y Tannock, 2006;

Tredan et al., 2007).

Por lo tanto, la elevada toxicidad de estos tratamientos, asociada a su
inespecificidad y la ineficacia en las zonas hipodxicas y necroticas del tumor, hacen

necesario la busqueda de terapias alternativas mads especificas como la terapia génica.
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3.3. La terapia génica del cancer.

La terapia génica consiste en la introduccién de material genético directamente
en las células tumorales como agente terapéutico para recuperar determinadas funciones
de la célula o dotarlas de nuevas capacidades, o indirectamente estimulando el sistema
inmune y ayudando a las células del microambiente tumoral a erradicar el tumor. El
éxito de esta terapia depende de la capacidad de transferir el material genético de forma
segura y eficaz a las células tumorales in vivo. En las tltimas décadas se han desarrollado
distintos tipos de vectores de transferencia virales, como adenovirus y retrovirus, y no
virales, basados en la utilizacion de compuestos quimicos y procesos fisicos. A pesar de
que los virus son vectores de transferencia muy eficaces, en términos practicos son
dificiles de producir a gran escala y tienen restricciones de tamafio. Esto, junto con su
inestabilidad y la posible respuesta inmunitaria que generan, ha hecho que se despierte
el interés por vectores no virales, aunque la baja eficiencia que presentan estos vectores

limitan su aplicacion clinica (revisado en Oldham y Dilman, 2009; Habib, 2000).

4. LOS PROCARIOTAS COMO VECTORES ANTITUMORALES.

Como alternativa a las terapias antitumorales convencionales y debido a las
limitaciones que presentan los vectores actualmente disponibles en terapia génica, se
esta explorando la posibilidad de utilizar bacterias como vectores dirigidos a los tumores

debido a sus propiedades biolédgicas.

Las bacterias como agente antitumorales han sido estudiadas durante mdas de un
siglo. A principios del siglo XIX, Vautier observo que las infecciones bacterianas con
Clostridium perfringens en enfermos de cancer producian la regresion de los tumores
(Barbe et al., 2006). En 1868, W. Busch realiz6 el primer tratamiento con bacterias de
forma intencionada, colocando a una mujer con sarcoma en una cama previamente
ocupada por un paciente con erisipelas (Streptococcus pyogenes) y observd una rapida
reducciéon del tumor, aunque la paciente murié 9 dias después debido a la infeccion.
Anos mas tarde, F. Fehleisen (1883) y W. Coley (1891) observaron independientemente la

regresion tumoral de determinados tipos de cancer tras infecciones accidentales con S.
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pyogenes en pacientes hospitalizados y comenzaron a utilizar cultivos bacterianos vivos
como tratamiento. Coley abandond su uso por preparaciones de toxinas bacterianas y
desarroll6 la primera vacuna compuesta por una mezcla inactivada de S. pyogenes y
Serratia marcescens (Pawelek et al., 2003). La “toxina de Coley” se utiliz6 en el tratamiento
de sarcomas y linfomas (Nauts ef al., 1946), sin embargo, los efectos secundarios
provocados por la respuesta inmune relegaron su utilizacion y el interés clinico se desvio
hacia la quimioterapia y radioterapia, que se presentaban como métodos mas seguros y

controlables (Leschner y Weiss, 2010).

Las bacterias poseen unas propiedades tinicas que las hacen adecuadas para el
tratamiento antitumoral. Existen varios géneros bacterianos que se acumulan
preferentemente en los tumores. Las condiciones presentes en el tumor, tales como la
hipoxia, la presencia de nutrientes proporcionados por las células que crecen
activamente y por las células necréticas, y la elevada presidn intersticial que impide la
entrada de los anticuerpos, favorecen el crecimiento selectivo de dichas bacterias (Sznol
et al., 2000; Yu et al., 2004; Kasinskas y Forbes, 2006). Las bacterias anaerobias estrictas
como Clostridium, Bifidobacterium (Kohwi et al.,, 1978) y Corynnebacterium parvum
(Woodruff et al., 1974) se acumulan tinicamente en las regiones necrdticas del tumor,
siendo ineficaces para el tratamiento de tumores pequefios y metdstasis que no
presentan regiones hipdxicas (Malmgren y Flanigan, 1955). Esta limitacion puede
superarse utilizando anaerobios facultativos, que crecen tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno, como Salmonella enterica serovar Typhimurium (Pawelek et al.,
1997), Escherichia coli (Critchley et al., 2004; Yu et al., 2004; Stritzker et al., 2007), Shigella
flexneri (Stritzker et al., 2007; Westphal et al., 2008; Galmbacher et al., 2010), Vibrio cholerae
(Yu et al., 2004) y Listeria monocytogenes (Yu et al., 2004; Shen et al., 2008). Ademas, la
motilidad bacteriana y la quimiotaxis en algunos casos, como en Salmonella, permiten a
las bacterias dispersarse por el tejido tumoral y acceder a las zonas hipdxicas y con bajo
nivel de glucosa, donde otros tratamientos no son efectivos (Kasinskas y Forbes, 2006;

Kasinkas y Forbes, 2007; Dang et al., 2001; Forbes, 2010).

Ademas de colonizar los tumores selectivamente, se ha demostrado que bacterias

del género Salmonella, Escherichia, Bifidobacterium, Listeria y Streptococcus entre otras,
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presentan un efecto antitumoral que podria deberse a la sensibilizacién del sistema
inmune, la competicion por los nutrientes y la produccién o secrecion de toxinas
bacterianas en el interior de las células tumorales o en el medio extracelular (revisado en

Forbes, 2010; Sznol et al., 2000).

En las ultimas décadas, ha resurgido el interés por las bacterias en terapia
antitumoral debido a los nuevos conocimientos y a las mejoras en técnicas de biologia
molecular que permiten construir bacterias seguras para su aplicacion clinica (revisado
en Leschner y Weiss, 2010; Patyar et al., 2010). Un ejemplo de terapia bacteriana llevado a
la practica con éxito es la utilizacién de Bacillus Calmette-Guérin (BCG), un derivado de
Mycobacterium bovis, en el tratamiento del cancer superficial de vejiga tras la cirugia, que
disminuye un 70% el riesgo de recurrencia (Akaza, 1995), siendo mas eficaz que otros

tratamientos quimioterapéuticos (Bohle et al., 2003; Sylvester et al., 2005).

5. Salmonella enterica serovar Typhimurium.

Las bacterias del género Samonella son bacilos gram-negativos, moviles,
intracelulares y anaerobios facultativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. El
género Salmonella se divide en dos especies, Salmonella bongori y Salmonella enterica
(Tindall et al., 2005). Esta ultima se subdivide en seis grupos filogenéticos, las
subespecies enterica (I), salamae (II), arizonae (Illa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica
(VI). Los miembros de cada subespecie se clasifican en serovares mediante el analisis de
la diversidad de los antigenos de superficie somaticos (antigeno O), flagelares (antigeno

H) y capsulares Vi (Grimont y Weill, 2007).

Aungque existen mas de 2.500 serovares de Salmonella, solo algunos son patdgenos
para el hombre. La infeccion de Salmonella se adquiere generalmente mediante la
ingestion de agua o alimentos contaminados, aunque la exposicion a reptiles y anfibios,
a menudo portadores de la bacteria, pueden representar también una fuente de infeccién
(Haraga et al., 2008). Los serovares Typhi y Paratyphi producen fiebre tifoidea, una
infeccion sistémica grave que puede conducir a la muerte, mientras que los serovares

Typhimurium y Enteriditis son los responsables de los casos de salmonelosis no
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tifoideas o gastroenteriticas y afectan también a otros hospedadores de importancia para

el consumo humano, como el ganado vacuno, cerdos y aves.

En ratones, la infeccion con S. Typhimurium produce una enfermedad similar a
la fiebre tifoidea, por lo que es utilizado como organismo modelo en el estudio de las
infecciones sistémicas causadas por serovar Typhi en humanos (Ibarra y Steele-
Mortimer, 2009). Los ratones BALB/c son particularmente susceptibles a la infeccién
debido a una mutacién en el locus que codifica la proteina Nramp-1 (Natural resistance-
associated macrophage protein), un transportador de cationes divalentes que limita la
disponibilidad de estos e inhibe la replicaciéon intracelular de Salmonella y otros
patégenos intracelulares (Vidal et al., 1995, Govoni y Gros, 1998; Bellamy, 1999;
Blackwell et al., 2001).

S. Typhimurium es probablemente la bacteria patdgena mejor caracterizada a
nivel molecular y una de las mas estudiadas como vector en terapia antitumoral debido
a su condiciéon de anaerobia facultativa que le permite colonizar tanto tumores so6lidos
como metdstasis. Su facil manipulaciéon ha permitido obtener estirpes atenuadas en
virulencia, como mutantes metabodlicos afectados en la sintesis de aminoacidos
aromaticos, tales como AaroA (O’ Callaghan et al., 1988) y AaroA AaroD (Al-Ramadi et al.,
2009), en la sintesis de purinas como Apurl (Pawelek et al., 1997) o en genes de virulencia
implicados en supervivencia y proliferacion intracelular, como el mutante phoP/phoQ
(Zhang et al., 2007), que permiten su administraciéon de forma segura, ya sea por via
sistémica o por via oral, y que han mostrado con éxito la colonizacién del tumor y la
regresion de los mismos en modelos animales (Jia et al., 2007; Chen et al., 2009; Zhang et
al., 2012). Los primeros ensayos clinicos en pacientes han demostrado que las cepas
atenuadas de S. enterica son bien toleradas y capaces de colonizar los tumores (Toso et al.,

2002; Nemunaitis et al., 2003).

5.1. Proceso de infeccion.

Si la administracion se realiza por via oral, Salmonella tiene que sobrevivir al pH
acido del estémago y ser capaz de evadir los sistemas de defensa del intestino delgado

para establecer la infeccion. Una vez alcanzado el epitelio intestinal del ileon distal,
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Salmonella puede atravesar dicho epitelio por distintas vias (Figura 6). La ruta principal
de invasion se realiza a través de las células M, que son células epiteliales especializadas
en transportar antigenos intestinales por pinocitosis a las células linfoides situadas bajo
el epitelio intestinal, en las placas de Peyer (Santos y Baumler, 2004). La invasién
también puede producirse directamente a través de los enterocitos. En cualquier caso, el
proceso implica una adhesién inicial al epitelio intestinal en el que interviene SiiE
(Gerlach et al., 2007), seguido de la endocitosis inducida por la propia bacteria mediante
la expresion de proteinas bacterianas, denominados efectores, que modulan las
funciones celulares en beneficio del patdégeno. Los efectores que inducen la endocitosis
son translocados al citosol de la célula a través del sistema de secrecion tipo III (TTSS),
codificado en la isla de patogenicidad tipo I (SPI-1), TTSS-1. Estos efectores inducen la
reorganizacion del citoesqueleto de la célula hospedadora para formar ondulaciones en
la membrana (ruffles) que engloban a la bacteria y la internalizan (revisado en McGhie et
al., 2009). Por otro lado, las bacterias pueden ser captadas directamente en el lumen por

las prolongaciones emitidas por las células dendriticas desde la lamina propia (Rescigno

et al., 2001).
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M vy translocacion " f
y Salmonella epiteliales dendriticas
élulaM Enteracitos

Entrada a través de

/- %O 0 la membrana

- basolateral
Reclutamiento Q Célula
) O o acrofa N o
de vesiculas , L dendritica
9 =\
leerauon de % %
las bacterias

\ @ Diseminacién
sistémica
IL-1p © '/--Apoptosisdel macréfago

e Supervivenciay 0o © ¢ Inflamacién mediada por
proliferacién bacteriana ©,%0 la produccion inducida de
dentro del macréfago IL-18

e Diseminacion

o

Figura 6. Rutas de Salmonella en la invasion del epitelio intestinal. Adaptado de Sansonetti,
2004.
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Una vez atravesado el epitelio, las estirpes no tifoideas producen una respuesta
inflamatoria temprana y localizada que induce la infiltracion de neutrdfilos en el lumen
intestinal y provoca diarrea (McCormick et al., 1995). En el caso de los serovares que
causan infeccidon sistémica, las bacterias son fagocitadas por macrofagos y células
dendriticas (Hopkins et al., 2000). Salmonella puede sobrevivir y replicarse dentro de los
macrofagos gracias a la funcion de proteinas efectoras translocadas a través del TTSS
codificado por la isla de patogenicidad tipo 2 (SPI-2) (Kuhle y Hensel, 2004), TTSS-2, y
usar estas células como vehiculos para alcanzar los érganos diana (nédulos linfaticos
mesentéricos, bazo e higado). Por otro lado, la bacteria puede inducir la muerte
temprana de los macrofagos mediante la translocacion del efector SipB (TTSS-1), que
activa la caspasa-1 (Hersh et al., 1999; Fink y Cookson, 2007) entre cuyos sustratos se
encuentran las citoquinas IL-1( e IL-18 (Fink y Cookson, 2007) que se liberan y median el
reclutamiento de neutréfilos. Las bacterias que se liberan pueden invadir las células
epiteliales por la membrana basolateral o distribuirse sistémicamente a través del
torrente sanguineo, libres o asociadas a leucocitos CD18* (macréfagos y células
dendriticas). S. Typhimurium puede ademas llegar al bazo y al higado por una ruta
alternativa que no requiere invasion intestinal, siendo transportada directamente desde
el lumen intestinal a estos 6rganos, a través de la circulacién, por fagocitos que expresan
CD18*, principalmente macrdfagos y células dendriticas (Vazquez-Torres et al., 1999;
revisado en Sansonetti, 2002; McGhie et al., 2009; Mastroeni et al., 2009; Watson y Holden,
2010).

Por otra parte, se ha descrito un mecanismo de muerte mas lenta en los
macréfagos en el que parece estar implicados efectores del TTSS-2 como SpvB (Libby et

al., 2000) y SseL (Rytkonen et al., 2007).

5.1.1. Sistemas de secrecion tipo III (TTSS).

Como se ha indicado previamente, S. Typhimurium presenta dos sistemas de
secrecion tipo III distintos codificados en las islas de patogenicidad 1y 2 (SPI-1 y SPI-2),
TTSS-1 y TTSS-2, respectivamente. El TTSS-1 es necesario para la invasion de las células
no fagociticas y la induccién de la respuesta inflamatoria (Galan, 1996; Galyov et al.,

1997), mientras el TTSS-2 es inducido tras la invasién y es esencial para la supervivencia
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y replicacion dentro de los macréfagos, por lo que estd implicado en el desarrollo de la
infeccion sistémica (Ochman et al., 1996; Shea et al., 1996; Kuhle y Hensel, 2004). Entre los

dos sistemas se secretan mas de 30 efectores distintos.

Los TTSS conocidos también como “inyectosomas” o “agujas moleculares” son
estructuras muy conservadas formadas por mas de 20 proteinas diferentes. Tres de estas
proteinas componen el cuerpo basal, que abarca desde la membrana interna de la
bacteria hasta la membrana externa, al que se le ancla una estructura en forma de aguja
que contacta con la membrana de la célula hospedadora. Este contacto provoca la
exportacion a través del sistema de proteinas translocadoras, que forman un poro o
translocén en la membrana eucaridtica que permite el paso del resto de proteinas

efectoras (revisado en Cornelis, 2006).

Las proteinas efectoras contienen una secuencia sefial en su extremo amino
terminal que dirige la translocacidon a través del sistema de secrecion (Miao y Miller,
2000, Karavolos et al., 2005). Ademads de esta secuencia, muchos efectores poseen un sitio
de unién para una chaperona especifica que estabiliza y dirige los sustratos hacia el
sistema de secrecidn o evita la interaccién prematura de los efectores con el TTSS, entre
otras funciones. La mayoria de las chaperonas son especificas de un solo sustrato,
aunque algunas de ellas pueden facilitar la secreciéon de mas de una proteina. Antes de
ser exportados, los efectores son liberados de las chaperonas mediante la accién de una
ATPasa asociada al TTSS que ademas aporta la energia necesaria para la translocacién

(Akeda y Galan, 2005; Galan y Wolf-Watz, 2006; revisado en Wooldridge, 2009).

5.2. Invasion y colonizacion intratumoral.

La administracion sistémica de la estirpe de S. Typhimurium VNP20009 (msbB-
purl” xyl") ha permitido observar in vivo que Salmonella migra desde los vasos sanguineos
al interior tumoral y se distribuye por todas las zonas de este durante las primeras 48
horas. A partir de ese momento, la bacteria se acumula preferentemente en la frontera
entre la zona viable y la zona necrdtica, conocida como zona de transicion, donde
residen las células quiescentes que normalmente limitan el éxito de los tratamientos

quimioterapéuticos. La utilizacion de mutantes auxétrofos de S. Typhimurium de
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arginina y leucina (Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2006; Hoffman, 2009) y de purinas
(Pawelek et al., 1997; Ganai ef al., 2011) han demostrado la acumulacién preferencial en
tumores y metdstasis, sugiriendo la existencia de un gradiente de moléculas que dirige la
colonizacion (Ganai et al., 2011). Ademas, mediante estudios in vitro se han caracterizado
tres tipos de quimoreceptores, el receptor de aspartato (TAR), el receptor de serina (TSR)
y el receptor de ribosa/galactosa (TRG). Ciertos trabajos proponen que la bacteria llega al
tumor atraida por la presencia del aspartato que es excretado por las células tumorales.
A continuacion, migra desde la red vascular al interior del tumor por la presencia de
serina y contintia hacia la zona necrética, donde se concentran purinas y azucares,
especialmente ribosa y galactosa, procedentes de la degradacion de los ntcleos de las

células muertas (Kasinskas y Forbes, 2007).

Por otro lado, algunos estudios sugieren que la invasién tumoral puede llevarse a
cabo por un mecanismo pasivo debido a que la respuesta inflamatoria inducida por la
infeccion incrementa el nivel de TNF-a y otras citoquinas que provocan la rotura de los
vasos sanguineos. El flujo masivo de sangre hacia el interior tumoral permitiria la
entrada de las bacterias y la formacion de zonas necréticas donde las bacterias proliferan

(Leschner et al., 2009).

5.3. El sistema inmune en el tumor.

Independientemente del mecanismo de invasion, las bacterias se concentran en
las zonas hipdxicas y necroticas. Se cree que estas areas con baja concentracion de
oxigeno y alta presidn intersticial constituyen un refugio inmunoldgico donde se inhiben
los sistemas de eliminacion de bacterias (Ryan et al., 2009). Sin embargo, las zonas
viables quedan intactas a pesar de la capacidad de Salmonella para crecer en presencia de
oxigeno. Esto se debe a que la infeccion bacteriana incrementa la necrosis e induce la
entrada de neutrdfilos que se establecen en las areas que delimitan la zona necrdtica y
evitan la expansion de la bacteria hacia las zonas viables (Agrawal et al., 2004; Westhpal
et al., 2008). Se ha demostrado que la supresion transitoria de los nettrofilos produce la
eliminacién completa de los tumores implantados en ratones tras la infecciéon con S.

Typhimurium ya que, en ausencia de neutrdfilos, las bacterias pueden diseminarse por

22



Introduccién

todo el tejido tumoral (Westhpal et al., 2008). Lo mismo ocurre si se infectan ratones

inmunodeprimidos (Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2006).

5.4. Efecto antitumoral de Salmonella.

El efecto antitumoral es el resultado de la combinacion de varios mecanismos. La
acumulacion de Salmonella en el tumor induce una respuesta local inmune (Lee et al.,
2008) que se incrementa con la muerte de las células tumorales debido a la infeccion por
la produccién de proteinas citotdxicas translocadas al citosol a través del TTSS (Paesold
et al., 2002). La competencia por los nutrientes y la secrecion de toxinas al medio
extracelular contribuyen también a la regresién tumoral (Barak et al., 2010; Zhao et al.,

2005; Sznol et al., 2000).

5.5. Salmonella como vector de produccion de agentes terapéuticos.

La infeccion con Salmonella es suficiente, en muchos casos, para observar la
regresion de tumores solidos y metdstasis en modelos animales (revisado en Forbes,
2010). Sin embargo, las zonas viables no infectadas acaban regenerando el tumor. Para
incrementar la efectividad de Salmonella se estan desarrollando distintas estrategias para
utilizar la bacteria como vector dirigido de agentes terapéuticos que potencien el efecto

antitumoral.

5.5.1. Sistemas enzima/prodroga.

El sistema enzima/prodroga se basa en la expresiéon de una proteina por la
bacteria cuya actividad transforma un sustrato exdgeno inocuo en un producto
altamente toxico para las células. S. Typhimurium se ha utilizado con varios de estos
sistemas, entre los que se incluye el sistema timidina quinasa/ganciclovir y citosina
deaminasa/5-fluorocitosina (5-FC). En el primer caso, la timidina quinasa del virus
Herpes Simplex cataliza la fosforilacion del ganciclovir, que actia como anéalogo toxico
del nucledtido guanina, inhibiendo la sintesis de ADN e induciendo la muerte de las
células. La administracion conjunta de ganciclovir y la estirpe recombinante reduce el

crecimiento de melanomas en ratones (PPawelek et al., 1997). Resultados similares se
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obtienen con la enzima citosina deaminasa de E.coli, que convierte la 5-FC en 5-
fluorouracilo (5-FU) un metabolito muy tdéxico que inhibe la timidilato sintasa,
bloqueando la sintesis de ADN y ARN e induciendo la muerte de las células por
apoptosis (King et al., 2002; Nemunaitis et al., 2003; Royo et al., 2007). Los metabolitos
toxicos pueden difundir pasivamente (5-FU) o a través de las uniones intercelulares
(ganciclovir fosforilado) a las células vecinas no infectadas, incrementando el efecto

antitumoral. Este fendémeno se conoce como efecto bystander.

5.5.2. Toxinas bacterianas v otros agentes citotdxicos.

El potencial de las toxinas bacterianas como agentes antitumorales utilizando S.
Typhimurium como vector dirigido se ha demostrado in vivo mediante la expresion de
la citolisina A (ClyA o HIyE) de E. coli y S. Typhimurium. Esta proteina induce la
apoptosis de las células por la formacion de poros en las membranas y reduce el
crecimiento tumoral en modelos animales (Ryan et al., 2009; Nguyen et al., 2010). El
mismo efecto se obtiene con la colicina E3 de E.coli (Pawelek et al., 2003) que degrada el
ARN ribosémico 16S tanto de células procaridticas como eucaridticas. Para protegerse de
la toxicidad, las bacterias que producen la colicina E3 expresan también la proteina de
inmunidad, codificada en el gen immE3. Esta proteina se une al extremo con actividad
ribonucleasa de la colicina E3 inactivandola (revisado en Lancaster ef al., 2007; Cascales

et al., 2007).

Ademads de las toxinas bacterianas, se han conseguido expresar agentes
citotoxicos de origen eucariotico como la proteina TRAIL y el ligando FAS, que inducen
la apoptosis de las células tumorales selectivamente e inhiben el crecimiento tumoral en

ratones (Loeffler et al., 2008; Ganai et al., 2009).

5.5.3. Estimulacion del sistema inmune.

S. Typhimurium se ha utilizado como vector para la expresion local de
citoquinas, como la interleuquina 2 (IL-2), que inducen la infiltracién de neutrdfilos y
otros leucocitos, inhiben el crecimiento de tumores y metdstasis en modelos murinos y
en algunos casos, previenen la formacién del tumor (Feltis et al., 2002; Loeffler et al.,

2008; Saltzman et al., 1996; Sorenson et al., 2008; Al-Ramadi et al., 2009). Por otro lado,
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mediante la expresidon de antigenos especificos de tumores, se consigue la regresion del
tumor por induccién de la respuesta inmune sistémica. En este caso no es necesario que
se expresen dentro del tumor. Ademas, debido a la memoria inmunoldgica, pueden
utilizarse como vacunas para prevenir la formacion de tumores (revisado en Forbes,

2010).

5.5.4. Transferencia génica.

Salmonella puede transferir plasmidos que porten genes que codifican agentes
terapéuticos bajo el control de promotores eucarioticos a las células tumorales, aunque se
desconoce el mecanismo por el que esto ocurre. Hasta el momento, la transferencia de
genes anti-angiogénicos, como la endostatina y la trombospondina 1 (Lee et al., 2004; Lee
et al., 2005), genes que codifican proteinas que inducen apoptosis, como TRAIL y Smac
(Fu et al., 2008) y genes que expresan citoquinas, factores de crecimiento y antigenos
tumorales han mostrado la regresion tumoral en modelos murinos (revisado en Forbes,

2010).

Por otro lado, Salmonella puede transferir plasmidos que codifican pequefios
ARN interferentes especificos para silenciar determinados genes. Siguiendo esta
estrategia, se han silenciado los genes que codifican la proteina anti-apoptética Bcl-2
(Yang et al., 2008) y el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT-3)
que promueve el crecimiento del tumor e inhibe la apoptosis (Zhang et al., 2007; Tian et
al., 2012). En ambos casos se ha observado la inhibicion del crecimiento tumoral in vivo,
pero de forma transitoria. Esto se debe a que el ARN interferente no es capaz de
bloquear totalmente la expresion génica, especialmente cuando el ARNm se expresa a
niveles muy elevados (Elbashir et al., 2002). Como solucién, se sugiere el silenciamiento
de varios genes o la combinaciéon de estos ARN con la coexpresion de otros genes de
interés. Se ha demostrado un efecto sinérgico en la regresion tumoral in vivo al expresar
el ARN interferente especifico para STAT-3 junto con su inhibidor de la transcripciéon
(Zhang et al., 2008). Resultados similares se obtienen al coexpresar el gen p53 y el ARN
interferente para el gen mdm?2 utilizando S. enterica serovar Typhi. Tanto la mutacién de

p53 como su inactivacidn por la proteina MDM2 contribuyen a la formacion de tumores,
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por lo que la inhibicion de MDM?2, junto con la sobreexpresiéon de p53 WT, inhibe

sinérgicamente el crecimiento de las células tumorales (Ji et al., 2011).

5.6. Sistema de expresion regulado inducible por salicilato.

Para la utilizacion de salmonellas atenuadas como vectores de produccién y
administracion dirigida de agentes antitumorales es necesario un sistema regulador de la
expresion génica que permita controlar fielmente la produccion de los agentes
terapéuticos cuando la bacteria se encuentre en el interior del organismo. De esta forma
se incrementa el efecto antitumoral a la vez que se reduce la toxicidad sistémica. En
Salmonella se han utilizado distintos sistemas de expresion de este tipo, inducibles por L-
arabinosa (Loessner et al., 2007), salicilato (Royo et al., 2007) o irradiacion y (Ganai et al.,

2009).

El sistema de expresion en cascada transcripcional descrito por Royo et al.,
desarrollado en nuestro grupo y recientemente mejorado, permite la expresion de
proteinas terapéuticas por S. Typhimurium en respuesta a acido acetil salicilico (ASA), el
componente activo de la aspirina (Cebolla et al., 2002; Royo et al., 2005; Medina et al.,
2011), uno de los farmacos analgésicos y antiinflamatorios mas utilizados y mejor
caracterizado del mercado (Hennekens, 2002). Este sistema de expresion en cascada se
basa en el efecto activador del salicilato sobre dos activadores transcripcionales
derivados de Pseudomonas putida; NahR, proveniente del pldsmido de degradacion de
naftaleno pNAH?7, y XylS2, una variante mutante de XylS, activador proveniente del
plasmido de degradacién de tolueno/xileno pWWO. Los dos reguladores responden a
salicilato y la union de salicilato a NahR o XylIS2 activa la expresion de los genes
controlados por los promotores Psal o Pm, respectivamente (Cebolla et al., 2001; Cebolla
et al., 2002). El sistema en cascada consiste en un modulo regulador que combina nahR
con xylS2 bajo el control del promotor Psal, cuya transcripcion es activada por NahR. El
gen de interés se encuentra inserto en un modulo de expresion independiente y bajo el
control del promotor Pm, cuya transcripcion es activada por XylS2 (Figura 7). En
ausencia de salicilato, o0 ASA, tanto NahR como XylS2 estdn inactivos, generando unos

niveles de expresion basales a partir de Pm muy bajos. La presencia de salicilato activa
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fuertemente la expresion del gen de interés de dos formas, en primer lugar, uniéndose a
NahR para inducir la transcripcion de Psal-xylS2, y a continuacion, activando a su vez a
XylS2 para inducir la transcripcion desde Pm. Este circuito regulador se ha usado con
éxito en Salmonella para controlar la expresion del gen de la citosina deaminasa en
ratones con tumores implantados, observandose una reduccién del crecimiento tumoral
tras la induccién con ASA y la administracion posterior del sustrato 5-FC (Royo et al.,

2007).
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Figura 7. Esquema del sistema de expresion en cascada transcripcional inducible por
salicilato. La induccién por salicilato de los dos moédulos, el regulador y el de expresidn,
conlleva un aumento sinérgico de la expresion del gen de interés.

Recientemente, a este sistema se le ha incorporado un circuito regulador
adicional que consiste en dos elementos de Klebsiella oxytoca implicados en la asimilacion
de nitrato: nasF, un atenuador transcripcional y nasR, que codifica la correspondiente
proteina antiterminadora que evita la terminacion transcripcional de nasF en presencia
de nitrato o nitrito (Wu et al., 1999). La incorporacion de nasF en el mdédulo de expresion,
corriente abajo de Pm, reduce los niveles de transcripciéon basales del moddulo de
expresion (Royo et al., 2005). El otro elemento, nasR, se ha incluido en el mdédulo
regulador integrado en el cromosoma de Salmonella bajo el control de Psal (Figura 8).
Esto hace que, tras la adicion de salicilato, se induzca la expresion desde el promotor Pm
por la accidén de NahR y XylS2 a la vez que NasR evita la terminacion de la transcripciéon

por nasF. Esta configuracion permite inducir de forma especifica la produccion de

27



proteinas altamente tdxicas como la colicina E3 durante la infeccién de Salmonella
(Medina et al., 2011). Se han construido, por tanto, dos versiones del médulo regulador,

con o sin NasR, dependiendo de la necesidad de reducir los niveles de expresion basales.
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Figura 8. Sistema de expresion en cascada inducible por salicilato con los elementos nasR
y el atenuador nasF. Estos elementos estan incluidos en el médulo regulador y el médulo
de expresidn, respectivamente.

Los dos tipos de mddulos reguladores incluyen el gen gfp bajo el control de un
promotor constitutivo para la deteccion de la bacteria en el interior de la célula
eucaridtica y poder monitorizar la infeccién mediante microscopia de fluorescencia o
citometria de flujo. En ambos casos, el modulo regulador esta integrado en el locus trg
del cromosoma de S. Typhimurium. Mutantes en este gen no parecen estar afectados en
virulencia (Segura et al., 2004) y podrian favorecer la acumulacidon preferencial de la

bacteria en la zona de transicion del tumor (Kasinskas y Forbes, 2007).
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Objetivos

La eficacia de Salmonella en la regresién del crecimiento de tumores sélidos y
metastasis ha sido ampliamente demostrada en modelos animales, sin embargo, para su
aplicacion clinica es necesario, entre cosas, potenciar su efecto antitumoral. Con este fin
se estan llevando a cabo distintas aproximaciones mediante la utilizacion de Salmonella

como vector dirigido de agentes terapéuticos.

El propdsito general de esta Tesis ha sido optimizar el sistema de expresion
inducible por salicilato descrito por Royo et al. (Royo et al. , 2007) para incrementar la
produccion controlada de agentes antitumorales ya empleados y la utilizaciéon de S.
Typhimurium como herramienta para evaluar el potencial citotoxico de nuevas
proteinas en células tumorales. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1. Modificar el mdédulo de expresion del sistema en cascada transcripcional inducible por
salicilato para obtener distintos niveles de induccién de la produccién de proteinas de

interés en el interior de las células eucarioticas.

2. Optimizar la producciéon de la enzima citosina deaminasa utilizando los vectores de

expresion mejorados y un mutante de S. Typhimurium resistente a 5-FU.

3. Desarrollar una estrategia para analizar el efecto de proteinas especificas producidas

de forma controlada por S. Typhimurium en la fisiologia de células eucarioticas.

4. Estudiar el efecto de la produccion regulada de SpvB en células eucaridticas para su

posible uso como agente antitumoral.
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Materiales y Métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO.

1.1. Estirpes bacterianas y plasmidos.

Todas las estirpes de Salmonella enterica serovar Typhimurium y Escherichia coli

utilizadas en esta tesis se incluyen en la Tabla 1. Las estirpes de S. Typhimurium derivan

del tipo silvestre 14028.

Tabla 1. Estirpes bacterianas.

Estirpe

Caracteristicas relevantes

Referencia

Escherichia coli

DH5a

GM119

F-®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
hsdR17(rxmx*) supE44 thi-1 gyrA relAl.

F-dam 3 dcm6 metBI galK2 galT22
lacY1 tsx-78 supE44

endAl Hanahan, 1983

Marinus y Morris,
1973

Salmonella enterica serovar Typhimurium

14028
MPO36
MPO37
MPO39
MPO9%4
MPO95
MPO96
MPQO97
MPO98
MPO301
MPO302
MPO305
MPO323
MPO325
MPO346
MPO357
MPO370
MPO372

Estirpe silvestre

14028 AspvB::Kanr

14028 AaroA::Kanr

14028 ApurD::Kan*

14028 Atrg:: Cmr:: (nahR/Psal-xylS2 [Ptac—gfp)
14028 Atrg:: (nahR/Psal-xylS2 [Ptac—gfp)
14028 Atrg::Kanr: (nahR/Psal-xylS2—nasR/Ptac—gfp)
14028 Atrg:: (nahR/Psal-xylS2-nasR/Ptac—gfp)
MPQO95 AspvB::Kanr

MPO95 ApurD::Kan*

MPQO95 AspvB

MPO95 ApurD

MPO95 Aupp::Cmr

MPO95 AspvB ApurD::Kan*

MPQO97 AsiiE::Kan*

14028 AsiiE::Kanr

MPO97 AsiiE

MPO97 AsiiE AaroA:Kanr

Fields et al., 1986
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Medina et al., 2011
Esta tesis

Medina et al., 2011
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Los plasmidos utilizados en esta tesis se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
pKD3 Cmr, Apr Datsenko y
Wanner, 2000
pKD4 Kanr Datsenko y
Wanner, 2000
pKD46 Apr, Ts. Datsenko y
Wanner, 2000
pMPO16 Apr. Vector derivado de pCAS con fusiéon Pm- codA de E.coli Royo et al.,
K12. 2007
pMPO20 Apr. Eliminacion del sitio Ndel por digestion con esta enzima Medina ef al.,
y rellenado con Klenow. Vector de bajo nimero de copias 2011
derivado de pMPO?77 sin diana Ndel.
pMPO27 Apr. Vector de expresiéon de alto nimero de copias con Royoetal,
rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF::MCS. Origen de replicaciéon 2005
ColEL.
pMPO51 Apr. Eliminacién del atenuador nasF por digestion con EcoRl Medina et al.,
de pMPO57. Vector de expresion de alto nimero de copias 2011
con rrnBT1T2- Pm- MCSII. Origen de replicacion ColE1.
pMPO52 Apr. Eliminacién del atenuador nasF por digestion con EcoRl Medina et al.,
de pMPOS58. Vector de expresion de alto nimero de copias 2011
con rrnBT1T2- Pm- SDT7- MCSIL Origen de replicacion
ColEL.
pMPO53 Apr. Amplificacion de la secuencia del péptido sefial de Medina et al.,
sspH2 de Salmonella 14028 usando los cebadores sspH2-1 y 2011
sspH2-3, y clonacion en Ndel-Pstl de pMPO52. Vector de
expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2. Origen de replicacion
ColEL.
pMPO54 Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO51 clonado en Nofl- Medina et al.,
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo numero de 2011
copias con rrnBT1T2- Pm-MCSII. Origen de replicacion M13.
pMPOS55 Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO52 clonado en Notfl- Medina et al.,
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo numero de 2011
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pMPO56

pMPO57

pMPO58

pMPO59

pMPO60

pMPO61

pMPO62

pMPO72

Apr. Amplificacion de la secuencia del péptido sefal de
sspH2 de Salmonella 14028 usando los cebadores sspH2-1 y
sspH2-3, y clonaciéon en Ndel-Pstl de pMPO55. Vector de
expresion de bajo nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2. Origen de replicacion
M13.

Apr. Eliminaciéon de las dianas Sacl y Kpnl, y ligacion del
fragmento MCSII de 73 pb, obtenido por alineamiento de los
oligonucledtidos MCS+ y MCS-, digerido con Smal-Hindlll
clonado en pMPO27 Smal-Hindlll. Vector de expresion de
alto namero de copias con rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF -
MCSIL. Origen de replicacion ColE1.

Apr. Alineamiento de los oligonucledtidos SDpT7-7+ y
SDpT7-7- clonado en Smal-Ndel de pMPO57. Vector de
expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
atenuador nasF- secuencia SD T7- MCSIL Origen de

replicaciéon ColE1.

Apr. Amplificacion de la secuencia del péptido sefal de
sspH2 de Salmonella 14028 usando los cebadores sspH2-1 y
sspH2-3, y clonacion en Ndel-Pstl de pMPO58. Vector de
expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
atenuador nasF- SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2.
Origen de replicacion ColE1.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO57 clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF- MCSIL Origen de
replicacion M13.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO58 clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF- SDT7- MCSIIL
Origen de replicacion M13.

Apr. Amplificacion de la secuencia del péptido sefial de
sspH2 de Salmonella 14028 usando los cebadores sspH2-1 y
sspH2-3, y clonaciéon en Ndel-Pstl de pMPO61. Vector de
expresion de bajo nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
atenuador nasF- SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2.
Origen de replicacion M13.

Apr. Amplificacion de ADN complementario* de la
secuencia de p53 humano (1182 nucledtidos) con los
oligonucledtidos p53F3 y p53R3, y digestion con EcoRV-Sall,
clonado en pMPO53 EcoRV-Sall. Vector de alto nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- SDT7- MCSII- péptido sefial de

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Esta tesis
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pMPO73

pMPO77

pMPOS8S8

pMPO90

pMPO94

pMPO9%6

pMPO200

pMPO1000

pMPO1001

pMPO1004

38

sspH2- secuencia p53 completa.

Apr. Amplificacion de ADN complementario* del extremo C-
terminal de p53 humano (63 nucledtidos) con los
oligonucledtidos p53F4 y Cp53tagR, y digestion con EcoRV-
Sall, clonado en pMPO53 EcoRV-Sall. Vector de alto niimero
de copias con rrnBT1T2- Pm- SDT7- MCSII- péptido sefial de

sspH2- Cp53.

Apr. Eliminacién del promotor Plac por digestion Sacl-PshAI
y religacion de los extremos romos generados por la ADN
polimerasa T4, y del fragmento Kpnl-Clal del MCS original
del pWSK29. Vector de bajo nimero de copias que contiene
un MCS modificado.

Apr. Secuencia de codA de E. coli modificada en el codén de
inicio, amplificada con los cebadores F-CID-TG y R-CID
clonado en Ndel (rellenado con Klenow) de pMPO52.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO88 clonado en Notl-
HindIll de pMPO77. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con Pm- SDT7- codA modificado.

Apr. Clonacion de la fusién cat::lacZ de pMP220 en pMPO57.
Vector de expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2-
Pm- atenuador nasF -MCSII- cat::lacZ . Origen de replicacion
ColE1.

Apr. Clonacion de la fusién cat::lacZ de pMP220 en pMPO51.
Vector de expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2-
Pm- MCSII- cat::lacZ. Origen de replicacién ColE1.

Apr. Vector de fusiéon traduccional lacZ derivado de
pBBRIMCS-4.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO9%4 clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF- MCSII- cat:lacZ.
Origen de replicacion M13.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO9% clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm - MCSII- cat:lacZ. Origen de
replicacion M13.

Apr. Doble secuencia de HA obtenida por alineamiento de
los oligonucleoétidos Sal-HA-Hind+ y Sal-HA-Hind-, clonada
en Sall-Hindlll de pMPO53. Vector de expresion de alto
numero de copias con rrnBT1T2- Pm- SDT7- MCSII- péptido

Esta tesis

Medina et al.,
2011

Esta tesis

Esta tesis

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Garcia-
Gonzalez et al.,
2005

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011

Medina et al.,
2011
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pMPO1005

pMPO1006

pMPO1007

pMPO1008

pMPO1016

pMPO1017

pMPO1036

pMPO1044

pMPO1045

sefial sspH2 — 2 epitopos HA. Origen de replicacién ColE1.

Apr. Fusion lacZ de pMPO200 en Ndel de pMPO52. Vector
de expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2- Pm-
SDT7- MCSII- lacZ. Origen de replicacién ColE1.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO1005 clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- SDT7- MCSII- lacZ. Origen de
replicacion M13.

Apr. Fusion lacZ de pMPO200 en fase en Ndel de pMPO5S.
Vector de expresion de alto nimero de copias con rrnBT1T2-
Pm- atenuador nasF- secuencia SDT7- MCSII- lacZ. Origen de

replicaciéon ColE1.

Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO1007 clonado en Notl-
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con rrnBT1T2- Pm- atenuador nasF- SDT7- MCSII-
lacZ. Origen de replicaciéon M13.

Apr. Alineamiento de los oligonucledtidos SHACIF vy
SHACIR, en pMPO72 digerido
(parcialmente) y EcoRV. Vector de expresion con rrnBT1T2-
Pm- SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2- 2HA- secuencia
p53 completa. Origen de replicacion ColE1.

clonado con PstI

Apr. Alineamiento de los oligonucledtidos SHACIF vy
SHACIR, en pMPO73 digerido
(parcialmente) y EcoRV. Vector de expresion con rrnBT1T2-
Pm- SDT7- MCSII- péptido sefial de sspH2- 2HA- secuencia
Cp53. Origen de replicacion ColEL.

clonado con PstI

Apr. Fragmento Ndel-EcoRV del producto de amplificacion
mediante PCR del gen de spvB de Salmonella 14028 con los
cebadores spvB F1 y spvB R1, clonado en Ndel-EcoRV de
pMPO52. Vector de expresion de alto numero de copias Pm-
SDT7-spvB.

Apr. Fragmento Smal-Sall de pMPO1036 clonado en Smal-
Sall de pMPO60. Vector de expresion de bajo numero de

copias con Pm- atenuador nasF- SDT7- spvB.

Apr. Fragmento Smal-Bcll del producto de la amplificacion
mediante PCR recurrente de la secuencia de 50 pb que
precede al gen spvB junto con la secuencia del gen spvB de
Salmonella 14028, con los cebadores SDspvB F2 y SDspvB R2,
clonado en Smal-Bcll de pMPO1044. Vector de expresion de

Medina et al.,

2011

Medina et al.,

2011

Medina et al.,

2011

Medina et al.,

2011

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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bajo nimero de copias Pm- atenuador nasF- SDspvB- spvB.

pMPO1088 Apr. Fragmento Notl-HindIll de pMPO16 clonado en Notl- Esta tesis
HindIll de pMPO20. Vector de expresion de bajo nimero de
copias con Pm- codA de E.coli K12.
pMP220 Tetr. Vector para fusiones cat-lacZ. Spaink et al.,
1987
pWSK29 Apr. Vector de clonacion de bajo numero de copias Wangy

Kushner, 1991

*cedido por Bert Vogelstein.

1.2. Bacteriéfagos.

Como bacteridfago transductor se usé P22 HT105/1 int201 (Schmieger, 1972). Para

los ensayos de sensibilidad a P22 se usé el derivado no lisogénico H5, que tiene una

mutacion en el gen c2.

1.3. Lineas celulares tumorales.

Las caracteristicas de las lineas celulares tumorales utilizadas en este trabajo se

detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lineas celulares tumorales.

Linea celular

Descripcion

Fuente

F1A11 Linea celular derivada de un fibrosarcoma de Paglia et al., 1998
raton (estirpe BALB/c).

HCT116 Linea celular epitelial derivada de un carcinoma D. Tuveson
colorrectal humano.

HeLa Linea celular epitelial derivada de wun J. Casadesus
adenocarcinoma cervical humano.

HeLa Kyoto H2B-  Linea HeLa Kyoto que expresan establemente la D. Gerlich

mCherry mEGFP-  histona H2B marcada con mCherry y la a-

a-tubulina tubulina con mEGFP.

MCE-7 Linea celular epitelial humana derivada de un A. Lopez- Rivas
adenocarcinoma de mama. No expresa caspasa-3.

MDA-MB-231 Linea celular epitelial humana derivada de un A. Lopez-Rivas
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secuencia del gen p53.

PANC-1/P8.5 Linea celular epitelial humana derivada de un D. Tuveson
adenocarcinoma pancreatico ductal. Presenta una
mutacion puntual en el aminoacido 273 en la

secuencia del gen p53.

2. MEDIOS, CONDICIONES DE CULTIVO Y CONSERVACION.
2.1. Medios, condiciones de cultivo y conservacion de bacterias.

El medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) se utilizé como medio rico
tanto en cultivos liquidos como sdlidos. Cuando fue necesario, y para asegurar el
mantenimiento de plasmidos, se afiadieron los siguientes antibidticos: ampicilina (Ap) a

100 ug/ml, kanamicina (Kan) a 50 ug/ml o cloranfenicol (Cm) a 15 ug/ml.

Medio LB: Bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/L.

(Anadir agar 15 g/l para medio solido). Autoclavar.

Como medio minimo se us6 el medio E (Vogel y Bonner, 1956) que se prepard
como una solucién de sales concentrada 50 veces (Ex50), esterilizada con cloroformo. Los

suplementos se afiadieron a las concentraciones descritas por Maloy (Maloy, 1990).

Medio Ex50: 1,4 g MgSOs anhidro, 30 g acido citrico (granular), 196 g K2HPOs 3H20 (150
anhidro), 52 g NaNHsHPO4 4H20. Calentar 150 ml (sin hervir) y disolver las sales una a
una, agitando. Llevar a 300 ml con agua destilada. Enfriar. Ahadir 5 ml de cloroformo.
Medio Ex1: 100 ml de agua o agar-agua (medio sélido), 2 ml Ex50 y 400 ul glucosa 50%.
Agar-agua: 20 g/l agar noble (DIFCO™).

En general, los cultivos bacterianos se realizaron a una temperatura de 37°C con
agitacion suave (180 rpm).
2.1.1. Conservacion de estirpes bacterianas y plasmidos.

Las estirpes y pldsmidos se conservaron a corto plazo a 4°C en placas de LB
solido. Para su conservacion a largo plazo se congelaron a -80°C en LB liquido con

glicerol al 15 % (v/v).
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2.2. Medios y condiciones de cultivo de lineas celulares.

Las lineas tumorales se cultivaron en un incubador Biotech Galaxy R* a 37°C en
una atmosfera himeda con un 5 % de COsz. Las células se mantuvieron en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, D6545 Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS) (previa inactivacion del complemento), L-glutamina 2 mM y
una mezcla de los antibidticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). En los

experimentos de infeccién con Salmonella no se anadieron antibidticos al medio.

Las células, todas adherentes, se cultivaron en cajas de 10 cm de diametro con 10
ml de medio de cultivo, o en cajas multipocillos de 6 6 24 pocillos, con 4 ml 6 1 ml de
medio por pocillo, respectivamente. Las células se subcultivaron 3 veces por semana en
medio fresco, evitando su confluencia. Para ello, se retir6 el medio de cultivo y se
lavaron dos veces con tampodn fosfato salino 1x (PBS 1x). A continuacién, se afiadié la
décima parte del volumen del medio de cultivo de una solucion estéril de tripsina al
0,25% en PBS 1x y se incubaron a 37°C entre 3-10 minutos, segun la linea celular. Una
vez despegadas, la reaccion de la tripsina se neutralizé afiadiendo 10 volimenes de

medio de cultivo y se pasaron a nuevas cajas realizando la dilucién adecuada.

Inactivacion del complemento del suero: descongelar el suero en un bafio a 37°C y
posteriormente calentarlo a 56°C durante 30 minutos.
PBS 10x: NaCl 80 g/l, KC1 2,01 g/1, Na2HPO4 14,2 g/l, KH2POx4 2,72 g/1. Ajustar a pH 7,4.

Autoclavar.

2.2.1. Congelacion y descongelacion de lineas celulares.

Para la conservaciéon de las lineas celulares a largo plazo se recogieron 5x10°
células adherentes por vial de congelacion. Tras centrifugar durante 10 minutos a 1.000
rpm, el precipitado de las células se resuspendié en 1 ml de medio de congelacién y el
vial se mantuvo 2 h a -20°C, 24 h a -80°C y, finalmente, se guard6 en una atmosfera de

nitrégeno liquido hasta el momento de su descongelacion.

Para la descongelaciéon de las células, los viales se incubaron a 37°C.
Seguidamente las células se diluyeron en 10 ml de medio y se centrifugaron durante 10
minutos a 1.000 rpm. A continuacion el precipitado celular se resuspendié en 10 ml de

medio de cultivo con antibidticos que se depositaron en una caja de cultivo.
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Medio de congelacion: 10% de DMSO y 90% de suero fetal bovino. Conservar a -20°C.

2.3. Soluciones y otros compuestos quimicos utilizados.

- 5-Fluorouracilo (5-FU, F6627 Sigma-Aldrich). El stock (15,37 mM) se prepar6 a 2

mg/ml en 10 ml de DMSO y se conservo a 4°C en oscuridad.

- 5-Fluorocitosina (5-FC, F7129 Sigma-Aldrich). El stock (100 mM) se prepard con

13 mg/ml en 10 ml de agua bidestilada, se filtré y conservoé a 4°C en oscuridad. A

partir de este, se hicieron stocks de 10 y 1 mM diluyendo en agua bidestilada.

- Salicilato sédico (S3007 Sigma-Aldrich). El stock (1M) se prepar6 a 160,1 mg/ml

en 100 ml de agua bidestilada. Se filtré y se alicuot6 en volimenes de 10 ml. Los

alicuotas se almacenaron a 4°C en oscuridad.

- Adenina hemisulfato (A9126 Sigma-Aldrich). El stock (73,30 mM) se prepard a

13,5 mg/ml en 10 ml de HCI 0,1N. Se filtré y se guardé a 4°C. Dado que precipita

en frio, es necesario calentarlo a 50°C antes de usarlo para disolverlo.
- Aromix: se prepara a partir de los stocks de:

- p-aminobenzoato (PABA) al 0,06% (p/v) filtrado y conservado a 4°C en

oscuridad. Se afiadieron 500 pl del stock por cada 100 ml de medio.

- 2-3 dihidrobenzoato (DHBA) al 0,06% (p/v) filtrado y conservado a 4°C.
Se anadieron 500 pl del stock por cada 100 ml de medio.

- L-Tirosina (L-Tyr) al 0,36 % (p/v) en NaOH 1 N, filtrado y conservado en
oscuridad. Se afiadieron 500 pl del stock por cada 100 ml de medio.

- L-Triptéfano (L-Trp) al 0,41% (p/v), filtrado y conservado en oscuridad.
Se anadieron 500 pl del stock por cada 100 ml de medio.

- p-hidroxibenzoato a 10 mM, filtrado. Se anadieron 10 ul del stock por

cada 100 ml de medio.
- fenilalanina (Phe) al 0,99 % (p/v). Se ahadieron 500 ul del stock por cada

100 ml de medio.

- Latrunculin A (L5163-Sigma-Adrich). El stock (2,37 M) se prepard diluyendo

100 pg en 1 ml de etanol. También es soluble en DMSO.
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- Estaurosporina (STS, 54400, Sigma-Aldrich). El stock (1 mM) se preparé en 1 ml

de DMSO. Se conservd a -20°C en oscuridad.

- Hoechst (Bisbenzimida 33258, B2883, Sigma-Aldrich). El stock (1mg/ml) se

prepard en agua bidestilada, se filtrd, alicuoté y guardé en oscuridad a 20°C.

- Yoduro de propidio (IP, 4170, Sigma-Aldrich). El stock (0,5 mg/ml) se prepard

en agua bidestilada. Se alicuot6 y guardé en oscuridad a -20°C.

3. MANIPULACION Y TRANSFERENCIA DEL ADN.
3.1. Extraccion de ADN plasmidico de Escherichia coli.

Para extraer ADN plasmidico de E. coli DH5a: se sigui6 el protocolo simplificado
de lisis alcalina (Stephen et al., 1990). La biomasa de 3 ml de un cultivo saturado se
recogio por centrifugacion a 13.000 rpm durante 30 segundos. El sedimento se
resuspendié en 100 ul de solucion I (GTE) y se incub6 durante 5 minutos en hielo. A
continuacion, se lisé con 200 ul de solucion II recién preparada, y tras mezclar por
inversion varias veces, se incubo 5 minutos en hielo. Luego, se neutralizé con 150 ul de la
solucion III, se mezcld por inversion varias veces, y se incubd durante al menos otros 5
minutos en hielo. Los restos celulares se eliminaron por sedimentacion centrifugando
durante 10 minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo y el ADN fue
precipitado anadiendo igual volumen (~450 ul) de etanol al 96% (v/v) a -20°C,
centrifugando inmediatamente durante 10 minutos a 13.000 rpm. El precipitado se lavo
con 1 ml de etanol al 70% (v/v) a -20°C, y se centrifugd durante 5 minutos a 13.000 rpm.
Dicho precipitado se seco al vacio y se resuspendié en 25 6 50 ul de TER dependiendo
del nimero de copias del pldsmido por célula. Las preparaciones de plasmidos se

almacenaron a -20°C.

Solucion I (GTE): glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.
Solucién II: NaOH 0,2 N, SDS 1% (p/v).
Solucidn III: acetato potasico 3 M ajustado a pH 4,8 con acido férmico.

TER: Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, ribonucleasa 0,02 % (p/v).
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Alternativamente, para la obtencion de ADN plasmidico de alta calidad para
secuenciacion u otras aplicaciones que requerian mayor grado de pureza, se utilizo el kit

Nucleospin® Plasmid (Macherey-Nagel).

3.2. Generacion de fragmentos de ADN.
3.2.1. Amplificacion de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Cuando fue necesario amplificar fragmentos de ADN para su posterior clonacion,
se realizaron reacciones de PCR utilizando el ADN correspondiente como molde. Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ul en tubos de 0,2 ml en
presencia de 2,5 unidades de ADN polimerasa termorresistente de alta fidelidad, Expand
High Fidelity Plus (Roche) o i-pfu DNA Polymerase (Intron biotechnology), en el tampdn
con MgCl2 que suministra la casa comercial. Con la primera enzima, se utilizaron los
oligonucleotidos adecuados a una concentracion de 1 uM y los dNTPs a 200 uM de
concentracion final. En el caso de utilizar la i-pfu, afiadimos 0,2 uM de oligonucledtidos y

dNTPs a 800 uM. Como molde se usaron 0,5 ng de ADN plasmidico.

El programa de PCR del termociclador varié en funciéon del tamano del
fragmento a amplificar, pero en lineas generales consisti6 en un primer paso de
desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94°C. A continuacion, 35 ciclos con 3 etapas: 30
segundos a 94°C (desnaturalizacion), seguida de 30 segundos a temperatura variable en
funcion de la temperatura de desnaturalizacién (Tm) de los oligonucledtidos (etapa de
hibridacién) y por ultimo la etapa de extensidon a 72°C que consistié en 60 segundos por

kilobase de ADN a amplificar. Finalmente, 5-7 minutos de extension final a 72°C.

3.2.2. Asociacion de oligonucleétidos complementarios.

Para obtener fragmentos pequefios de ADN de los que no se disponia de un
molde con la secuencia para ser amplificada, se disefiaron oligonucléotidos que
contenian la secuencia de interés flanqueada por las dianas de restriccion necesarias para
su clonacion posterior en el vector adecuado. La mezcla de reaccion consistié en 9 ul de

cada oligonucledtido a 10 uM y 2 ul del tampdn de asociacion.
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La asociacion se llevo a cabo en el termociclador con una primera etapa a 94°C
durante 10 minutos seguida de una bajada progresiva de la temperatura a un grado por

minuto durante 18 ciclos.

Tampoén de asociacion: Tris-HC1 20 mM pH 7.4, MgCl> 2 mM, NaCl 50 mM.

3.2.3. PCR recurrente.

Para la obtencion de determinados fragmentos de ADN de gran tamafio se utilizo
la técnica descrita por Prodromou (Prodromou y Pearl, 1992). Esta técnica consiste en
amplificar una secuencia a partir de oligonucleétidos solapantes, de modo que cada
cebador sirve de molde al oligonucle6tido con el que se alinea (Figura 9). Para ello, se
disefiaron oligonucledtidos de entre 50-80 pb de longitud con un minimo de 20 pb de
solapamiento, y se utilizaron los oligonucleotidos externos correspondientes a las
secuencias flanqueantes del fragmento 100 veces mds concentrados que los internos (0,01

uM).

A la mezcla de reaccion se le anadieron ademas 200 uM de dNTPs y 2.5 unidades

de Expand High Fidelity Plus (Roche) en el tampon con MgCl: que suministra la casa

comercial.
5
5
Figura 9. Esquema de PCR
o ‘1' recurrente para  sintetizar
fragmentos de ADN.
l, < (Prodromou y Pearl, 1992)

AMPLIFICACION
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3.2.4. Oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de amplificacion vy
secuenciacion fueron sintetizados por Sigma-Aldrich. Los oligonucledtidos utilizados en

esta tesis se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucledtidos.

Oligonucleétido/uso Secuencia 5'-3

Modificacion del vector de expresion

MCS+ GTTCACCCGGGCATATGGCAAGAACTGCAGATATCCATGGTAC
CGAGCTCGGATCCGTCGACAAGCTTACTTG

MCS- CAAGTAAGCTTGTCGACGGATCCGAGCTCGGTACCATGGATAT
CTGCAGTTCTTGCCATATGCCCGGGTGAAC

SD-pT7-7+ GGGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA

SD-pT7-7- TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCCC

sspH2-1 GATATACATATGCCCTTTCATATTGGAAG

sspH2-3 TATACTGCAGCCCGGATGCCCCTTC

Construcciéon de pMPO72

p53F3 AATGCGATATCCATGGAGGAGCCG
Pp53R3 TAGCTGTCGACTCAGTCTGAGTC

Construccion de pMPO73

p53F4 AATGCGATATCCGGGAGCAGGGCT
Cp53tagR AAGCTTGTCGACCTAATGGC

Construccion de pMPOS88

F-CID-TG TGTCGAATAACGCTTITAC

R-CID TCAACGTTTGTAATCGATG

Construccion de pMPO1004

Sal-HA-Hind+ TCGACGTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGTACCCATACGA
TGTTCCTGACTATGCGTAA
Sal-HA-Hind- AGCTTTACGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTACGCATAGTC

AGGAACATCGTATGGGTACG

Construcciéon de pMPO1016 y pMPO1017

SHAC1F GTACCCATACGATGTTCCTGACTATGCGTACCCATACGATGTTC
CTGACTATGCGTACGG
SHAC1R CCGTACGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTACGCATAGTCAG

GAACATCGTATGGGTACTGCA
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Construccion de pMPO1036

spvB F1
spvB R1

CGTATCATATGTTGATACTAAATGG
ATATGATATCCTATGAGTTGAGTAC

Construccion de pMPO1045

SDspvB F2

SDspvB R2

CGGTTCACCCGGGCAGAAAATATACCTGGCCATCGTCAGACGG
CCAGTTTCAGGAGATAGTGTATGTTGATACTAAATGG

GGGGGAGTGATCAGCGCTAAAGTGGCAGATGAAAAACCATITT
AGTATCAACATACACTATCTCCTGAAACTGGCCGTCTG

Comprobacion y secuenciacion

pCASB800R
PmFw
Pm-Ter-F
SDspvB F3
spvB F3
spvB R3

T7

AGGAACGGTACGCCAGCAAG
TCTCTAGAAAGGCCTACC
ACAAAGATGGTGAGC
CAGAAAATATACCTGGCCATC
CGAGCATATCTATTACTCCTAC
GCAGGCGGTACCTGTGGATC
GTAATACGACTCACTATAGGGC

Construccion de AaroA

«Kanr

aroAprin-P2

aroAlrv-pl

aroAE fw

aroAE rv

TTTAGCTTGTGGTAAAACCGCTCTGACGAATCTGCTGGATAGCG
ATGACGcatatgaatatcctccttag

GCGCCAGCCCGTCGACTGGCGCAACAGAAGACTTAGGCAGGC
GTACTCATgtgtaggctggagctgctte

CCATGCCGATTGAAGGG
GTGCGAATACGGACTCG

Construccion de ApurD:Kanr

purDprin-P2

antifinpurD-P1

purD fw
purD rv

CCGCGTTGCAGAACGTGGCTATCGGCGTCACCGATATTCCGGC
GCTGCTGcatatgaatatcctecttag

CCAGCGCGGTGGCGCACAGTACGCGGCCGCCGCTGGTCAACAC
GCGGTCgtgtaggctggagctgctte

TGACATGCGCCACTTCCG
ACGCGCAAAACGCTGCTG

Construccion de AsiiE::

Kanr (s6lo se elimina un fragmento del extremo 5’ de siiE)

F-siiE-FRT-P2

R-siiE-FRT-P1

siiEext2-F
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Construccién de AspvB::Kan*

SpvBprin-P2 CTTTCCTGCCAAAAGGGGGCAAGGCGCTGAGTCAGTCAGGCCC
TGACGGCcatatgaatatcctccttag

antispvBfin-P1 GGGATCCACAATTTACAATGCTTTCGATTTTGAGTTTAGTATITG
GAGGgtgtaggctggagctgcttc

spvB fw TGGCCATCGTCAGACGGC

spvB rv GCTAGGCCGCTCATACC

Construccion de Aupp::Cmr*

F-upp-P1 TCCGGCGATTTTTTTTGTGGTTGCCAGTCATCTGAGGATAGGAG
AAGAGTgtgtaggctggagctgctte

R-upp-P2 GGCTTTTAATTATTTATTCACTTATTTGGTACCAAAAATCTTATC
GCCGGcatatgaatatectecttag

upp-F ATCCAGGTCAAGCATACATTGTGTTG

upp-R CGATAGCACGGCGCGTCAT

*Las dianas de restriccion aparecen subrayadas. En mindsculas se representan P1 6 P2, las regiones de
homologia de las secuencias que flanquean el gen de resistencia a antibiéticos utilizadas en la obtencién de

mutantes siguiendo el método de Datsenko y Wanner descrito en el apartado 5.1 de esta tesis.

3.3. Digestion y modificacion de los fragmentos de ADN.

Los fragmentos de ADN, procedentes de un plasmido o de una reacciéon de PCR,
se digirieron con las enzimas de restricciéon adecuadas y el correspondiente tampdn de
reaccion suministrado por el fabricante (Roche, New England Biolabs o Fermentas

(enzimas FastDigest)).

Cuando fue necesario realizar digestiones parciales, se tomaron 50 ul de ADN
plasmidico, se afnadieron 10 ul del tampén de reaccidon correspondiente a la enzima y
agua bidestilada hasta un volumen final de 100 ul. La mezcla se dividié en fracciones
alicuotas de 30, 20, 20, 20 y 10 ul, y se afiadié 0,2 U de enzima/ ug al primer tubo con 30
pl. A continuacidn, se pasaron 10 ul de un tubo a otro. La preparacion de las mezclas se
realiz6 en hielo. Todas las muestras se incubaron durante 15 minutos a la temperatura de
accion de la enzima, y finalmente se detuvieron las reacciones con 0,5 pl de EDTA 0,5 M.
Seguidamente se realizd una electroforesis de las muestras en gel de agarosa para

determinar que cantidad de enzima era necesaria para obtener parciales.
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Cuando fue necesario convertir extremos cohesivos en romos se emple6 ADN
polimerasa Klenow (Roche) si se trataba de extensiones en 5' o la ADN polimerasa de T4

(Roche) si eran extensiones 3'.

3.4. Electroforesis de ADN.

La electroforesis de ADN en gel se empled para comprobar la eficiencia de las
extracciones de ADN, determinar el perfil de fragmentos tras la digestion de plasmidos,

estimar la eficacia de la digestién con una endonucleasa, etc.

En general, si el fragmento de interés era superior a 100 pb se utilizaron geles de
agarosa de baja electroendodsmosis, cuya concentracién oscilé entre 0,7 y 2% (p/v)
dependiendo de los tamafios a separar, en tampon TAE 1x. Estos geles se sometieron a
una diferencia de potencial fija de entre 90 y 120 v. Por el contrario, si el fragmento de
interés era inferior a 100 pb se usaron geles verticales no desnaturalizantes de
poliacrilamida (acrilamida: bisacrilamida 29:1) al 8% que permiten resolver fragmentos
de 50-200 pb, en TBE 0,5x. En este caso los geles se sometieron a una corriente fija de 30

mA.

En ambos casos, se utilizé el marcador de peso molecular comercial 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen). Antes de cargar las muestras en el gel, se les anadié tampon de

carga 6x.

Después de la electroforesis, el gel se tifié en una soluciéon de bromuro de etidio a
1 mg/l durante 15 minutos y las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador
de radiacion ultravioleta (Vilbert Lourmat), se fotografiaron y cuantificaron con una

camara acoplada a una impresora de impresion térmica.

Tampoén de carga 6x: azul de bromofenol 0,25% (p/v) , xileno cianol 0,25% (p/v), glicerol
30% (v/v), Tris-HC1 10 mM pH 8 y Na2EDTA 1 mM pHS.
Tampon TAE 1x: Tris-acido acético 40 mM, 10 mM EDTA pH 7,7.

Tampon TBE 0,5x: Tris-acido bérico 45 mM, 1mM EDTA pH 8,3.
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3.5. Aislamiento, purificacion de geles de agarosa y cuantificacion de los

fragmentos de ADN.

Los fragmentos se identificaron mediante visualizaciéon con un transiluminador
de radiacion ultravioleta de baja energia y se aislaron recortando los mismos del gel de
agarosa. A continuacion, se purificaron con el kit GFX (GE Healthcare) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Cuando se necesit6 estimar la cantidad de ADN presente en la muestra se usé
100 ng de ADN del bacteriéfago A digerido con HindIIl como ADN de referencia, o bien,
se cuantificO usando un espectofotémetro NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

3.6. Ligacion de fragmentos de ADN.

La ligacién de los fragmentos, previamente purificados y cuantificados, se realizé
en un volumen final de 10 ul en presencia de 1 unidad de DNA ligasa de T4 (Roche) en
tampon quinasa con ATP 1 mM, si los fragmentos a ligar tenian al menos un extremo
cohesivo, o ATP 0,1 mM si los fragmentos a ligar eran romos, y se incubd al menos 12 h a

16 °C.

Tampoén quinasa: Tris-HC1 0,5 M (pH 7,6), MgCl2 0,1M, DTT 50 mM, 0,5 mg/ml BSA.

3.7. Transformacion de E.coli mediante choque térmico.
3.7.1. Obtencion de células competentes.

Para la transformacién de E. coli DH5a con mezclas de ligacion las células se
hicieron competentes siguiendo el método de Inoue et al.(Inoue et al., 1990), con el que se
consigue una alta frecuencia de transformacién (hasta 10° transformantes por pg de
ADN plasmidico) y permite la conservacion de las células competentes a -80°C. Un
cultivo saturado de DH5a se diluy6 5.000 veces en un litro de LB con 125 ml de SOB (con
Mg) y se incub6 en agitacion (230 rpm) a 18°C durante 48 horas hasta alcanzar una
D.O.s00 de 0,6, momento en el cual se transfirié rdpidamente a hielo donde se mantuvo
durante 10 minutos. Seguidamente, las células se recogieron por centrifugaciéon a 4° a

3.000 rpm durante 10 minutos. El sedimento se resuspendié en 40 ml de TB frio, se
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mantuvo 10 minutos en hielo y se centrifugd a 3.000 rpm a 4° durante 10 minutos. Las
células se resuspendieron en 10 ml de TB frio y se anadi6 DMSO hasta 7% de
concentracion final, gota a gota. Tras incubar 10 minutos en hielo, se hicieron fracciones
alicuotas de 100 ul, que se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Las

células asi preparadas mantienen su competencia durante varios meses.

Medio SOB: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 10 mM, KCl 2,5
mM. Autoclavar. A parte preparar solucion de Mg2 2 M con 1 M de MgCl2y 1 M de
MgSOs vy filtrar. En el momento de usar el SOB, afiadir 10 ml de esta solucién al litro de
medio, para obtener una concentracién final de 20 mM. El pH del SOB final debe ser 6,8-
7.

TB: Pipes 10 mM, CaClz2 15 mM, KC1 250 mM. Ajustar el pH a 6,7 con KOH o HCL. Afadir

MnCl2 55 mM. Esterilizar por filtracion.

3.7.2. Transformacion.

Para la transformacion se mezclaron 50 ul de células competentes con 1 ul de
preparacion de ADN plasmidico 6 10 ul de mezcla de ligacién y se incub6 en hielo
durante 15 minutos. A continuacion, la mezcla se sometié a choque térmico a 42°C
durante 45 segundos, se enfrid en hielo durante 5 minutos y se afiadié 1 ml de LB. La
mezcla se incubd durante 45 minutos a 37°C, se sembraron 100 ul y el resto (centrifugado
y resuspendido en 100 ul de LB) en placas de medio selectivo y se incub¢ toda la noche a

37°C.

3.8. Comprobacion de candidatos.

Para la seleccion de clones positivos se llevaron a cabo reacciones de PCR a partir
de las colonias obtenidas en la transformacion en un volumen final de 25 ul, usando 0,5
unidades de Biotag™ ADN polimerasa, 0,2 uM dNTPs y 0,2 uM de oligonucléotidos .Los
clones positivos obtenidos se comprobaron mediante restriccion, y si el fragmento
clonado provenia de PCR, por secuenciacion. Una vez comprobado, se selecciond un

clon para congelarlo por duplicado en la coleccion de estirpes del laboratorio.
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3.9. Secuenciacion de ADN y andlisis de las secuencias.

Las reacciones de secuenciacion para confirmar posibles mutaciones o ausencia
de ellas en el ADN clonado fueron llevadas a cabo por la empresa Secugen (Madrid),
usando como molde productos de PCR o preparaciones de ADN plasmidico. El analisis
de las secuencias obtenidas se realiz6 empleando las herramientas del paquete BLAST
disponible en la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4. METODOS DE TRANSFERENCIA GENETICA EN S. Typhimurium.

4.1. Electrotransformacion de S. Typhimurium con ADN plasmidico.
4.1.1. Preparacion de células competentes.

Para la preparacion de células electrocompetentes de S. Typhimurium se diluyd
un cultivo saturado 50 veces en 5 ml de LB y se incubd a 37°C en agitacion (180 rpm)
hasta alcanzar una D.O.co0 de 0,6. Las células se recogieron por centrifugacién a 4.000
rpm durante 15 minutos. A continuacidn, se resuspendieron en 1,5 ml de glicerol al 10%
frio y estéril, y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 minuto a 4°C. Seguidamente, se
repitid el proceso resuspendiendo las células en 1 ml de glicerol frio y estéril al 10%. Tras
su centrifugacion, se resuspendieron en 500 wl de glicerol frio y estéril al 10%.
Finalmente las células se recogieron en un ultimo paso de centrifugacion, se
concentraron en 100 ul de glicerol frio y estéril al 10% y se incubaron en hielo hasta su

uso.

4.1.2. Electroporacion.

Para la electroporacion se mezclaron 40 ul de células electrocompetentes con 1-2
ul (50-100 ng totales) de ADN plasmidico libre de sales. La mezcla se transfirié a una
cubeta de electroporacion con una distancia entre los electrodos de 2 mm, previamente
enfriada, y se someti6 a una diferencia de potencial de 2,5 kV, 25 uF y 200 Q ( programa
Ec2 ) en un electroporador Micropulser ™ (Bio-Rad). Inmediatamente después del pulso,

las células se diluyeron en 1 ml de LB y se incubaron durante 60 minutos a 37°C. Tras la
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incubacion se sembraron 100 ul y el resto (centrifugado y resuspendido en 100 ul de LB)

en placas de medio selectivo y se incubaron toda la noche a 37°C.

4.2. Transduccion con el bacteriéfago P22.

Para introducir mutaciones en las estirpes de Salmonella por recombinacién
homologa, se utilizé el bacteridfago P22 HT105/1 int201 (Schmieger, 1972). Este fago
presenta una alta frecuencia de transduccion debido a la mutaciéon HT105 que hace que
la nucleasa viral sea menos especifica por los sitios pac (sitios de empaquetamiento del
ADN). El alelo int-201 previene la integraciéon del ADN del fago en el cromosoma

bacteriano, impidiendo la formacion de lisdgenos estables.

4.2.1. Preparacion de los lisados de P22.

A 1 ml de un cultivo saturado de la estirpe donadora se le anadieron 4 ml de
caldo de P22, y se incub6 de 8 a 16 horas en agitacion (180 rpm) a 37°C. Posteriormente
para eliminar las células y los restos celulares, la mezcla se centrifugé a 4.400 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante, donde se encuentran las particulas fagicas, se
recogio en un tubo con rosca. Para eliminar las células que atn quedasen en el
sobrenadante y que podrian contaminar el lisado, se afadieron unas gotas de cloroformo
y se agitd vigorosamente en un vortex. El cloroformo se dejoé decantar durante toda la
noche a temperatura ambiente y después el lisado se guard¢ a 4°C hasta su uso. En estas

condiciones, los lisados son estables durante meses o anos.

Caldo de P22: 100 ml de NB estéril, 2 ml de Ex50, 500 ul glucosa 50% y 100 ul de un lisado
de P22 HT 105/1 int201.

Medio NB: 13 g/l de NB (Nutrient Broth). Autoclavar.

4.2.2. Transduccion.

Se mezclaron 100 ul de un cultivo saturado de la estirpe receptora con 25 ul del
lisado de la estirpe donadora y se incub¢, sin agitacion, 30 minutos a 37°C. Tras la
incubacién, se sembrd en placas de medio selectivo. Paralelamente, se sembraron el
lisado y la estirpe receptora para comprobar que no habia crecimiento en ningun caso.

Las placas se incubaron a 37°C toda la noche.
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4.2.3. Eliminacion de pseudolisdgenos.

Los transductantes, ademas de haber recibido el marcador seleccionado, pueden
haber sido infectados por P22. Por tanto, pueden ser pseudoliségenos (al impedir la
integracion, la mutacion int dificulta o retrasa la formacion de lisogenos verdaderos).
Con el tiempo los pseudolisdgenos se hacen resistentes o inmunes a nuevas infecciones
por P22 y a partir de ese momento no pueden ser lisados ni transducidos. De ahi que
convenga eliminar los pseudolisogenos si la estirpe ha de ser usada en posteriores
experimentos de transduccion. Para ello, se aislaron colonias del transductante en placas
EBU (con antibioticos, si es necesario) que se incubaron a 37°C toda la noche. En estas
placas las colonias con pseudolisdgenos son de un color verde oscuro y las colonias
libres de P22 son claras. La diferencia de color se debe a la existencia de lisis en las

colonias de pseudoliségenos que acidifica la colonia y hace virar el compuesto indicador.

Generalmente se necesitaron dos siembras sucesivas en placas EBU para detectar
aislados libres de fagos. Dichos aislados se forman por segregacion espontanea de
células libres de profago (ADN del bacteriéfago). Se consideré que un transductante
estaba "limpio" cuando en el aislamiento correspondiente no aparecidé ninguna colonia

de color verde oscuro.

Medio EBU: 100 ml de LB agar, glucosa 0,25% (p/v), K2HPOas 0,25% (p/v), azul de Evans

0,0125 g/1, Uranina 0,0250 g/I. Anadir antibidtico si es necesario.

4.2.4. Comprobacion de transductantes libres de lis6genos.

En las placas EBU, los aislados de color claro pueden ser lisogenos en los que no
se esta produciendo lisis. Estos aislados son resistentes a P22 y pueden ser confundidos
con aislados libres de fagos, ello hace aconsejable disponer de un ensayo alternativo para
determinar si una estirpe es sensible a P22. Con este objeto se us6 el mutante virulento

H5 que es incapaz de entrar en lisogenia porque tiene una mutacién en el represor c2.

Sobre una placa de LB o EBU se realiz6 una estria de un lisado de H5 y se dejo
secar. Posteriormente se cruzaron perpendicularmente a la estria de H5, estrias de las
estirpes a ensayar, asi como una estria de una estirpe indicadora (sensible a P22) como

control. La placa se incubd durante 12 horas a 37°C. Las estirpes libres de lisdgenos son
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sensibles a la infeccion presentando sélo crecimiento hasta la estria de H5, mientras que

las resistentes a una nueva infeccion crecen cruzando la estria.

5. CONSTRUCCION DE ESTIRPES.
5.1. Inactivacion de genes cromosdmicos utilizando productos de PCR.

Para la construccion de mutantes de delecion en Salmonella se utilizé el método
descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000). Este procedimiento esta
basado en el sistema de recombinacién Red del fago A. Una de las razones por las que E.
coli o Salmonella no son transformables con ADN lineal es la presencia de exonucleasas
intracelulares que lo degradan. El sistema Red del fago A incluye los genes y, fy exo que
especifican las proteinas Gam, Bet y Exo, respectivamente. Gam inhibe la exonucleasa V
del hospedador permitiendo el acceso de Bet y Exo a los extremos de ADN para

promover la recombinacion.

La estrategia basica consiste en reemplazar una secuencia cromosomica (el gen B
en la Figura 10) por un gen de resistencia a antibidtico seleccionable, que es generado
por PCR usando cebadores que contienen 50 nucle6tidos de homologia con la secuencia
que queremos reemplazar (H1 y H2 en la Figura 10). La recombinacion es llevada a cabo
por el sistema Red del fago A, expresado desde un promotor inducible en un plasmido
de bajo numero de copias y termosensible (pKD46). Tras la seleccion, el gen de
resistencia puede eliminarse usando otro plasmido (pCP20) que expresa la recombinasa
FLP del plasmido de 2 p de Saccharomyces cerevisiae. El sistema FLP acttia en las
repeticiones directas FRT (ELP recognition target) que flanquean la secuencia (Figura 10).
Los plasmidos que contienen los sistemas Red y FLP son termosensibles y pueden

curarse facilmente mediante crecimiento a 37°C.
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Paso 1. Amplificacién por PCR del gen de resistencia a antibidtico flanqueado por las

secuencias FRT 5
‘}PlFRT FRT
Resistencia a antibidtico

7 7z I////

p2 \%

Paso 2. Transformacién de la estirpe que expresa la recombinasa Red
_H1 H2.

Gen A Gen B GenC

Paso 3. Seleccion de transformantes resistentes al antibiotico
FRT

ReSlStenCla a antlb|0t|c0
Gen A V] I// GenC

Paso 4. Eliminacion del gen de resistencia a antibidtico usando el sistema FLP
FRT

Gen A ‘W Gen C

Figura 10. Esquema del proceso de inactivacion de genes mediante productos de PCR. H1 y
H2 indican regiones de homologia de las secuencias flanqueantes del gen a delecionar. P1 y P2
son las regiones de homologia de las secuencias que flanquean el gen de resistencia a
antibioticos. Figura adaptada de Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000).

5.1.1. Preparacion del ADN para la sustitucion.

Los plasmidos usados como molde en las reacciones de PCR fueron pKD3 (CmF)
o pKD4 (Kanr). Los oligonucledtidos utilizados como cebadores se disefiaron de forma
que el gen de resistencia quedara en sentido contrario al gen objeto de la delecion. Estos
oligonucleodtidos contenian, en su extremo 5’, 50 nucleétidos de homologia con la regién
flanqueante del gen a delecionar y 20 nucledtidos de homologia con pKD3 y pKD4. Los

oligonucleotidos utilizados se detallan en la Tabla 4.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo a una temperatura de hibridacién de
56°C y 2 minutos de sintesis a 72°C usando la enzima Taq Expand™ High Fidelity Plus
(Roche Diagnostics GmbH). El producto de PCR fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa y la banda correspondiente a la secuencia amplificada fue purificada mediante
el kit comercial GFX™ PCR DNA (GE Healthcare) eluyendo en el tampdn Tris-HCl

suministrado en el kit. A continuacidn, para eliminar el ADN molde utilizado en la PCR,
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el ADN purificado se digirié con Dpnl que reconoce selectivamente el ADN metilado, y

se purific de nuevo eluyendo en agua bidestilada.

5.1.2. Transformacion de los receptores.

Se prepararon células electrocompetentes de la estirpe receptora S. Typhimurium
14028 portando el plasmido pKD46, que expresa el sistema A Red bajo el control del
promotor de araB inducible por arabinosa. Para la obtencion de células
electrocompetentes, indculos cultivados a 30°C en LB con ampicilina se diluyeron 1:100
en 50 ml de SOB (sin magnesio) suplementado con ampicilina 100 ug/ml y L-arabinosa
1mM, y se incubaron a 30°C hasta alcanzar una D.O.s00 de 0,8-0,9. Las células fueron
recogidas por centrifugacion durante 15 minutos a 4.000 rpm en una ultracentrifuga a
4°C y se resuspendieron en 20 ml de glicerol al 10% frio y estéril. Posteriormente se
centrifugd de nuevo 15 minutos a 4.000 rpm a 4°C y se resuspendid en 10 ml de glicerol
al 10% frio. Tras una nueva centrifugacion, se resuspendié en 5 ml de glicerol al 10% frio.
Las células se centrifugaron por ultima vez y se resuspendieron en 500 ul de glicerol frio

al 10%.

Fracciones alicuotas de 100 ul de células electrocompetentes se electroporaron
con 10 ul (1-1,5 ug totales) de ADN purificado tras la digestion con Dpnl. Tras el pulso
eléctrico a 2,5 kV, las células se resuspendieron en 1 ml de LB y se incubaron a 37°C
durante 90 minutos. Tras la incubacion, las células se recogieron por centrifugacion y se
sembrd la mitad en medio selectivo (LB agar suplementado con kanamicina o
cloranfenicol) a 37°C. El resto se dejo a temperatura ambiente y en caso de no obtener

ningun transformante resistente a antibidtico, se sembro tras 24 horas de incubacion.

5.1.3. Comprobacion de candidatos.

Las colonias obtenidas se segregaron en medio solido LB+Kan o LB+Cm, y
LB+Ap y se incubaron a 37°C. Tras 24 horas, se seleccionaron aquellas colonias sensibles
a ampicilina, que habian perdido pKD46, y resistentes al antibidético Kan o Cm. La
inserciéon del gen de resistencia en el gen que queriamos delecionar se comprobd
mediante PCR con distintas parejas de oligonucleétidos (Tabla 4) y fenotipicamente en

los mutantes aroA, purD y upp.
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La comprobacion fenotipica de los mutantes se realizo en placas de medio
minimo Ex1 suplementado con aromix en el caso de los mutantes aroA, con 366,5 uM de
adenina hemisulfato para los mutantes purD y con 2 ug/ml de 5-FU en el caso de los

mutantes upp.

5.2. Construccion de estirpes.

Una vez delecionado el gen de interés, la mutacion fue introducida en los fondos
genéticos apropiados mediante transduccion con P22 y seleccion de la resistencia a
antibidtico. Siempre que fue posible se comprobd que el transductante presentaba el

fenotipo adecuado.

5.3. Escision del gen de resistencia a antibidtico.

La eliminaciéon del gen de resistencia de los hospedadores se realizo
transduciendo el plasmido pCP20 con P22 HT. La transduccion se incubd 30 minutos a
30°C y se sembro6 en LB con ampicilina. Para eliminar el plasmido pCP20, las limpiezas
de fagos se llevaron a cabo en placas EBU sin antibidtico incubadas a 37°C. Una vez que
los candidatos estuvieron limpios de fagos, la pérdida de la resistencia a antibidticos se
detect6 sembrando en placas de LB+Ap y LB+Cm o LB+Kan, segtin cada caso. La escision

del casete de resistencia se comprobd mediante PCR con los cebadores externos.

6. ANALISIS DE PROTEINAS.
6.1. Obtencion extractos totales de cultivos bacterianos.
6.1.1. Produccion de proteinas inducida por salicilato sédico.

Para analizar la producciéon de proteinas utilizando el sistema en cascada
inducible por salicilato sddico, se diluyeron los in6culos saturados de las estirpes
transformadas con los pladsmidos de interés hasta D.O.e00 de 0,1 en LB ampicilina y se
incubaron a 37°C durante 1 hora en agitacion (180 rpm). Tras la incubacion, cada cultivo
se repartié equitativamente en dos matraces, ahadiendo a uno de ellos salicilato sédico a

una concentracién final de 2 mM (cultivos inducidos). Ambos cultivos, inducidos y no
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inducidos, se incubaron durante 4 horas a 37°C en agitaciéon y se midié la D.O.s00

alcanzada.

6.1.2. Obtencion de extractos totales.

Un volumen de 1 ml de células fue recogido por centrifugaciéon durante 5
minutos a 13.000 rpm. El sedimento obtenido se lavé con tampdn fosfato 1x, se
centrifugd otros 5 minutos a 13.000 rpm y se resuspendi6 en 25 ul de agua por cada
unidad de D.O.s00 de cultivo. A esto se le afadio igual volumen de tampdn de carga 2x,
se hirvié 10 minutos y se centrifugé durante 10 minutos a 13.000 rpm para eliminar los
restos celulares. Se utilizaron normalmente de 1,5-3 ul del sobrenadante para visualizar

las proteinas en gel.

Tampon de carga 2x: Tris-HCl 160 mM pH 8, glicerol 20% (v/v), SDS 4%, azul de
bromofenol 0,1%, f-mercaptoetanol 10% (v/v).
Tampoén fosfato 50x: 302,5 g/l Na2HPOs 12H20 y 50 g/l KH2POs. Disolver con calor.

Autoclavar.

6.2. Lisis de células eucarioticas infectadas.

6.2.1. Obtencion de extractos totales.

Entre 5 y 6 millones de células no infectadas (control) e infectadas a una m.o.i de
1:250, se recogieron después de 24- 48 horas de inducciéon con salicilato sédico. Antes de
tratar con tripsina 1x-1 mM EDTA, se recogid el medio con las células flotantes. Después
de neutralizar la reaccién con el medio recogido anteriormente, las células se
centrifugaron a 2.000 rpm durante 5 minutos y se lavaron 2 veces con PBS 1x estéril a

4°C. El precipitado celular se guardo a -20°C hasta su lisis.

La lisis de las células se realizé usando el tampon urea (100 ul / 5-10° células)
incubando 30 minutos en hielo, agitando con el voértex cada 3 minutos. A continuacion,
los extractos se centrifugaron a 4°C durante 10-20 minutos a 13.000 rpm y el

sobrenadante se almacenod a -20°C hasta su uso.

Tampoén urea: Urea 7M, Tiourea 2M y CHAPS 4%. Antes de usar se le anade DTT 40
mM y 1 ul por cada 100 pl de tampdn de lisis de un céctel de inhibidores de proteasas

(Protease-Inhibitor MixM, SERVA Electrophoresis).

60



Materiales y Métodos

6.2.2. Extraccidon de proteinas citoplasmaticas.

Para la extraccion de proteinas citoplasmaticas de células eucarioticas infectadas
con Salmonella sin afectar a la fraccion bacteriana se utiliz6 un tampdn de lisis mas suave.
Aproximadamente se recogieron unos 6-10° de células infectadas por tripsinizacién y
centrifugacion a 1.000 rpm durante 10 minutos. Tras 2 lavados con PBS 1x, el precipitado
celular se resuspendi6 en 100 ul de tampodn de lisis (Senatus et al., 2006) y se incub6 en
hielo durante 30 minutos, invirtiendo la muestra cada cierto tiempo. El lisado se
centrifugd a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos y el sobrenadante (proteinas
citoplasmaticas) fue transferido a un tubo nuevo. La fraccion restante (restos celulares y
bacterias) se lavd con PBS 1x, se lisé con 100 pl de tampon de lisis hirviendo la muestra a
100°C durante 10 minutos y se centrifugd 10 minutos a 13.000 rpm para eliminar los

restos celulares.

Tampon de lisis: 20 mM Tris HCI (pH 7,6), 1 mM EDTA (pH 8), 150 mM NaCl, 1 %
Tritén X-100 y 1 pl por cada 100 pl de tampdn de lisis de un coctel de inhibidores de

proteasas (Protease-Inhibitor MixM, SERVA Electrophoresis).

6.3. Cuantificacion de proteinas.

La concentraciéon de proteinas bacterianas se determindé usando un método
basado en el descrito por Bradford (Bradford, 1976) utilizando el reactivo de Bio-Rad

Protein Assay (Bio-Rad).

Para la cuantificacion de muestras lisadas con tampon Urea se utilizé el kit RC
DC Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para las muestras
lisadas con tampon de lisis se usé el protocolo de la BCA (Sigma-Aldrich) o el kit RC DC

Protein Assay (Bio-Rad) indistintamente.

En todos los casos se utilizo como patron la seroalbimina bovina (BSA).

6.4. Electroforesis de proteinas.

Las proteinas se separaron por su peso molecular mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS 0,1% (p/v) (SDS-PAGE) segun el método

descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Los geles de poliacrilamida-SDS discontinuos
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consistian en una zona de empaquetamiento de 1 cm de longitud y una zona de
separacion de unos 5 cm. Se usaron geles de separacion al 7.5, 10, 12 6 15% de
acrilamida, segtn el tamano de las proteinas a separar, con un gel de empaquetamiento

al 4%.

Las muestras se mantuvieron en hielo en todo momento y antes de someterlas a
electroforesis se les afiadié tampdn de carga 2x, se hirvieron durante 10 minutos y se

centrifugaron a 4°C a 13.000 rpm durante 10 minutos.

Como marcador de peso molecular se us6 el marcador B Ready Gel Bands (Bio-
Rad) o el marcador pretehido Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo-
Scientific) dependiendo del uso posterior del gel. La electroforesis se realizé en Tank
Buffer 1x a una intensidad de corriente de 30 mA, usando el equipo Mini Protean®III

(Bio-Rad).

Gel de empaquetamiento: Tris-HCI 125 mM (pH 6,8), SDS 0.1% (p/v),
acrilamida:bisacrilamida 40% (37,5:1) al 4,5% (p/v), persulfato amodnico 0,1% (p/v),
TEMED 0,1% (v/v).

Gel de separacion: Tris-HCI 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1% (p/v), acrilamida:bisacrilamida
40% (37,5:1) al 7,5%-15%, persulfato amoénico 0,05% (p/v), TEMED 0,075%.

Tank buffer 1x: Trizma base 25mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v). No autoclavar.
Tampon de carga 2x: Tris-HCl 160 mM pH 8, glicerol 20% (v/v), SDS 4%, azul de

bromofenol 0,1%, f-mercaptoetanol 10% (v/v).

6.5. Tincion de geles.

El gel se lavo 2 veces con agua destilada durante 10 minutos, se tifd con EZBlue
Gel Staining Reagent (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos y después se lavo con agua
destilada hasta que las bandas correspondientes a las proteinas tefiidas se visualizaron

claramente.

Para conservar el gel una vez destefido, tras escanearlo, se seco en un secador de

gel Hoefer TM Slab Gel Dryer CD 2000 (GE Healthcare) durante 1 h a 80°C.
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6.6. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot.
6.6.1.Transferencia de proteinas a membranas de PVDF.

Las proteinas sometidas a SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de PVDF
(Amersham Hybond™-P, GE Healthcare), previamente activada en metanol durante 10
segundos y lavada con agua destilada durante 5 minutos, usando un sistema de
transferencia himeda (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad). El gel se
puso en contacto con la membrana, y el conjunto se roded con papel Whatman 2MM.
Todos estos componentes se equilibraron durante un minimo de 15 minutos en tampdn
de transferencia antes de ser introducidos en el tanque de electroforesis. La transferencia

se realizd a 100 V durante 1 hora.

La transferencia se puede comprobar opcionalmente mediante la tinciéon de la
membrana, previamente lavada 2 veces con agua destilada, con rojo Ponceau durante 5
minutos en agitacion suave y un lavado posterior con agua destilada hasta que se

visualicen las bandas.

Tampoén de transferencia: 100 ml de Tank buffer 5x, 200 ml de metanol y 700 ml de agua
destilada.
Tank buffer 5x: Trizma base 0,125 M, glicina 0,96 M y SDS 0,5% (p/v). No autoclavar.

Rojo Ponceau: 0,5% p/v en 1% acido acético.

6.6.2. Immunoblot.

Después de la transferencia, la membrana se lavd 3 veces con TTBS 1x durante 5
minutos y se saturé con tampon de bloqueo a temperatura ambiente en agitacion suave
durante 2 horas (o toda la noche a 4°C). Después, se incubd con el anticuerpo primario
diluido adecuadamente en el tampdén de bloqueo durante 2 horas a temperatura
ambiente (o toda la noche a 4°C). A continuacion se realizaron 4 lavados de 10-15
minutos cada uno con TTBS 1x y posteriormente, la membrana se incubd con el
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa durante un tiempo maximo de 2 horas en
agitacion a temperatura ambiente. Tras la incubacion, se realizaron 4 lavados de 10-15
minutos cada uno con TTBS 1x. Finalmente, se realizd la reaccion de deteccién de la
peroxidasa de rabano (HRP) usando SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate

(Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando fue necesario
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cuantificar dicha sefial las peliculas reveladas se digitalizaron con un escaner Typhoon

9410 y se analizaron con el programa informatico ImageQuant (Amersham).

Los anticuerpos primarios y secundarios usados en esta tesis se presentan en la

Tabla 5.

TBS 10x: 150 ml de Tris 1 M, 800 ml de NaCl 2,5 M y 50 ml de agua bidestilada. No

autoclavar.

TTBS 1x: Tween-20 al 0,05% (v/v) en TBS 1x.

Tampon de bloqueo: 5% (p/v) de leche en polvo en TTBS 1x.

6.6.3. Anticuerpos empleados.

Los anticuerpos empleados en este trabajo, sus usos y diluciones, se recogen en la

Tabla 5.

Tabla 5. Anticuerpos.

Anticuerpos Tipo Origen Uso y dilucion
Primario, monoclonal,
Anti- DnaK Assay designs WB 1: 5.000
raton
Primario, monoclonal, IF 1:1.000
Anti-HA.11 Covance
raton WB 1: 5.000
Primario, policlonal, Cell Signalling
Anti-PARP WB 1: 1.000
conejo #9542
Primario, policlonal, Cell Signalling
Anti-caspasa-3 ) WB 1: 500
conejo #9662
Anti-caspasa-3 Primario, monoclonal, Cell Signalling
WB 1: 500
procesada (Aspl75) conejo #9664
Primario, policlonal, Cell Signalling
Anti-caspasa-7 ) WB 1: 1.000
conejo #9492
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Anti-a-tubulina Primario, monoclonal,
Calbiochem WB 1: 5.000-1: 10.000
mAb (DM1A) raton
Alexa Fluor 555
goat anti-mouse Secundario Invitrogen IF 1: 300
IgG (H+L)
IgG peroxidasa Sigma-Aldrich
Secundario WB 1: 5.000
anti-raton (A9044)
IgG peroxidase Sigma-Aldrich
Secundario WB 1: 5.000
anti-conejo (A8275)

WB: Western Blot. IF: Inmunofluorescencia

7. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA. ENSAYOS DE ACTIVIDAD -
GALACTOSIDASA.

Indculos cultivados durante toda la noche en LB con ampicilina se diluyeron 50
veces en el mismo medio y se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O.c0 de 0,2-0,3 antes
de inducir con 2 mM de salicilato s6dico. Cuando fue necesario potenciar la actividad
antiterminadora de NasR e incrementar la expresion de lacZ, en los casos en los que el
atenuador nasF estaba presente, se afiadié ademas 0,2 g/l de nitrato de sodio. Los
cultivos se incubaron a 37°C en agitacidon a 180 rpm durante 3 horas antes de ensayar la

actividad (-galactosidasa.

Los ensayos de 3-galactosidasa de las fusiones a lacZ se realizaron siguiendo el
método descrito por Miller (Miller, 1972) con algunas modificaciones. Un volumen de
100 ul del cultivo (o una diluciéon del mismo, si se preveian actividades muy altas) se
mezclé en hielo con 655 ul de tampdn Z con -mercaptoetanol recién anadido, 30 pl de
cloroformo y 15 ul de SDS 0,1% (p/v). La mezcla se homogeneiz6 con el vortex y se
incubd durante 2 minutos en un bafo a 30°C. A continuacion, se afiadieron 200 ul de una
solucion de ONPG (o-nitrofenil galactopirandsido 4mg/ml en tampdn Z), se agitd en el
vortex y se incubd a 30°C hasta observar un color amarillo en las muestras, momento en

el que se afiadieron 500 pl de Na:COs 1M para detener la reaccién y se colocaron en
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hielo. Las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 minutos para separar el
cloroformo y se midi6 la absorbancia a 420 nm de la fase acuosa en un

espectrofotometro.

Tampon Z: Na2HPO: 60 mM, NaH2PO+-H20 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4+7H20 1 mM. El
pH debe estar a 7. No autoclavar. Afladir 3-mercaptoetanol 0,27% (v/v) en el momento de

usar.

La actividad p-galactosidasa de cada muestra en unidades Miller se calculd

aplicando la siguiente férmula:

A420

— - 1000
V * D0600 -t

Actividad B — galactosidasa (Unidades Miller) =

Donde Ao es la absorbancia a 420 nm, V es el volumen de cultivo usado en el
ensayo en ml (normalmente 0,1 ml), DOsw es la densidad dptica del cultivo en el
momento de comenzar el ensayo y t es el tiempo de reaccién en minutos. En todos los
casos se realizaron tres réplicas independientes, mostrando los valores medios y la

desviacion estandar entre dichas réplicas.

8. ANALISIS DE PRODUCCION Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
CITOSINA DEAMINASA.

8.1. Test de sensibilidad a 5-fluorouracilo.

Tras la incubacion de los cultivos inducidos y no inducidos (apartado 6.1)
durante 4 h se recogié 1 ml de cada cultivo, se centrifugd durante 1 minuto a 13.000 rpm
y el sedimento se resuspendié en 1 ml de tampon fosfato 1x. Este paso se repitié una
segunda vez, se hicieron diluciones hasta 10* en tampon fosfato y se sembraron 10 ul de
cada una de las diluciones en placas de medio minimo Ex1 con ampicilinay 0.5, 1, 1.5, 3
6 5 uM de concentracion final de 5-fluorocitosina. La preparacion de las placas y del
stock 1 mM de 5-FC se describen en el apartado 2. Las placas se incubaron a 37°C

durante 24 horas y tras este tiempo, se escanearon.
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8.2. Ensayos de actividad citosina deaminasa.
8.2.1. Recogida de muestras, rotura y cuantificacion de los extractos.

Tras la incubacion de los cultivos inducidos y no inducidos durante 4 h (apartado
6.1), se recogieron 55 ml de cada cultivo por centrifugacion a 4°C y 4.000 rpm durante 15
minutos. El sedimento se resuspendié en 10 ml de PBS 1x frio y se centrifug6 a 4°C a
4.000 rpm durante 15 minutos. Se eliminé el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 1 ml de PBS 1x frio y se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos a
13.000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y las células se guardaron a -20°C hasta su

rotura.

La extraccion de proteinas se realizd mediante rotura mecdnica. Para ello, las
células se resuspendieron en 750 ul de PBS 1x a 4°C en microtubos con tampoén de rosca
(SARSTEDT, Alemania) con aproximadamente el equivalente a 250 wl de Glass Beads
(425-600 um, Sigma-Aldrich) y se sometio a 4 pulsos de 30 segundos a velocidad 6 en un
Ribolyser Hybaid con intervalos de 2 minutos en hielo. Seguidamente, las muestras se
centrifugaron a 4°C a 13.000 rpm durante 30 minutos y el sobrenadante se transfirid a un

tubo nuevo.

Tras la cuantificacién proteica, todos los extractos fueron diluidos hasta una

concentracion final de 0,5 ug de proteinas/ul.

8.2.2. Ensayo de actividad citosina deaminasa.

La actividad citosina deaminasa se determind midiendo la desaparicion del
sustrato 5-FC en un espectrofotometro UV-Visible Shimadzu (Kyoto, Japon) equipado
con un termostato, utilizando cubetas de cuarzo de 10 mm de longitud de paso de luz.
Para ello se prepararon 2 muestras directamente en las cubetas de cuarzo con 100 ug de
cada extracto en 1 ml de PBS 1x frio, y tras homogeneizar la mezcla y hacer blanco, a una
de las muestras se le afiadié 0,3 mM de 5-FC. Inmediatamente tras invertir la muestra
varias veces se realizd una cinética a una longitud de onda (A) de 290 nm y una
temperatura de 37°C, midiendo cada segundo durante 5 minutos. Los datos fueron

adquiridos y analizados con el programa UvpProbe.
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8.2.3. Calculo de la actividad citosina deaminasa de los extractos.

La concentracion relativa de la proteina citosina deaminasa en el extracto se

calcul6 aplicando la Ley de Lambert-Beer:
A=¢-L-C

Donde A es la absorbancia; ¢, el coeficiente de extinciéon molar; L, la longitud del

paso de luz y C, la concentracién de la proteina.

En nuestro caso, la absorbancia era el valor absoluto de la diferencia de la
absorbancia en un minuto con respecto a la absorbancia registrada en el minuto anterior;
la longitud del paso de luz (L), 1 cm, y el coeficiente de extincion molar del sustrato 5-
FC, 3,1586 mM cm™. Este coeficiente se determind midiendo las absorbancias a 290 nm
de muestras a distintas concentraciones de 5-FC (0,05-0,350 mM) en un volumen final de
1 ml en PBS 1x a 4°C. El coeficiente de extincion molar del sustrato 5-FC es el valor de la
pendiente de la recta de calibrado obtenida al representar absorbancia frente a

concentracion (mM).

A partir de la concentracion de proteina obtenida se calculd la actividad de
citosina deaminasa en el extracto ((umoles/minuto)/ mg de proteina total). Se realizaron
tres réplicas independientes del experimento, se calcularon las medias y las desviaciones

estandar y se representaron graficamente.

9. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR.
9.1. Infecciones de células tumorales con S. Typhimurium.

Los ensayos de infeccién se realizaron siguiendo el método descrito por Beuzon
et al. (Beuzon et al., 2000) con algunas modificaciones. Las células se sembraron en placas
de 24 pocillos (Nunc) a una densidad de 10°células por pocillo (70.000 células en el caso
de MCEF-7) 19 horas antes de la infeccién y se incubaron a 37°C y 5% de CO:z en medio
DMEM con antibidticos. Las bacterias (S. Typhimurium) se incubaron a 37°C en
agitacion (180 rpm) en LB con antibidtico, normalmente ampicilina (100 pg/ml), cuando
fue necesario. Tras 16 horas, los cultivos se diluyeron 1:33 en medio LB suplementado

con el antibidtico correspondiente y se incubaron durante 3,5 horas en las mismas

68



Materiales y Métodos

condiciones. Unos 15-30 minutos antes de la infeccidn, las células se lavaron 2 veces con
PBS 1x y se equilibraron con EBSS (Earle’s balanced salt solution, E2888 Sigma-Aldrich).
Transcurrido ese tiempo, se afiadieron las bacterias a una multiplicidad de infeccién
(m.o.i) de 1:50-1:250 (50-250 bacterias por célula eucariota) para que se produjera la
infeccion durante 15 minutos a 37°C y 5% COz. Seguidamente, las células se lavaron 2
veces con PBS 1x y se incubaron en medio DMEM suplementado con 100 ug/ml de
gentamicina (PAA laboratorios) para eliminar las bacterias extracelulares. Tras 1 hora de
incubacion, la concentracion de gentamicina se redujo a 16 ug/ml y se afiadié 2 mM de
salicilato sédico cuando fue necesario para inducir la expresion de la proteina de interés.

Las células se mantuvieron en este medio a 37°C y 5% CO:zdurante 3-24 h.

Todos los cambios de medio se realizaron lavando las células 2 veces con PBS 1x.
Para experimentos largos de mas de 24 horas se ajustd el nimero de células teniendo en

cuenta el tiempo de divisién de cada linea celular.

9.1.1. Condiciones de infeccion para mutantes ApurD.

Cuando utilizamos mutantes ApurD, al medio DMEM con 100 pg/ml de
gentamicina se le afiadié 366 uM de adenina hemisulfato (concentracién normal de
adenina). Después de 1 hora de incubaciéon el medio se sustituyé por DMEM con una
concentracion normal de adenina, 16 pg/ml de gentamicina y 2 mM de salicilato sédico,
permitiendo a la bacteria proliferar y producir la proteina de interés. Una hora después
se redujo la concentraciéon de adenina 40 veces para evitar la producciéon de otras
proteinas bacterianas que inducen la muerte celular. Las células se mantuvieron en este
medio (DMEM con salicilato sédico 2 mM, 16 ug/ml de gentamicina y 9,15 uM de
adenina hemisulfato) hasta su analisis.Todos los cambios de medio se realizaron lavando

previamente las células 2 veces con PBS 1x.

9.2. Ensayo de invasion y replicacion intracelular.

Distintas lineas tumorales (10° células /pocillo) se infectaron con S. Typhimurium
a una m.o.i de 1:100 como se ha descrito en el apartado 9.1. 3 horas después de la
induccidn con salicilato sddico, las células se lavaron 2 veces con PBS 1x y se trataron con

tripsina durante 5-10 minutos (segun la linea celular) a 37°C. La reaccion se neutralizo6
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con 1 ml de DMEM vy las células se recogieron por centrifugacion a 1.000 rpm durante 10
minutos. El precipitado celular se resuspendié en 400 ul de PBS 1x y se analizaron 10.000
eventos (R1) en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ USA) usando el programa CellQuest. Se realizaron tres réplicas técnicas y tres
réplicas bioldgicas independientes de cada muestra. Se seleccion6 la poblacion de células
infectadas (GFP positivas) con respecto al control no infectado y se obtuvieron los
porcentajes de células infectadas con respecto al total de células analizadas. Se calcularon
las medias y las desviaciones estdndar y se representaron los porcentajes de invasion-

replicacién intracelular obtenidos para cada linea tumoral.

9.3. Microscopia de fluorescencia.
9.3.1. Tincién de los filamentos de actina.

Se sembraron 25.000 células/cm? en cubres depositados en el fondo de los
pocillos, previamente lavados con etanol 70% durante 5 minutos y aclarados con agua
bidestilada otros 5 minutos. Tras realizar la infecciéon como se ha descrito anteriormente
en el apartado 9.1, los cubres se lavaron 2 veces con PBS 1x y las células se fijaron con 3,7
% de formaldehido en PBS 1x durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras retirar el
formaldehido, las células se lavaron 2 veces con PBS 1x y se permeabilizaron con 0,1% de
Tritén X-100 en PBS 1x durante 10 minutos. A continuacidn, se lavaron las células y se
incubaron en PBS 1x conteniendo 1:1000 de Hoechst 1 mg/ml (bisbenzimida 33258) para
tefiir los nucleos de las células y 1:100 de faloidina marcada con rodamina (R415
Molecular Probes 300 U) para tefir los filamentos de actina. La incubacién se realizé a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos. Las células se lavaron 3 veces
con PBS 1x, y los cubres se montaron en un portaobjeto en medio de montaje y se

sellaron con esmalte de unas.

En el caso de células como las PANC-1 en las que una gran parte de la poblacion
se levanto tras el tratamiento se utilizaron cubres con poli-I-lisina. Para ello, se recogié el
medio (células flotantes) y se tratd el resto de las células infectadas con tripsina 1x- 1 mM
de EDTA que fueron neutralizadas con el medio recogido anteriormente. A continuacion

se centrifugd a 4°C a 2.000 rpm durante 5 minutos y tras la eliminacion del sobrenadante
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las células se resuspendieron en 100 pl de PBS 1x y se depositaron sobre los cubres
tratados con poli-l-lisina. Para permitir la adherencia de estas células al cubre, las
muestras se dejaron en reposo 30 minutos en el incubador. La fijacion, la
permeabilizacion y la tincion se realizaron como se ha descrito anteriormente en este

apartado.

Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal Leica SPE (630x) o en un
microscopio de fluorescencia Leica DMI4000B (200x-320x) (Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Alemania). El tratamiento de las imagenes se realiz6 con el programa Image].

Medio de montaje: 50% glicerol y 50 % PBS 1x.

Preparacion de cubres con poli-l-lisina: sobre cubres previamente lavados con etanol y
agua bidestilada, se afiadieron unos 80 pl de poli-l-lisina diluida 1:10 en agua bidestilada
(Poly-I-lysine solution 0,1%( p/v, P8920 Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se elimind la poli-I-lisina y se dejaron secar toda la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se lavaron con agua bidestilada y se
secaron durante 1 hora a 37°C (o toda la noche a temperatura ambiente). Los cubres

pueden ser almacenados a 4°C durante 7 dias hasta su uso.

9.3.2. Inmunofluorescencia.

Las células se sembraron en cubres depositados en los pocillos, previamente
lavados con etanol 70% durante 5 minutos y aclarados con agua destilada otros 5
minutos, a una densidad de 70.000-100.000 células por pocillo en una placa de 24
pocillos. La infeccion se realizé a una m.o.i de 1:100 como se ha descrito previamente en
el apartado 9.1 y después de 3 a 16 horas de induccion se procedié al tratamiento de las
muestras. Tras 2 lavados con PBS 1x, las muestras se fijaron con 3,7% formaldehido en
PBS 1x durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se realiz6 la
permeabilizacion en PBT durante 5 minutos y se bloquearon los receptores de
membrana con una solucién de bloqueo durante 45 minutos a 37°C. La incubacién con el
anticuerpo primario se realiz6 en solucion de bloqueo siguiendo la dilucion
recomendada por el fabricante durante 90 minutos a temperatura ambiente o durante
toda la noche a 4°C. Tras la incubacidn las muestras se lavaron 3 veces con PBT durante
10 minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario en soluciéon de bloqueo durante

90 minutos a temperatura ambiente, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Posteriormente, las muestras se lavaron una vez con PBT, se afiadié Hoechst 1 mg/ml a
una dilucién 1:1000 y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. A continuacion, se realizaron 4 lavados de 10 minutos con PBT y finalmente
los cubres se montaron y se sellaron como se ha descrito en el apartado 9.3.1. Los

anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia se detallan en la Tabla 5.

Las muestras se visualizaron en un microscopio de fluorescencia LeicaDMI4000B
(200x-320x) o microscopio confocal Leica SPE (630x-1000x) (Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Alemania) y el tratamiento de las imagenes se realiz6 con el programa Image].

PBT: 0,1% (v/v) Tritén X-100 en PBS 1x.

Solucién de bloqueo: 5% (p/v) de suero fetal bovino en PBT.

9.3.3. Imagenes a tiempo real Time-lapse.

Las células HeLa Kyoto H2B-mCherry mEGFP-a-tubulina, sembradas a una
densidad de 150.000 células en placas de 35 mm (Glass Bottom Culture Dishes, P35GC-1.5-
10-C, MatTeK), se infectaron con S. Typhimurium a una m.o.i de 1:100 como se ha
descrito previamente en el apartado 9.1.1. con una ligera modificacion. Tras la hora de
incubaciéon en medio DMEM conteniendo 16 ug/ml de gentamicina, adenina a una
concentracion normal y 2 mM de salicilato sodico, se sustituyé por un medio
independiente del aporte exégeno de CO.. Para ello, se lavaron las células 2 veces con
PBS 1x estéril y se afiadiéo medio Leibovitz L-15 (Sigma-Aldrich) suplementado con 2
mM L-glutamina y 10% de FBS y conteniendo 16 ug/ml de gentamicina, una
concentracion baja de adenina y 2 mM de salicilato sodico. Seguidamente, las imagenes
fueron tomadas como un stack de 16 planos de 1 um cada 30 minutos durante 20 horas
en un microscopio Deltavision (Applied Precision) equipado con un termostato a 37°C,
utilizando un objetivo de 60x y un binning de 2X2. Las imagenes fueron tratadas con el

programa Image].
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9.4. Analisis de la viabilidad celular mediante la determinacion de la LDH

liberada.

El porcentaje de muerte celular tras la infeccion con distintas estirpes de S.
Typhimurium después de 24 horas se determind midiendo la liberacion de la enzima
citosdlica lactato deshidrogenasa (LDH) que sélo ocurre cuando se produce la lisis
celular. Para ello, se utilizé el kit comercial CyfoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay (Promega) basado en la formacion de formazan (compuesto de color rojo)
mediante la reaccién acoplada de la LDH (NAD* + lactato> piruvato + NADH) y la

diaforasa (NADH + sales de tetrazolium-> NAD" + formazan (rojo)).

Los ensayos se realizaron con células HeLa sembradas a una densidad de 50.000
células por pocillo en una placa de 24 pocillos e infectadas con Salmonella a una m.o.i de
1:100. Tras 24 horas se recogio el medio de las células infectadas (LDH experimental
liberada) y el medio de los controles, células no infectadas no confluyentes (LDH
espontanea liberada). Estas muestras se midieron utilizando como blanco una muestra

con el mismo medio que usamos para la infeccion.

Por otra parte, las células se lisaron con 100 pl de Tritén X-100 al 9% en agua (v/v)
en 1 ml del medio (DMEM con salicilato sédico 2 mM, 16 ug/ml de gentamicina y 9,15
UM de adenina hemisulfato) durante 60 minutos a 37°C (LDH interna). Como blanco de

estas muestras se utilizd 1 ml del mismo medio contenendo 100 ul de Triton X-100 al 9%.

Todas las muestras, junto con los blancos, se centrifugaron a 4°C a 2.000 rpm
durante 5 minutos y se traspasaron 50 pl de cada muestra por triplicado a una placa de
96 pocillos. A continuacion se afiadieron 50 ul de Reconstitute Substrate Mix preparado
segln las indicaciones del fabricante y, tras 30 minutos de incubacion en oscuridad a
temperatura ambiente, se afadieron 50 pl de STOP solution suministrado en el kit. Se
midi6 la absorbancia a 490 nm en un multilector de microplacas POLARstar Omega
(BMG LABTECH GmbH, Alemania). Con la media de los datos con los blancos

corregidos de cada muestra se calculd el porcentaje de citotoxicidad como:

LDH experimental liberada — LDH espontadnea liberada no infectadas 100

LDH maxima liberada — LDH espontanea liberada no infectadas

73



La LDH experimental liberada corresponde a las células muertas durante las 24
horas debido a la infeccién, mientras que la LDH interna corresponde a las células que
han sobrevivido. Siendo la LDH madxima liberada la suma de la LDH experimental

liberada mas la LDH interna.

9.5. Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo en presencia de

yoduro de propidio.

El analisis de la distribuciéon del ciclo celular por citometria de flujo consiste en
clasificar las células atendiendo a su contenido en ADN mediante la tincién con yoduro
de propidio (IP). Este compuesto se intercala en la doble hebra de ADN y emite
fluorescencia con una intensidad proporcional a la cantidad de ADN que contiene la
muestra. De esta forma podemos conocer la proporcion de células en fase SubGi (células

muertas), Go/G1, S, G2/M y poliploides de la poblacion celular analizada.

Para el tratamiento de las muestras se siguié el método descrito por Doyle et al.
(Doyle et al., 1995) con ligeras modificaciones. El numero de células sembradas se ajusto
teniendo en cuenta el tiempo de division de cada linea celular, el porcentaje de infeccion
y el efecto esperado en el ciclo celular, de forma que se dispusiera de 500.000 células por
pocillo en el momento deseado. Para la obtencién de las células, se recogié el medio
(células flotantes) y se lavaron los pocillos con 1 ml de PBS 1x estéril a 4°C que
posteriomente fue afiadido al medio recogido anteriormente. Las células adheridas se
trataron con tripsina 1x -1 mM EDTA a 37°C y la reaccion se neutralizé con el medio y
PBS 1x recogido previamente. Las células se centrifugaron a 2.000 rpm durante 5
minutos, y tras retirar el medio, se resuspendieron en 4 ml de PBS 1x frio estéril. Tras su
centrifugacion, las células se resuspendieron en 100 pl de PBS 1x estéril frio a los que se
le aftadieron 900 ul de etanol al 80% a 4°C, gota a gota mientras se agitaba la muestra con
un vortex, para fijar las células. Las muestras se mantuvieron al menos 24 horas a -20°C

antes de ser analizadas.

Para eliminar el etanol, las muestras se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a
2.000 rpm. Seguidamente, se lavaron 2 veces con 0,1% BSA (seroalbimina bovina) en

PBS 1x frio y se centrifugaron de nuevo. El precipitado celular se resuspendid con 400 ul
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de solucion de extraccién de ADN (preparada el dia antes y conservada a 4°C), se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 2.000 rpm durante 5
minutos. A continuacion, el precipitado se incubd con 600 ul de solucion de tincidén
durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Las muestras se filtraron con filtros de 70 pm
de nailon (BD Biosciences) antes de ser analizadas en el citdmetro de flujo FACSCalibur

(Becton Dickinson) a una velocidad de 200 eventos/segundo.

Se realizaron tres réplicas bioldgicas independientes de cada muestra y se
analizaron un total de 10.000 eventos por muestra eliminando los agregados celulares.
Para la adquisicion y el andlisis de los datos se utilizo el programa CellQuest (Becton
Dickinson).

Solucién de extraccion de ADN: 8 partes de acido citrico 0,1 M y 192 partes de Na2HPOu

0,2 M. Se ajusto el pH a 7,8. Guardar a 4°C.

Solucion de tincidn: 100 pg/ml de RNAsa A (10 mg/ml) (Ribonucleasa A, R5125, Sigma-

Aldrich), 0,1% (v/v) Tritéon X-100, 0,1 mM de EDTA (pH 8), 40 pg/ml de yoduro de

propidio (500 pg/ml) en PBS1x estéril a 4°C.

10. ENSAYOS EN MODELOS ANIMALES.

El mantenimiento y los procedimientos con modelos animales se realizaron

seglin la normativa establecida por el comité ético de la Universidad Pablo de Olavide.
10.1. Induccién de tumores.

Se utilizaron ratones hembras de la estirpe BALB/c con 8 semanas de edad y
aproximadamente 20 gramos de peso. Para la generacion de los tumores se usé un
cultivo de células F1.A11 fresco. Las células se trataron con tripsinalx durante 2 minutos
a 37°C y la reacciéon se neutraliz6 con medio DMEM. Las células se contaron y se
concentraron a razén 10°células/ml por centrifugacion durante 10 minutos a 1.000 rpm.
A continuaciéon se lavaron con PBS 1x estéril, se centrifugaron de nuevo y se
resuspendieron en 1 ml de PBS 1x estéril. De esta solucidon se inyectaron
subcutaneamente 100 pl (aproximadamente 10° células) en el flanco inferior derecho del

ratén previamente depilado, utilizando agujas de 20G y 25 mm. La depilacion se realizé
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tres dias previos a la induccion tumoral tratando con crema depilatoria Veet durante 3-4

minutos y aclarando con agua.

10.2. Infeccion bacteriana e induccion con salicilato sodico.

Cuando los tumores fueron palpables (1-1,5 mm de didmetro), aproximadamente
6 dias después de la inyeccion de células F1.A11, se administraron intraperitonealmente
10° unidades formadoras de colonias (ufc) de Salmonella en 100 ul de PBS 1x estéril por
ratén. Tras 5 dias de infeccidn, se inyectaron intraperitonealmente 150 ul de salicilato
sodico 0,1 M para inducir la expresién de las proteinas citotoxicas. Esta dosis se
administré cada 48 horas hasta el final del experimento. Desde el inicio del tratamiento,
se siguio la evolucion del crecimiento tumoral midiendo el ancho (w) y el largo (1) de los
tumores con un calibre. Para calcular el volumen tumoral (mm?) se aplicd la siguiente

formula: 0,5-1-w2.
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Capitulo 1

1. MEJORA DEL MODULO DE EXPRESION.

Para la utilizaciéon de Salmonella como vector de produccién y administracion
dirigida de agentes antitumorales partimos del sistema de expresiéon en cascada
transcripcional descrito por Royo et al. (Royo et al., 2007) que consta de un mddulo
regulador y un modulo de expresion. Tras mejorar en nuestro laboratorio el médulo
regulador del sistema introduciendo los genes nasR y gfp (Medina et al., 2011), nos
planteamos modificar el médulo de expresion para optimizar la produccion de proteinas

de interés.

Dado que Salmonella no metaboliza el salicilato, se pueden obtener diferentes
niveles de expresion utilizando un tnico vector y distintas concentraciones del inductor
(Cebolla et al., 2001). Sin embargo, esta opcion no es factible para controlar los niveles de
expresion al trabajar con células eucaridticas en cultivo, ya que estas si lo metabolizan y
esto hace imposible mantener constante su concentracion en el medio. Como alternativa,
se decidid construir una serie de vectores que permitieran producir diferentes cantidades

de proteina bajo las mismas condiciones de induccion.

Para la obtenciéon de los nuevos vectores de expresion se utilizé el vector de alto
numero de copias pMPO27 (Royo et al., 2005), derivado de pCASB, que contiene un sitio
de clonacién multiple (MCS) situado corriente abajo de los terminadores r*nBT1T2, el
promotor Pm y el atenuador nasF. En primer lugar, se modifico el MCS introduciendo
nuevas dianas de restriccidon y eliminando duplicaciones para generar el vector pMPO57.
El sitio de clonaciéon multiple modificado (MCSII) se generé mediante la asociaciéon de
los oligonucle6tidos complementarios MCS+ y MCS-. El fragmento obtenido de 73 pb se
digirié con las enzimas de restriccion Smal y HindIIl y se cloné en pMPO27 digerido con
las mismas enzimas. El vector pMPO57 porta los terminadores de la transcripcion
rrnBT1T2, el promotor Pm y el sitio MCSII flanqueado por dianas Notl, lo que permite
transferir facilmente el mdédulo de expresidon entre distintos vectores. Entre las nuevas
dianas de restriccion del MCSII se incluye el sitio Ndel, que incorpora el codon de inicio

ATG para la clonacién en fase de proteinas de interés. La representacion de los
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elementos relevantes del mdédulo de expresién y las distintas dianas del MCSII se

muestran en la Figura 11.

nasF
SDT7
E 'E

rrnBT1T2 Pm

Nt I E Sm

N sspH2 P

Figura 11. Representacion esquematica de los diferentes elementos del médulo de
expresion. rrnBT1T2, terminadores de los operones de ARN ribosomal; Pm,
promotor Pm; nasF, atenuador transcripcional; SD T7, secuencia Shine-Dalgarno de
pTI7-7; sspH2, péptido sefial del sistema de secrecién tipo III; MCSII, sitio de
clonacion multiple modificado. Las letras representan las dianas de restriccion para
las enzimas: Nt, Notl; E, EcoRI; Sm, Smal; N, Ndel; P, Pstl; EV, EcoRV; Nc, Ncol; K,
Kpnl; Sa, Sacl; B, BamHI; S, Sall; H, HindIIl.

Para expresar genes de origen eucaridtico en bacterias o aumentar los niveles de
expresion de proteinas de interés, se introdujo la secuencia del sitio de unidn al ribosoma
del bacteriéfago T7 (SD T7) precedida por una secuencia rica en AT que estabiliza el
ARNm y potencia la traduccion. El fragmento completo se obtuvo mediante la
asociacion de los oligonucledtidos SD pT7-7+ y SD pT7-7-, la digestion del producto
resultante con las enzimas de restriccion Smal y Ndel y su clonacion en el vector
pMPO57, generando el plasmido pMPOS58. Para obtener versiones de estos vectores sin
el atenuador nasF, ambos se digirieron con EcoRI, enzima que flanquea el atenuador, y se

religaron para generar los plasmidos, pMPO51 (MCSII) y pMPO52 (MCSII-SDT7?),

respectivamente.

Finalmente, a partir de estos pldsmidos se obtuvieron las versiones equivalentes
en vectores de bajo numero de copias utilizando el pMPO20, un vector derivado de
pWSK29. Este plasmido se modificd eliminando el promotor Plac mediante restriccion

con las enzimas Sacl y PshAl y religacion del fragmento tras hacer romos los extremos
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con la ADN polimerasa de T4. El MCS original se sustituy6 por el modificado MCSII
mediante restriccion con Kpnl y Clal y se eliminé la diana Ndel por digestion y rellenado
con Klenow. Los mddulos de expresiéon de pMPO51, pMPO52, pMPO57 y pMPO58
digeridos con las enzimas Nofl y HindlIll se clonaron en pMPO20, generandose los
vectores pMPO54, pMPO55, pMPO60 y pMPO61, conservando las caracteristicas de sus

equivalentes en alto namero de copias (Figura 12).

BASICO pMPO51
NO ATENUADOR
SDT7 pMPO52
ALTO N2 COPIAS
BASICO pMPO57
ATENUADOR
SDT7 pMPO58
BASICO pMPO54
NO ATENUADOR
SDT7 pMPO55
BAJO N2 COPIAS
BASICO pMPO60
ATENUADOR
SDT7 pMPO61

Figura 12. Diferentes vectores de expresion. Combinaciones de las
principales caracteristicas de los vectores construidos a partir de pMPO27.

2. MEDIDA DE LOS NIVELES DE EXPRESION GENICA DE LOS NUEVOS
VECTORES.

Para comprobar la funcionalidad de los nuevos elementos incluidos en el médulo
de expresion (secuencia SD T7, atenuador nasF y la baja dosis génica de los vectores en
bajo nimero de copias) se construyeron fusiones traduccionales a lacZ en aquellos
vectores que portaban la secuencia SD T7. Con el fin de comparar los niveles de
expresion obtenidos utilizando la SD T7 con los que se consiguen con otras SD

diferentes, se clond la fusion traduccional cat-lacZ (Spaink et al., 1987) en los vectores sin
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SD T7 (SDcat), y se construyeron las versiones equivalentes de ambas fusiones en bajo

numero de copias.

Los ensayos de actividad p-galactosidasa de las fusiones lacZ construidas se
realizaron usando la estirpe de S. Typhimurium MPO9% (Medina et al., 2011), que
expresa nasR desde el modulo regulador integrado en frg. A esta estirpe se le
transfirieron los plasmidos de alto nimero de copias con SDcat, pMPO94 (con atenuador
nasF) y pMPO96 (sin atenuador nasF), y con la SD T7, pMPO1005 (sin atenuador) y
pMPO1007 (con atenuador nasF), o sus versiones equivalentes en bajo niimero de copias,
pMPO1000, pMPO1001, pMPO1006 y pMPO1008, respectivamente. Los cultivos se
indujeron durante 3 horas con 2 mM de salicilato sddico o con esta molécula junto con
nitrato de sodio, a una concentraciéon de 0,2 g/l, para potenciar la actividad
antiterminadora de NasR e incrementar la expresion de lacZ en los casos en los que el
atenuador nasF estaba presente. 2 mM de salicilato sédico se encuentra dentro de la
concentracion terapéutica en sangre (Frantz y O’Neill, 1995) y es suficiente para inducir

completamente el sistema de expresion (Royo et al., 2007).

En la Tabla 6 se muestran los datos de actividad 3-galactosidasa y estos indican
diferencias considerables en los niveles de expresion basales e inducidos obtenidos con
los distintos vectores construidos. El maximo nivel de actividad p-galactosidasa tras la
induccién con salicilato sddico (77.608 Unidades Miller) se obtiene con el vector
multicopia, sin atenuador nasF y en presencia de la secuencia SD T7, siendo 18 veces
superior al nivel inducido mas bajo, que se obtiene con el vector de bajo ntimero de
copias, con atenuador nasF y sin SD T7. En general, con los vectores portadores de la
secuencia SD T7 se consigue un nivel de actividad tras la induccién de 4 a 10 veces

superior al obtenido con los vectores que llevan la SDcat.

Por otro lado, se puede observar que, como esperabamos, el uso del atenuador
nasF reduce los niveles basales de expresion en todos los casos. Sin embargo, tras inducir
con salicilato, con estos vectores se obtienen unos elevados niveles de expresion,
llegando a alcanzar aproximadamente el 70% de los obtenidos en las mismas

condiciones con los plasmidos equivalentes carentes de atenuador. Esta expresion puede
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incrementarse al anadir nitrato al medio de cultivo, resultando en este caso unos niveles

de expresion similares a los alcanzados con los vectores sin atenuador.

La mayor induccion (>100 veces) se obtiene con los vectores de bajo numero de
copias que llevan el atenuador nasF. Cabe destacar que el nivel de induccion mas alto
obtenido con los vectores de bajo nimero de copias es equivalente al alcanzado con su
correspondiente versién multicopia mientras que el nivel basal es mas bajo (véanse los
valores de actividad B-galactosidasa del vector pMPO1008 con respecto a pMPO1007 en
la Tabla 6). Este resultado indica que el uso de vectores de bajo numero de copias
permite incrementar la capacidad de regulacion de la expresion sin comprometer la

produccion de proteinas.

Tabla 6. Niveles de expresion p-galactosidasa y ratios de induccién obtenidos con diferentes
vectores de expresion en la estirpe MPOY6.

Veces de
Nivel de expresion (Unidades Miller)
Vector nasF SD induccidn
-Sal +Sal +Sal+NO:s +Sal  +Sal+NOs
pMPO9%4 si cat 177 + 34 13.133 +1.999 14.246 + 898 74 80
pPMPO96 no cat 944 + 55 17.593 +3.807 17.380 +1.180 19 18
pMPO1000 si cat 59+ 19 4.308 + 290 9.156 + 1.402 73 154
pMPO1001 no cat 297 + 33 7.209 + 258 7.144 + 377 24 24
pMPO1007 si T7  1.950+212 76.883+9.661 75.576+4.889 39 39
pMPO1005 no T7 8.572+£482 77.608 £5.179 73.615+5.729 9 9
pMPO1008 si T7 662 +183 49.326+1.653 71.041 +4.324 75 107
pMPO1006 no T7 4203+715 70.125+4.676 72.167 +4.282 17 17

Estirpe MPO96 con los plasmidos de alto nimero de copias (filas sombreadas) y bajo nimero de copias (filas
no sombreadas). MPO96 porta nasR en el mddulo regulador. El salicilato sédico (+Sal) induce el inicio de la
transcripcion desde el promotor Pm, mientras el nitrato activa a NasR (proteina antiterminadora). Los
resultados muestran la media de tres experimentos independientes + la desviacion estandar de los datos.

Para mostrar la funcionalidad del sistema nasF/NasR, se realizaron ensayos de
actividad B-galactosidasa utilizando los vectores de bajo numero de copias con la
secuencia SD T7, pMPO1006 (sin atenuador nasF) y pMPO1008 (con atenuador nasF), en
las estirpes de S. Typhimurium MPO96 (productora de la proteina antiterminadora

NasR) y MPO9%4 (sin NasR). Los resultados mostrados en la Figura 13 indican que, en
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ausencia de NasR, los niveles de expresion inducida del vector con atenuador (+nasF) es
el 33,4% de la obtenida con el vector sin atenuador y que dicha expresiéon no varia en
presencia de nitrato. Por el contrario, en una estirpe NasR* (MPO9%6), la presencia de
salicilato induce la expresion de lacZ y esta se potencia con la adicion de nitrato hasta
alcanzar los niveles obtenidos con el vector sin atenuador en la misma estirpe. Por tanto,
estos resultados muestran que el incremento de la expresion debida a la adicion de
nitrato al medio de cultivo depende de la presencia de la proteina antiterminadora
NasR, ademas de que una sola copia de NasR bajo el promotor Psal es suficiente para
bloquear la terminacién transcripcional mediada por el atenuador nasF. Por tultimo,
conviene destacar que, aunque en trabajos con células en cultivo o animales no se pueda
usar nitrato sédico para la maxima induccién de la expresion, este no es realmente
esencial para obtener unos valores 6ptimos, auin en presencia de nasF y NasR. Como se
observa en la Figura 13, en estas condiciones, la induccion sin nitrato sodico alcanza
unos niveles de expresion que corresponden al 69,4% de los resultados obtenidos

anadiendo dicho compuesto.
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Unidades Miller x 1000
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0 |

- nasF + nasF - nasF + nasF

NasR- NasR*

Figura 13. Actividad B-galactosidasa de estirpes de S. Typhimurium con o sin
nasR en el médulo regulador. Las estirpes portan los plasmidos pMPO1006 y
pMPO1008, sin y con atenuador nasF, respectivamente. Barras negras, no
inducidos; blancas, inducidos con salicilato; grises, induccidon con salicilato mas
nitrato. Las barras muestran la media de tres experimentos independientes. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar de los datos.
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En conjunto, estos resultados indican que, usando las mismas condiciones de
induccidn, se pueden obtener diferentes cantidades de proteina dependiendo de las

caracteristicas del vector utilizado y de la estirpe seleccionada.

3. SECRECION DIRIGIDA DE PROTEINAS AL CITOPLASMA
EUCARIOTICO.

Para utilizar Salmonella como vector productor de agentes terapéuticos hay que
considerar que las proteinas expresadas pueden quedar en el interior de la bacteria o de
la vacuola que la contiene en la célula eucaridtica. Con el fin de secretar proteinas desde
la bacteria al citosol eucaridtico, se modificaron los vectores que portan la secuencia SD
T7 de alto nimero copias, pMPO52 (sin atenuador nasF) y pMPO58 (con atenuador
nasF), y los de bajo niumero de copias, pMPO55 (sin atenuador nasF) y pMPO61 (con
atenuador nasF), ahadiendo los 450 nucleo6tidos del extremo 5" del gen sspH2, generando
asi los plasmidos pMPO53, pMPO59, pMPO56 y pMPO62, respectivamente. SspH2 es
una proteina efectora de Salmonella secretada al citoplasma eucaridtico a través del TTSS
de la isla de patogenicidad 2 (SPI-2). Se ha descrito que la fusion a este péptido sefal N-
terminal es suficiente para dirigir la secrecion de proteinas producidas por Salmonella al
citosol de células eucarioticas (Miao y Miller, 2000; Panthel et al., 2005). Para comprobar
la capacidad del péptido lider SspH2, clonado en los vectores anteriormente descritos,
de dirigir la secrecidon de proteinas de fusion desde Salmonella al citosol eucaridtico, se
fusionaron a este dos secuencias en tandem del epitopo HA. Para ello se asociaron los
oligonucledtidos Sal-HA-Hind+ y Sal-HA-Hind- y se clonaron en el vector de alto
numero de copias sin atenuador nasF pMPO53 (Pm- SD T7- sspH2) digerido con las
enzimas de restriccién Sall y Hindlll, generando el plasmido pMPO1004. El vector se
transfirio a la estirpe MPO94, que porta el mddulo regulador del sistema de expresién
inducible por salicilato (nahR/Psal-xylS2/Ptac-gfp) integrado en el locus trg, y se
infectaron células tumorales HeLa como se ha descrito en Materiales y Métodos
(apartado 9.1). Las muestras no inducidas e inducidas con salicilato sédico 2 mM fueron
analizadas tras 4 horas de induccion mediante inmunofluorescencia y microscopia

confocal. Las células infectadas se fijaron, permeabilizaron y se marcaron con el
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anticuerpo primario anti-HA. En la Figura 14A se observa que el péptido SspH2-2HA
producido por la bacteria intracelularmente en condiciones de induccién es secretado al
citoplasma eucaridtico, mientras que en ausencia de inductor, no se detecta secrecion

(Figura 14C).

A B
S P
- Dna K
— . HA
D
S P
= Dnak
HA

Figura 14. Secrecion regulada de sspH2-HA en S.Typhimurium a través del sistema de
secrecion tipo III. Secrecion de HA en células HeLa infectadas con la estirpe MPO9%4
portando el plasmido pMPO1004 en presencia (A) y en ausencia de salicilato sédico (C). Las
células fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas con el anticuerpo primario anti-HA,
detectado con el anticuerpo secundario anti-ratén IgG conjugado con Alexa 555 (rojo). Los
nucleos de las células se tiheron con Hoechst (azul). La bacteria que expresa
constitutivamente GFP se muestra en verde. Las imagenes (1000x) corresponden al
solapamiento de los 3 canales visualizados por un microscopio Deltavision. (B) 20 ug de
proteina del precipitado celular (P) y el volumen equivalente del sobrenadante de la
fraccién citoplasmatica (S) obtenida de los lisados de células infectadas con MPO94
portando pMPO1004 tras 4 horas en presencia de salicilato o en ausencia (D) fueron
sometidas a SDS-PAGE al 12,5% y analizadas por Western blot usando los anticuerpos anti-
HA y anti-DnaK. DnaK es usado para confirmar la ausencia de la bacteria en el
sobrenadante.

Para estimar la eficiencia de la secrecién, se recogieron células infectadas no
inducidas e inducidas durante 4 horas, se lisaron suavemente para no afectar la

integridad de la bacteria y se analizaron las proteinas del sobrenadante (fraccion

88



Capitulo 1

citoplasmatica) y del precipitado celular (bacterias y restos celulares) con los anticuerpos
anti-HA y anti-DnaK mediante Western blot. La proteina DnaK es una chaperona
bacteriana usada como control, ya que sélo se encuentra en la fraccion citoplasmatica si
durante el proceso se ha lisado la bacteria. En este caso, las proteinas producidas por la
bacteria presentes en esta fraccion son consecuencia de la lisis bacteriana y no de la
secrecion. En la Figura 14B se observa que, en condiciones de induccion, la mayor parte
de la produccion de SspH2-2HA (en torno a un 75%) estd siendo secretado al citoplasma
eucaridtico, mientras que en las muestras no inducidas (Figura 14D) no se detecta ni
produccion ni secrecién aunque las células estan infectadas, como indica la presencia de

la chaperona bacteriana DnaK en el precipitado celular.

4. PRODUCCION Y SECRECION DE PROTEINAS DE INTERES.

Una vez comprobado que los vectores construidos permiten la sintesis y
secrecion controlada al citosol eucariotico, el siguiente paso fue producir y secretar

proteinas que pudieran ser de utilidad en terapia antitumoral.

La mayoria de los canceres humanos estan asociados a mutaciones en el gen p53
o alteraciones en su ruta de accién (Soussi et al., 2000). La proteina p53 es un factor de
transcripcion formado por dos dominios de transactivacion en el extremo amino-
terminal, seguido por un dominio rico en prolinas, un dominio central de unién a ADN
(aa 102-292), el dominio C-terminal de tetramerizacion y un dominio basico (Essmann y
Schulze-Osthoff, 2012). La mayoria de estas mutaciones se localizan en el dominio de
union a ADN (Walker et al., 1999), afectando a la interacciéon con sus dianas
transcripcionales que median la parada del ciclo celular, la reparaciéon del ADN o la
induccidn de la apoptosis entre otras funciones, en respuesta a estrés celular (Senatus et

al., 2006).

Dado que la superproduccion de esta proteina en células tumorales podria
inducir apoptosis en dichas células, se estdn desarrollando distintas estrategias para
expresar p53 como terapia antitumoral (Fisher y Schulze-Osthoff, 2005; Essmann y

Schulze-Osthoff, 2012). Por otra parte, se ha descrito que el péptido derivado del C-
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terminal de p53 (aa 361-380) es capaz de inducir apoptosis en células tumorales que
sobreexpresan p53 o que tienen p53 mutado, a diferencia de las células normales que no

se ven afectadas (Rosal et al., 2005).

Debido a la importancia de la proteina p53, clonamos las secuencias codificantes
de la proteina p53 completa y el péptido C-terminal de p53 acopladas a la secuencia
sefal de sspH2 en el vector pMPO53 (Pm-SD T7-sspH2), generando los vectores de alto

numero de copias pMPO72 y pMPO73, respectivamente.

A partir de estos plasmidos construimos las fusiones sspH2-2HA-p53 completo
(pMPO1016) y sspH2-2HA-Cp53 (pMPO1017) para determinar si la estirpe MPO95 de S.
Typhimurium, que porta el moédulo regulador del sistema de expresién inducible por
salicilato (Atrg::(nahR/Psal-xylS2/Ptac-gfp)), era capaz de producir y secretar estas
proteinas al citoplasma eucariotico. La estirpe MPO95 es isogénica de la estirpe MPO94,
usada previamente, a la que se le ha eliminado el gen de resistencia al antibiético. Con
esta estirpe se infectaron las lineas de adenocarcinoma mamario humanas MCF-7 (p53
wt) y MDA-MB-231 (p53 mutado en el aa 280), a una m.o.i de 1:100, con esta estirpe
portando el plasmido vacio pMPO53 (SspH2), el control de secrecion pMPO1004 (SspH2-
2HA), el plasmido productor de p53 pMPO1016 (SspH2-2HA-p53) y el plasmido
productor del péptido Cp53 pMPO1017 (SspH2-2HA-Cp53). Tras 4 horas de induccion,
las células fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas con el anticuerpo anti-HA para
analizar la presencia de las fusiones en el citoplasma de las células tumorales. Como se
indica en la Figura 15, s6lo el péptido C-terminal se secreta eficientemente al citoplasma

eucariotico (rojo).

Estos resultados indican que péptidos como Cp53 pueden ser secretados
utilizando el TTSS aunque atn queda por determinar si la cantidad secretada es
suficiente para inducir apoptosis en la célula tumoral y si el péptido translocado es
funcional, ya que los primeros ensayos realizados mediante citometria de flujo no
muestran cambios en la distribucion de las fases del ciclo celular cuando se
superproduce Cp53 (datos no mostrados). Por otra parte, como ocurre en el caso de la

proteina p53 completa, no todas las proteinas producidas pueden ser secretadas a través
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de este sistema, siendo necesario desarrollar nuevas estrategias para liberarlas al citosol

eucaridtico.

sspH?-Z HA

-

.

Figura 15. Secrecion regulada de p53 y Cp53 en S. Typhimurium a través del sistema de
secrecion tipo III al citoplasma de células tumorales. Células MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B)
infectadas con la estirpe MPO95 portando los plasmidos controles vacio (sspH2) y de secrecion
(sspH2-2HA), y aquellos que expresan las fusiones sspH2-HA-p53 y sspH2-2HA-Cp53, se
observaron tras 4 horas de inducciéon mediante microscopia de fluorescencia (320x). Las
imagenes representan la superposicion de los marcajes con el anticuerpo anti-HA (rojo), la
tincion de los nudcleos con Hoechst (azul) y la expresion constitutiva de GFP por parte de la
bacteria (verde). Escala: 25 um.
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1. SISTEMA CITOSINA DEAMINASA/5-FC.

El circuito transcripcional en cascada inducible por salicilato s6dico ha sido
validado por nuestro grupo en ratones con tumores implantados que fueron infectados
con cepas de S. Typhimurium expresando la enzima citosina deaminasa. La induccion
de la expresiéon con salicilato produjo una reduccién significativa del crecimiento
tumoral (Royo et al., 2007). La enzima citosina deaminasa (CD; EC 3.5.4.1), presente solo
en algunas bacterias y hongos, cataliza la conversidon de citosina a uracilo y del andlogo
exogeno 5-Fluorocitosina (5-FC) a 5-Fluorouracilo (5-FU), un metabolito muy toxico para
las células en crecimiento usado habitualmente como agente quimioterapéutico ya que

inhibe la sintesis de acidos nucleicos (Mullen et al., 1992).

El metabolismo del 5-FU y las vias de citotoxicidad se detallan en la Figura 16. El
5-FU es metabolizado intracelularmente a sus formas activas 5-fluoro-2’-desoxiuridina-
5-monofosfato (5-FAUMP), 5-fluoro-2’-desoxiuridina 5'-trifosfato (5-FAUTP) y 5-
fluoridina-5'-trifosfato (5-FUTP). El 5-FAUMP se une irreversiblemente a la enzima
timidilato sintasa, que convierte el desoxiuridilato (dUMP) en timidilato (dTMP). Como
la timidilato sintasa es la tinica fuente disponible para la sintesis de dTTP de novo, una
célula tratada con 5-FU no puede reparar ni replicar su ADN. Por otro lado, el producto
5-FUTP se incorpora al ARN en lugar del UTP, impidiendo la poliadenilacion del
ARNm, la metilacion de los ARNt y el procesamiento de los precursores de los ARNr

(Grem, 1996).

Como uno de los objetivos principales de esta tesis, nos propusimos optimizar la
produccion de citosina deaminasa por S. Typhimurium mediante dos estrategias
distintas. Por un lado, utilizando los vectores de expresiéon mejorados descritos
previamente, lo que se traduciria en un aumento del 5-FU producido. Por otro lado, y
dado que este metabolito es también toxico para la propia Salmonella, construyendo un
mutante resistente a 5-FU que nos permitiera producir el agente citotéxico durante mas

tiempo, sin afectar a la bacteria productora de citosina deaminasa.
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Figura 16. Metabolismo del 5-FU y citotoxicidad. La conversion del 5-FU a 5-fluoridina 5’-
monofosfato (5-FUMP) puede realizarse directamente a través de la oratato fosforribosil
transferasa (OPRT) o la uracil fosforribosil transferasa (UPRT), o indirectamente via 5-
fluorouridina (5-FUrd) a través de la uridina fosforilasa (UDP) y uridina quinasa (UDK). La
fosforilaciéon del 5-FUMP da lugar a 5-FUrd 5'-difosfato (5-FUDP) que puede fosforilarse
formando 5-FUrd 5'-trifosfato (5-FUTP), sustrato de la ARN polimerasa, o convertirse
mediante la ribonucleétido reductasa (RR) en 5-fluorodesoxiuridina 5'- difosfato (5-FAUDP).
que puede ser fosforilado generando 5-fluoro-2’-desoxiuridina-5'-trifosfato (5-FdUTP),
sustrato de la ADN polimerasa, o desfosforilado produciendo 5-fluoro-2’-desoxiuridina-5’-
monofosfato (5-FAUMP) que inhibe a la timidilato sintasa (TS). Alternativamente, el 5-
FAUMP se puede formar a partir del 5-FU mediante la accién de la timidina fosforilasa (TP)
cuyo producto, la 5-fluoro-2’-desoxiuridina (5-FdUrd), es fosforilado por la timidina
quinasa (TK) (Figura adaptada de Meyers et al., 2003).

2. DESCRIPCION DE PLASMIDOS Y ESTIRPES UTILIZADAS.

Con el fin de incrementar la produccidon de citosina deaminasa se construy¢ el
vector de alto numero de copias pMPOS88, que porta la secuencia del sitio de union del
ribosoma del bacteriéfago T7 (SD T7) y el gen codA de E. coli, que codifica la citosina
deaminasa. A este gen se le modificé el codén de inicio, sustituyendo el primer
nucledtido guanina por adenina, para aumentar la eficiencia de la traduccién. Para ello,
se amplifico la secuencia del gen codA de E. coli con los oligonucleétidos F-CID-TG y R-

CID, y se clond en el plasmido pMPO52 (Pm- SD T7) digerido con Ndel y tratado con
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Klenow. Esto supone una doble mejora con respecto al vector pMPO16 utilizado por
Royo et al. (Royo et al., 2007) en la validacidn del sistema de expresion in vivo, ya que este

lleva la secuencia original del gen codA de E. coli con su propia SD.

Los modulos de expresion de pMPO88 y pMPO16 digeridos con las enzimas Notl
y HindIIl se clonaron en pMPO20, digerido con las mismas enzimas, para obtener los
plasmidos equivalentes de bajo numero de copias pMPO90 y pMPO108S,

respectivamente.

En los distintos experimentos realizados se comparé el vector vacio como control
(pPMPO20) y los vectores con las dos versiones de CodA: la equivalente a la de E.coli del
vector pMPO1088, a la que llamamos CD, y la que incluia las mejoras en el vector
pMPO90, denominada CDmod. La estirpe productora de S. Typhimurium fue la estirpe
MPQO95, que lleva integrado el mddulo regulador del sistema de expresion en cascada

transcripcional en trg.

El vector con la version modificada de la citosina deaminasa CDmod se probd
ademads en un mutante de delecion del gen upp (MPO323). El gen upp codifica la uracil
fosforribosil transferasa, que cataliza la conversion de uracilo a uracilo monofosfato, o su
andalogo 5-FU a su forma activa 5-FUMP. La delecion de este gen confiere resistencia a 5-
FU (Glaab et al., 2005) por lo que las bacterias que expresen la citosina deaminasa
portando esta delecidon podrian producir el enzima durante mas tiempo. El gen upp se
sustituy6 en la estirpe MPO95 por el gen de resistencia a cloranfenicol amplificado a
partir del plasmido pKD3 con los oligonucledtidos F-upp-P1 y R-upp-P2, siguiendo el

método descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000).

3. SUPERPRODUCCION DE CITOSINA DEAMINASA EN RESPUESTA A
LA INDUCCION CON SALICILATO SODICO.

Para comparar la produccion de citosina deaminasa de los vectores de bajo
numero de copias que expresan CD y CDmod, se recogieron cultivos bacterianos en
condiciones de no induccién e inducciéon con salicilato sédico durante 4 horas para
obtener extractos totales y comparar las proteinas producidas. La Figura 17 muestra el
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andlisis de los extractos tras ser sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida al
12,5% vy tefiidos con EzBlue. Como puede observarse, la banda de 47,52 kDa
correspondiente a la citosina deaminasa solo estd presente en condiciones de induccion
cuando se utilizan los plasmidos que expresan el gen codA, aunque existen diferencias en
cuanto a los niveles de produccion obtenidos segun el vector utilizado. Los resultados
muestran que la modificacion del coddn inicial junto con la incorporacion de la
secuencia SD del fago T7 (CDmod), aumenta la expresion de la citosina deaminasa
cuando se comparan con la version original (CD). Curiosamente, el hecho de usar una
estirpe Aupp también influye en la cantidad de proteina producida, siendo mayor en esta

que en un fondo upp silvestre.

upp Aupp
control CD CDmod CDmod
kDa - + - + - + - +
116 Citosina
¥ deaminasa
45
31

Figura 17. Analisis mediante SDS-PAGE de la superproduccion de citosina
deaminasa en condiciones de no induccidn (-) e induccidn con salicilato (+). El carril 1
muestra el marcador de peso molecular. Los carriles 2-7 muestran el patrén de proteinas
de la estirpe upp con el plasmido pMPO20 (control, carriles 2 y 3), el plasmido
pMPO1088 conteniendo la secuencia de codA original (CD, carriles 4 y 5) y el vector
PMPO90 con la SDT7 y la secuencia de codA modificada (CDmod, carriles 6 y 7). Los
carriles 8 y 9 muestran el patron de proteinas del vector pMPO90 en un fondo Aupp.

4. SENSIBILIDAD A 5-FLUOROURACILO.

Las bacterias productoras de citosina deaminasa convierten el 5-FC disponible en
5-FU, metabolito toxico para células en crecimiento. Para comprobar que la enzima

producida era funcional se realizéd un test de sensibilidad a 5-FU en gotas. Este test
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consistio en analizar el crecimiento en placas de medio minimo selectivo con 0.5, 1, 1.5, 3
y 5 uM de 5-FC de diluciones de cultivos, no inducidos o inducidos previamente con

salicilato sédico durante 4h.

En la Figura 18, se muestra el crecimiento tras incubar 24 h diluciones de los
cultivos desde 10? hasta 10° en placas de medio minimo sin 5-FC o suplementado con 1y
3 uM de este compuesto. Como puede observarse, la presencia de 1 uM de 5-FC no
afecta al crecimiento de los cultivos no inducidos (fila superior de la figura) mientras
que, en presencia del inductor (fila inferior de la figura), existen diferencias segun la
estirpe y el plasmido utilizado. En un fondo upp silvestre, solo aquella que expresa
CDmod se ve afectada en el crecimiento, sin embargo, esto no ocurre con dicho vector

transformado en una estirpe Aupp, dado que esta es resistente al 5-FU producido.

Medio E Ap Medio EAp + 1 uM 5-FC  Medio E Ap + 3 M 5-FC
10% 103 10* 10° 10° 102 103 10* 10° 10° 10% 103 10* 10° 10°
No inducidos
control
upp | cD
CDmod
Aupp/ CDmod

102 103 10* 10° 10° 10% 103 10* 10° 10° 10% 10% 10% 10° 10°

Inducidos
control

upp | CD
CDmod
Aupp/ CDmod

Figura 18. Test de sensibilidad al 5-FU en gotas. Se representa el crecimiento de las diluciones
102-10¢ de los cultivos no inducidos (parte superior) e inducidos (parte inferior) tras 24 h en
placas de medio minimo E con ampicilina sin sustrato 5-FC (columna 1), con 5-FC 1 uM
(columna 2) 6 5-FC 3 uM (columna 3).
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A concentraciones superiores de 5-FC (3 uM) el crecimiento de la estirpe Aupp no
se vio afectado por el 5-FU producido, mientras que las bacterias upp silvestres
productoras de citosina deaminasa en condiciones de induccion solo crecieron en las
primeras diluciones, mostrando igual sensibilidad al 5-FU independientemente del
plasmido utilizado. Cabe destacar que la bacteria productora de CDmod en un fondo
upp silvestre es sensible incluso en condiciones de no induccién, lo que indica que el

nivel de expresion basal de CDmod es superior al obtenido con la version CD.

5. ACTIVIDAD CITOSINA DEAMINASA.

El incremento de la produccion de citosina deaminasa, cuando usamos el vector
mejorado en una estirpe upp silvestre, conlleva un aumento de la sensibilidad al 5-FU, lo
que nos permite afirmar que la proteina producida es funcional, sin embargo, de esta
forma no podemos cuantificar ni comparar la produccion obtenida por diferentes

estirpes debido a la resistencia al 5-FU que presenta el mutante en este gen.

Para comparar la actividad citosina deaminasa de los diferentes pladsmidos y del
vector mejorado en las distintas estirpes, analizamos las cinéticas de desaparicion del
sustrato 5-FC a partir de los extractos obtenidos, como se describe en el apartado 8.2
(Materiales y Métodos). El maximo de absorcidon de la 5-fluorocitosina en el espectro se
sitia a 290 nm. A medida que se produce la conversion del 5-FC a 5-FU por accién de la
citosina deaminasa, se observa una disminucién de la absorcion del sustrato a lo largo
del tiempo hasta que no queda 5-FC disponible en el medio. A partir de las
concentraciones calculadas aplicando la ley de Lambert- Beer, teniendo en cuenta la
absorbancia medida en las cinéticas de desaparicion del sustrato, y considerando la
cantidad de proteina total que usamos en la reaccioén, calculamos la actividad citosina

deaminasa de cada extracto.

La siguiente grafica (Figura 19) muestra la actividad citosina deaminasa maxima
alcanzada en cada extracto en condiciones de no inducciéon y tras 4 h de induccién. En
ausencia del inductor, la actividad citosina deaminasa es muy baja y practicamente la

misma en todos los casos mientras que, en condiciones de induccién, se observan
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diferencias importantes dependiendo del vector y la estirpe utilizada. En un fondo upp

silvestre, la actividad citosina deaminasa del extracto en presencia del inductor es 3,40

veces superior al basal, diferencia que se incrementa hasta 12,75 veces en el caso de la

version CDmod.

0,22

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

01 ]
0,08
0,06

0,04

Actividad citosina deaminasa del extracto (Ul/mg proteina)

0,02

I o I = O D —
- + - + - +
control CcD CDmod

]

+

CDmod

upp

Aupp

Figura 19. Representacion grafica de la actividad citosina deaminasa de los extractos, en
condiciones de no induccion (-) e induccién (+), de las estirpes upp silvestre y mutante con

los plasmidos control, el plasmido que expresa la citosina deaminasa original (CD) y el

vector mejorado de la citosina deaminasa (CDmod). Las dos tultimas columnas

corresponden a la estirpe Aupp portando el plasmido pMPO90 (CDmod). Los valores

representados son la media de tres ensayos independientes. Las barras de error

corresponden a la desviacion estandar de los datos.

Por consiguiente, podemos afirmar que la actividad de la versién modificada de

CodA es superior (3,75 veces) a la obtenida con la secuencia original de E. coli. Por otra

parte, la grafica muestra que con dicho vector y en un fondo Aupp, la actividad citosina

deaminasa puede verse incrementada en 1,8 veces con respecto a la obtenida en un

fondo upp silvestre, por lo que la utilizaciéon del vector CDmod junto con la estirpe

resistente a 5-FU supone un incremento de la actividad citosina deaminasa de

aproximadamente 6 veces.
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1. EL FACTOR DE VIRULENCIA SpvB.

La proteina SpvB es uno de los cuatro efectores codificados en el locus spv
(Salmonella plasmid virulence) que estd formado por el operén spvABCD y el gen
regulador spvR (Fang et al., 1991; Krause et al., 1992). Este locus, presente solo en estirpes
de Salmonella enterica no tifoideas como S. Typhimurium (Guiney et al., 1994), se localiza
en el plasmido de virulencia (Gulig et al., 1993; Guiney et al.,1994) o en el cromosoma
bacteriano (Boyd y Hartl, 1998; Libby et al., 2002), y es en gran parte, el responsable de la
virulencia en animales y humanos (Fierer et al., 1992 ; Libby et al., 2000; Matsui et al.,

2001; Browne et al., 2002).

La proteina SpvB de 65,6 KDa contiene los dominios amino y carboxi-terminal
separados por un puente de siete prolinas. La funciéon del dominio N-terminal es
desconocida y existe controversia en cuanto al mecanismo de translocaciéon de la
proteina al citosol eucariotico. Algunos estudios sugieren el sistema de secrecion tipo III
SPI-2 (Browne et al. 2002; Browne et al., 2008) como la via méas probable, mientras que
otros aseguran que la secrecion de SpvB es independiente de este sistema (Gotoh et al.,
2003). Por el contrario, el dominio C-terminal se encuentra bien caracterizado. Este
dominio confiere actividad ADP-ribosil transferasa a la proteina SpvB (Otto et al., 2000;
Lesnick et al., 2001; Tezcan-Merdol et al., 2001), uniendo de forma covalente ADP-ribosa
a la arginina-177 de los mondmeros de G-actina (Hochmann et al., 2006). Esta
modificacion evita su incorporacion a los polimeros de actina que se encuentran en
continua formacion y despolimerizacion dentro de la célula, dando lugar a la pérdida de
los filamentos de F-actina (Lesnick et al., 2001; Browne et al., 2002; Tezcan-Merdol et al.,
2005) e induciendo la apoptosis de las células epiteliales y macréfagos (Paesold et al.,

2002; Kurita et al., 2003; Libby et al., 2000).

En los ultimos afos, se estan estudiando una serie de compuestos que interfieren
en la dindmica del citoesqueleto con el fin de ser usados como posibles agentes
quimioterapéuticos (Senderowicz et al., 1995; Udagawa et al., 2000; Kim et al., 2011). Por
esta razon, nos planteamos explorar la posibilidad de utilizar SpvB como agente

antitumoral. Con este objetivo hemos usado S. Typhimurium para superproducir SpvB
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de forma controlada en el interior de células tumorales mediante el sistema de expresion
en cascada transcripcional inducible por salicilato junto con los vectores de expresién

mejorados.

2. PRODUCCION CONTROLADA EN CELULAS TUMORALES.

Para la sintesis intracelular de la proteina SpvB en células tumorales, se
construyo el vector de expresion pMPO1036, que porta el gen spvB bajo el control del
promotor Pm y la SD del bacteridfago T7. Para ello, se amplificé el gen spvB de la estirpe
de Salmonella 14028 con los oligonucledtidos spvB F1 y spvB R1 y el producto digerido
con las enzimas Ndel y EcoRV se clon6 en el vector de expresion de alto numero de
copias pMPO52 (Pm-SD T7). Los experimentos se realizaron en la estirpe atenuada
AspvB MPO302. Esta se obtuvo por escisién de la resistencia a kanamicina de la estirpe
AspvB::Kan® (MPO98) obtenida de la transduccion de la estirpe MPO95 con un lisado de
P22 obtenido sobre la estirpe MPO36 (AspvB::Kanr). Para generar esta estirpe, se
amplifico mediante PCR la secuencia del gen de resistencia a kanamicina del plasmido
pKD4 (Datsenko y Wanner, 2000) con los oligonucledtidos SpvBprin-P2 y antispvBfin-
P1, y siguiendo el método descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000)

se sustituyo el gen spvB de la estirpe 14028.

Con el fin de determinar si la expresion intracelular controlada de SpvB
utilizando S. Typhimurium como vector produce algun efecto sobre las células
tumorales, se infectaron las lineas HeLa y MCF-7 a una m.o.i de 1:100 con la estirpe
atenuada AspvB (MPO302) portando el vector vacio control (pMPO52) o spvB
(pPMPO1036). Las imagenes tomadas al microscopio invertido con contraste de fases tras
20 horas de induccién (Figura 20) muestran cambios en la morfologia de las células
MCEF-7 infectadas con estirpes AspvB productoras de SpvB. Estas células adquieren una
forma esférica que no se corresponde con la morfologia habitual que presentan las
células no infectadas o incluso las infectadas con el plasmido control. El mismo efecto se

observa en la linea tumoral HeLa (imagen no mostrada).

106



Capitulo 3

Figura 20. Cambio morfoldgico producido por la expresion intracelular de SpvB en células
MCE-7 infectadas tras 20 horas de induccion. Las imagenes corresponden a la superposicion
de la visualizacion (320x) con contraste de fases de la morfologia celular y con microscopia de
fluorescencia de la proteina GFP expresada constitutivamente por la bacteria S. Typhimurium
MPO302 (AspvB) (verde) portando los plasmidos de alto nimero de copias pMPOS52 (control)
y pMPO1036 (spvB). Escala: 25 pm.

Para comprobar si estos cambios se deben a la pérdida de los filamentos de
actina, las muestras sin inducir e inducidas tras 4 y 20 horas con salicilato sédico fueron
fijadas, permeabilizadas y marcadas con faloidina acoplada a rodamina para visualizar
el estado de los filamentos de F-actina al microscopio de fluorescencia. Como se muestra
en la Figura 21, las células infectadas con la estirpe AspvB produciendo SpvB tras 4 horas
de induccién, no presentan tincién de los filamentos de actina, a diferencia de las
infectadas con bacterias no productoras de SpvB (plasmido control) y las no infectadas,
que mantienen la actina intacta (rojo). A partir de las imagenes tomadas al microscopio
de fluorescencia de las muestras inducidas produciendo SpvB, se determiné el nimero
de células infectadas que habian perdido los filamentos de actina. Como se indica en la
Tabla 7, el 73% y 85% de las células MCF-7 y HelLa infectadas respectivamente, no
presentan filamentos de actina tras 4 horas de induccion. Esta frecuencia aumenta
ligeramente en las MCEF-7 tras 20 horas de induccién, mientras en HeLa se incrementa
hasta alcanzar el 99% de la poblacién infectada. La presencia de células sin filamentos de
actina tras 20 horas de induccion se correlaciona ademds con una drastica parada en la

proliferacion de los cultivos (datos no mostrados).

107



108

Figura 21. Efecto de la expresion intracelular de SpvB en células tumorales tras 4
horas en ausencia (-) o presencia (+) del inductor salicilato sédico. Anélisis mediante
microscopia de fluorescencia (320x) de células HeLa (A) o MCE-7 (B) infectadas con S.
Typhimurium MPO302 (AspvB) portando los pldsmidos de alto numero de copias
pMPO52 (control) y pMPO1036 (spvB). Las imagenes corresponden a la superposicion
de la tincién de los filamentos de actina con faloidina-rodamina (rojo), la tincién de los
nucleos y el ADN bacteriano con Hoechst, y la proteina GFP (verde) expresada
constitutivamente por la bacteria MPO302. Escala: 25 pm.



Capitulo 3

Tabla.7. Porcentaje de células infectadas y binucleadas sin filamentos de actina.

, ) ) % células infectadas sin
, % células infectadas sin ) .
Linea celular ] . filamentos de actina y
filamentos de actina

binucleadas
HelLa4h 8541+7,11 9,17 + 3,39
HeLa 20 h 98,99 £ 2,11 48,01 £13,16
MCEF-74h 72,75+ 9,98 3,33+1,14
MCF-7 20 h 75,96 + 9,69 57,94 +9,34

Los datos representados son la media de 5 campos independientes (~ 100 células/ campo) tras 4 y 20
horas de induccién. El error mostrado corresponde a la desviacion estdndar de los datos.

El andlisis detallado de los nucleos tefiidos con Hoechst revela un defecto en
citocinesis relacionado con la pérdida del citoesqueleto de F-actina, ya que parte de esta
poblacion celular sin actina, presenta nticleos dobles (indicado con flechas Figura 22),
alcanzando una frecuencia del 50% tras 20 horas de induccién en ambas lineas
tumorales, como se indica en la Tabla 7. La tincion con Hoechst muestra ademas la
presencia de células con ntucleos fragmentados (cuadro amarillo en la Figura 22),
sugiriendo que la pérdida de los filamentos de actina y el defecto en la citocinesis

podrian conducir a la induccién de la apoptosis.

Figura 22. Microscopia confocal SPE (630x) de células HeLa infectadas con S.
Typhimurium AspvB produciendo SpvB durante 20 horas en presencia del
inductor salicilato s6dico. La imagen de 3,4 um corresponde a la superposicién de
los canales rojo (actina), verde (bacteria) y azul (ntcleos de las células y ADN
bacteriano). Muchas células muestran dos nucleos (flechas) y algunas presentan
nucleos fragmentados (cuadro amarillo). Escala: 25 uM.
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3. UTILIZACION DEL MUTANTE ApurD PARA EL ANALISIS DEL EFECTO
DE SpvB EN CELULAS EUCARIOTICAS.

La pérdida de los filamentos de actina, componente esencial del citoesqueleto, la
disminucion de la proliferacion y el defecto en citocinesis tras 20 horas de induccion
sugieren que la produccidn intracelular de SpvB puede afectar en ultimo término a la

viabilidad de las células infectadas.

La infeccion con Salmonella induce la apoptosis de células epiteliales no
fagociticas tras 12-18 horas, debido al efecto de ciertas proteinas sintetizadas por la
bacteria durante las primeras 7-8 horas de infeccion (Kim et al., 1998; Paesoldet al., 2002;
Knodler et al., 2001; Fink et al., 2007). Este hecho supone un inconveniente a la hora de
analizar la posible muerte celular debida a la sobreproducciéon de SpvB, ya que el efecto
de esta proteina quedaria enmascarado por el inducido en respuesta a la infeccion. Para
solucionar este problema, generamos una mutacion purD en la estirpe de S.
Typhimurium MPO302 (AspvB) utilizada anteriormente, mediante transduccion con un
lisado P22 obtenido sobre la estirpe MPO39 (ApurD:Kan®), para obtener la estirpe
MPO325 (AspvB ApurD::Kan). La estirpe atenuada MPO39 se gener6 sustituyendo el gen
purD de la estirpe 14028 por el gen de resistencia a kanamicina del plasmido pKD4
amplificado con los oligonucle6tidos purDprin-P2 y antifinpurD-P1, mediante el método
descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000). El gen purD codifica la 5'-
fosforribosil-glicinamida sintetasa, una de las enzimas implicadas en la biosintesis de
purinas (Chopra et al., 1991). Un mutante ApurD es capaz de invadir una célula
eucaridtica pero no puede replicarse en el interior de esta, sin embargo, el fenotipo

puede suprimirse por la adicion de adenina al medio de cultivo (Leung y Finlay, 1991).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, modificamos el protocolo de infeccion-
induccidn ajustando la concentracidon de adenina en el medio de cultivo y el tiempo en el
que esta esta disponible durante la infeccidon para controlar la proliferacién de la bacteria
en el interior de la célula eucaridtica y por tanto, la sintesis proteica que induce la muerte
celular por la infeccion. El protocolo optimizado permite la invasion y establecimiento

de la infeccién de Salmonella durante una hora (medio suplementado con adenina),
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seguido de la proliferaciéon y la induccion de la proteina de interés durante otra hora
(medio suplementado con adenina y el inductor salicilato sddico). A partir de este
momento, las células infectadas se mantuvieron durante el resto del experimento en
medio que contenia el inductor y una concentraciéon reducida de adenina (9,15 uM)
insuficiente para permitir la proliferacion de la bacteria. En estas condiciones se evita la
produccion de proteinas bacterianas que provocan la muerte celular intrinseca del

cultivo infectado.

Previo al andlisis de los efectos de SpvB a largo plazo, se determind la capacidad
de infeccidn, la induccidon de muerte celular intrinseca y la capacidad de produccién de
proteinas de la estirpe MPO325 (AspvB ApurD::Kan*) utilizando el protocolo optimizado
descrito anteriormente para comprobar asi si esta estirpe se adecuaba a nuestros

requerimientos.

3.1. Eficiencia de infeccion de la estirpe MPO325.

Para determinar la capacidad de infeccion de la estirpe PurD- (MPO325, AspvB
ApurD::Kan*) con respecto a la estirpe isogénica PurD* (MPO302, AspvB), se infectaron
con ellas las lineas celulares tumorales humanas de cancer cervical (HeLa), de mama
(MCEF-7 y MDA-MB-231), pancreatica (PANC-1) y colorrectal (HCT116) y se analiz6 la

eficiencia de infeccion mediante citometria de flujo.

Los datos obtenidos, mostrados en la Tabla 8, indican que ambas estirpes poseen
una eficiencia de infeccién similar que depende de la linea tumoral utilizada,
observandose el mayor porcentaje de infecciéon en las células HCT116 y el mas bajo en

las MDA-MB-231.
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Tabla 8. Eficiencia de invasion y replicacion intracelular de las estirpes de S. Typhimurium
MPO302 y MPO325 en distintas lineas tumorales.

Linea celular MPO302 AspvB MPO325 AspvB ApurD::Kan*
HeLa 65,06 + 3,32 61,73 +1,35
MCE-7 77,90 £1,64 72,72 +2,32
HCT116 81,68 +2,25 78,88 + 1,35
PANC-1 72,49 £ 0,24 65,71 + 3,00
MDA-MB-231 46,31 +1,85 40,18 + 4,82

Las células infectadas a una m.o.i de 1:100 fueron recogidas tras 4 horas de infeccién y se
analizaron 10.000 eventos por citometria de flujo. Los datos representan el porcentaje de células
infectadas (GFP positivas) y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes * la
desviacion estandar de los datos.

3.2. Capacidad de induccién de muerte celular por la estirpe MPO325.

La capacidad intrinseca del mutante AspvB ApurD:Kan® de inducir la muerte
celular en las condiciones de cultivo disefiadas, se determind midiendo la liberacion de
la lactato deshidrogenasa citosolica (LDH) en cultivos de células HeLa tras 24 horas de
infeccion con distintas estirpes PurD- y PurD* a una m.o.i de 1:100, como se describe en

Materiales y Métodos (apartado 9.4).

Las células infectadas se mantuvieron durante 2 horas en medio suplementado
con adenina para permitir la invasién y la produccion de proteinas bacterianas. El resto
del tiempo hasta su analisis, los cultivos se mantuvieron en medio con una concentracién
baja de adenina para evitar la proliferacion de la bacteria, excepto el control de
proliferacion de la estirpe MPO325 que se mantuvo con adenina normal durante todo el
ensayo. Como se observa en la Figura 23, cuando se reduce la concentracion de adenina
del medio tras 2 horas de incubacidn, la estirpe silvestre 14028 (wt) y el mutante AspvB
inducen la muerte de las células infectadas, mientras que los mutantes PurD-(ApurD o
AspvB ApurD::Kan®) son incapaces de hacerlo en las mismas condiciones. Por el contrario,
si se utiliza medio suplementado con una concentracién normal de adenina durante 24

horas, el porcentaje de muerte celular inducido por PurD- (AspvB ApurD:Kanr) es
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equivalente al producido por la estirpe isogénica PurD* (AspvB). Este comportamiento

del mutante ApurD es independiente de la presencia o ausencia del alelo AspvB.
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Figura 23. Citotoxicidad del mutante AspvB ApurD:: Kan* en células HeLa tras 24 horas de
infeccion. El porcentaje de muerte celular por infeccién de las distintas estirpes 14028 (wt),
MPO302 (AspvB), MPO305 (ApurD) y MPO325 (AspvB ApurD:: Kanr) se determiné midiendo
la liberaciéon de LDH con respecto a la liberada espontaneamente por un cultivo sin infectar.
La estaurosporina (STS) se usé como control de muerte celular. Los datos representados son
la media + la desviacién estandar de 3 experimentos independientes. El medio de cultivo fue
suplementado durante 2 horas con adenina a concentracién normal. El resto del tiempo, los
cultivos se mantuvieron en medio con concentracion de adenina reducida. Como control de
la muerte intrinseca por proliferacién de la estirpe MPO325, el medio fue suplementado con
una concentracién normal de adenina durante 24 horas (+Adenina).

Estos resultados confirman que la produccion de determinadas proteinas durante
las fases iniciales de la infeccién son criticas para inducir la muerte celular debida a la
infeccion. Utilizando el mutante AspvB ApurD:Kan® en las condiciones descritas
anteriormente, se evita la muerte inducida por la propia infeccion y de esta forma

podemos analizar la citotoxicidad debido a la superproducciéon de SpvB.
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3.3. Capacidad de produccion y secrecion de la estirpe MPO325.

Ademas de comprobar la eficiencia de infecciéon de la estirpe, es necesario
examinar su capacidad para producir y translocar proteinas al citosol eucaridtico bajo las

condiciones de crecimiento limitado y de induccion establecidas anteriormente.

Con este fin, se infectaron células HeLa con estirpes PurD* y PurD- que portaban
el vector de expresion pMPO1004, como se describe en Materiales y Métodos (apartado
9.1.1) suplementando el medio con distintas concentraciones de adenina. El plasmido
pMPO1004, que lleva el péptido sefial de sspH2 fusionado al epitopo HA bajo el control
del promotor Pm, permite la expresion y translocacion de la fusién SspH2-2HA
mediante el TTSS SPI-2 de Salmonella en presencia del inductor salicilato sédico (Medina

et al., 2011).

A partir de lisados de las células infectadas, se analiz6 la presencia de la fusion
SspH2-2HA en el citosol mediante inmunoblot con el anticuerpo HA, como se muestra en
la Figura 24 (pagina siguiente). Los mutantes ApurD necesitan adenina a concentracion
normal para obtener una secrecidén equivalente a la observada con las estirpe PurD*
(carriles 5 y 6), siendo incapaces de producir y secretar (carril 1) cuando la adenina esta

ausente.

Por el contrario, la presencia de adenina en el medio durante las dos primeras
horas de la infeccién es suficiente para detectar la produccion inducida con salicilato
sodico y la secrecion de la fusion SspH2-2HA en el citosol (carril 2). Por otro lado, como
se observa en el carril 3, la presencia del alelo AspvB no afecta a la produccion ni

secrecion de SspH2-2HA.

En conjunto, estos resultados muestran que la estirpe MPO325 es adecuada para
analizar el efecto citotoxico producido por SpvB a largo plazo ya que permite evitar la
muerte celular inducida por la propia infecciéon gracias a la presencia de la mutacién
ApurD y el ajuste de la concentracion de adenina en el medio, a la vez que es capaz de
responder a la induccidén por salicilato produciendo y translocando la proteina de

interés.
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Figura 24. Produccion y secrecion de SspH2-2HA de las estirpes wt, ApurD o/y AspvB en
presencia o ausencia de adenina. Las células HeLa se infectaron con las distintas estirpes de
S. Typhimurium durante 24 horas. El medio de los cultivos de los carriles del 2 al 6 fue
suplementado durante 2 horas con adenina a concentracién normal. El resto del tiempo, los
cultivos de los carriles 2, 3, 5 y 6 se mantuvieron en medio con concentracién de adenina
reducida mientras el carril 4 se mantuvo con una concentraciéon normal durante todo el
ensayo. Al medio de cultivo del carril 1 no se le afiadié adenina en ningn momento. Las
muestras se lisaron y la fraccion citoplasmatica (30 pg) de cada muestra fue analizada en
geles de acrilamida del 12,5%, transferida a una membrana PVDF y reveladas usando los
anticuerpos anti-HA.11 y a-tubulina. Carriles 1: MPO325 (sin adenina); 2: MPO305 (adenina
reducida); 3: MPO325 (adenina reducida); 4: MPO325 (concentracion normal de adenina); 5:
14028 (adenina reducida); 6: MPO302 (adenina reducida). La a-tubulina se usé como control
de carga de la fraccién citosdlica eucaridtica.

4. PRODUCCION DE SpvB EN DISTINTAS LINEAS TUMORALES

USANDO LA ESTIRPE MPO325.

Una vez obtenida la estirpe adecuada y establecidas las condiciones de cultivo,

comprobamos la capacidad de la estirpe MPO325 para reproducir los efectos de la

superproduccion de SpvB en condiciones de crecimiento limitado. Con este fin, se

infectaron las lineas tumorales HeLa, MCF-7, MDA-MB-231, PANC-1 y HCT116 con la

estirpe MPO325 (AspvB ApurD:Kanf) portando el pldsmido productor de SpvB

(pPMPO1036) o el plasmido control (pMPO52) a una multiplicidad de infeccién de 1:100.

Las células fueron fijadas, permeabilizadas, y tefiidas con Hoechst y faloidina-rodamina

24 horas después de la infeccion e induccion en las condiciones descritas anteriormente.
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El andlisis mediante microscopia de fluorescencia muestra que la estirpe PurD-
(AspvB ApurD:: Kan®) productora de SpvB, con sélo una hora de produccidn, es capaz de
reproducir los efectos que se consiguen con la estirpe PurD* (AspvB) (Figura 21),
observandose una disminucién del crecimiento celular, la pérdida de los filamentos y
citoesqueleto de actina y la acumulacion de células binucleadas en todas las lineas

tumorales ensayadas (Figura 25).

Control SpvB

Hela

MCEF-7

HCT116

PANC-1

MDA-MB-231

Figura 25. Efecto de la expresion intracelular de SpvB en distintas lineas tumorales
utilizando la estirpe MPO325 tras 24 horas de infeccion. Analisis mediante microscopia de
fluorescencia (320x) de células HeLa, MCEF-7, HCT116, PANC-1 y MDA-MB-231 infectadas
con S. Typhimurium MPO325 (AspvB ApurD::Kanr) portando los plasmidos pMPO52 (control)
y pMPO1036 (SpvB). Los filamentos de actina se muestran en rojo, los nucleos de las células
en azul y la bacteria en verde. Escala: 50 pm.
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La visualizacion de la tincion con Hoechst de las células infectadas a mayor
aumento en un microscopio confocal (Figura 26), muestra la existencia de ntuicleos dobles
y en el algunos casos, nucleos fragmentados (flechas amarillas y blancas,
respectivamente) caracteristicos de la muerte inducida por apoptosis. Este dato sugiere,
por tanto, que la pérdida del citoesqueleto y el defecto en citocinesis podrian

desencadenar este tipo de muerte celular.

Figura 26. Microscopia confocal SPE (630x) de células HeLa infectadas con S.
Typhimurium AspvB ApurD:Kan' produciendo SpvB durante 24 horas. La imagen
de 9,8 pum corresponde al solapamiento de la tincién de ntcleos con Hoechst (azul),
tinciéon de los filamentos de actina con faloidina-rodamina (rojo) y la expresion
constitutiva de GFP (bacterias en verde). Células binucleadas (flecha amarilla) y
nucleos fragmentados (flecha blanca). Escala: 15 pM.

Dado que las infecciones se realizaron en condiciones de limitacion de
proliferacién bacteriana, podemos afirmar que los efectos observados se deben a la
produccion intracelular de SpvB y no a la expresion de otras proteinas bacterianas que
inducen la muerte celular. Por tanto, estas condiciones nos permitiran estudiar el posible

papel de SpvB en la muerte celular y en la induccion de la apoptosis.
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5. EFECTO DE LA PRODUCCION CONTROLADA DE SpvB SOBRE EL
CICLO CELULAR.

La presencia de células binucleadas tras la infecciéon con salmonellas productoras
de SpvB es un indicador de un defecto en citocinesis y por tanto, de una alteracion del
ciclo celular. Para caracterizar en mayor profundidad el efecto de la sobreexpresiéon de
SpvB en la progresion del ciclo celular y la viabilidad de las células infectadas se

analizaron los ciclos de distintas lineas tumorales infectadas.

Para analizar el ciclo celular, la capacidad de Salmonella de infectar una
determinada linea celular es un factor limitante debido a que las células no infectadas
continuan dividiéndose y pueden enmascarar los efectos obtenidos en las células
infectadas. Para obtener un ntimero suficiente de células infectadas, incrementamos la
multiplicidad de infeccion hasta 1:250 en todas las lineas tumorales, alcanzando

porcentajes de infeccidon de entre 80-90% en la mayoria de los casos (Tabla 9).

Tabla 9. Eficiencia de invasion y replicacion intracelular de la estirpe de S. Typhimurium
MPO325 en distintas lineas tumorales utilizando una m.o.i de 1:250.

Li lul MPO325
inea celular AspuB ApurD:: Kanr Las células infectadas fueron
recogidas tras 4 horas de infeccién
HeLa 91,27 + 1,26 y se analizaron 10.000 eventos por
citometria de flujo. Los datos
MCEF-7 93,28 £2,19 representan el porcentaje de

células infectadas (GFP positivas)

HCT116 87,59+1,19 y corresponden a las medias de 3
PANC-1 8044 + 0.75 experimentos independientes + la
e desviacion estandar.
MDA-MB-231 62,58 +2,58

Para analizar las distintas fases del ciclo celular, las células sin infectar y las
infectadas con la estirpe MPO325 que porta los pldsmidos pMPO52 (control) o
pMPO1036 (productor de SpvB) se recogieron tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.
Las muestras se fijaron, se tifieron con yoduro de propidio y se analizaron mediante

citometria de flujo como se ha descrito en Materiales y Métodos (apartado 9.5).
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El yoduro de propidio proporciona informacion sobre el contenido de ADN
permitiendo clasificar las células en las distintas fases del ciclo celular. Las células
viables presentaran dos picos en el histograma, 2N y 4N. El pico 2N corresponde a las
células en fase Go y Gi, que ain no han replicado su ADN, mientras que las células en
fase G2 y M poseeran el doble de contenido debido a su paso por la fase de sintesis de
ADN (fase S), formando el pico 4N. Tras la citocinesis, el contenido se reduce hasta 2N.
Las células apoptoticas, debido a la fragmentacion del ADN por activacion de
endonucleasas, aparecerdn como un pico correspondiente a un contenido en ADN

inferior a 2N (SubG:1) delante de Gi (Figura 27).
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Figura 27. Distribucién de células HeLa en las distintas fases del ciclo celular segin su
contenido de ADN. Se representa el analisis por citometria de flujo de células sin tratar
(linea continua) o tratadas con el agente despolimerizante de la actina latrunculin A 4 uM
(linea discontinua), que induce la apoptosis de las células (aparicion del pico SubGi)
durante 48 horas, tras la tinciéon con yoduro de propidio.

Los resultados obtenidos con la linea tumoral HeLa se presentan en la Figura 28.
Tras 12 horas de induccion, la sobreexpresion de SpvB en el interior de las células
tumorales produce un aumento del pico correspondiente a la poblaciéon de células con
un contenido 4N, acompafado de una disminucién del nimero de células en fase Gi
(pico 2N) y un ligero descenso de las células en fase S. El bloqueo de las células en 4N,

que alcanza casi un 50% de la poblacion total, se mantiene tras 24 horas de induccién.
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Este pico se desplaza hacia SubGi al cabo de las 48 horas, indicando la muerte celular del
30% de la poblacion, mientras que el bloqueo desaparece (Tabla 10). Los picos
correspondientes a células en fase Go/Gi1y S que se mantienen o incrementan, podrian

asociarse a la poblacion de células no infectadas.

Control SpvB
GO/Gl
SubG, Go/G; .
SubG, G,/M 1 G,/M Tiempo (h)
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Figura 28. Representacion de la distribucion de células HeLa en las distintas fases del ciclo
celular por citometria de flujo. 10.000 células de la poblacion infectada con S. Typhimurium
MPO325 portando el plasmido pMPO52 (control) o pMPO1036 (productor de SpvB) fueron
analizadas tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.
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Tabla 10. Porcentaje de células HeLa en cada fase del ciclo celular.

HELa no Porcentaje de células en cada fase
infectadas
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 036+0,08 5414+044 2338+0,15 21,35+0,553 1,31+0,09
12 0,74+0,06 59,09+063 2037+031 1870+0,74 1,53+0,11
24 1,10£0,03  6582+1,01 1641+0,60 16,04+036 1,04+0,05
48 1,78+0,07 6550+0,67 1633+0,67 1620+0,18 0,63+0,13
Control Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 0,37+0,08 51,78+057 23,67+0,55 23,37+0,08 1,30+0,24
12 1,59+031 56,00+0,30 19,87+058 2091+0,11 2,15+0,16
24 316+0,40 56,67+0,62 17,35+0,28 20,69+0,27 2,56 +0,07
48 4,68 +0,91 61,64+121 14,62+0,72 1740+0,97 2,11+0,38
SpvB Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 0,37+0,09 5206+088 2421+0,14 22,70+0,99 1,19+0,09
12 1,75+ 0,02 34,00+1,57 1570+0,19 46,71+1,21 2,19+0,26
24 502+0,58 36,02+034 1099+0,27 44,69+0,49 3,63+0,27
48 30,88+1,39 3741+094 11,12+0,50 17,34+126 3,55+0,11

Se analizaron 10.000 eventos de la poblacion celular mediante citometria de flujo a los tiempos
indicados. Los datos representan el porcentaje de las muestras infectadas con MPO325 portando el
plasmido control o SpvB y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes + la desviacion
estandar. En rojo se muestran los datos mas significativos.

Resultados similares se obtuvieron con las células MCF-7 (Figura 29 y Tabla 11).

En ambas lineas celulares la propia infeccion (control en Tablas 10 y 11 para HeLa
y MCE-7, respectivamente) no parece influir en la distribuciéon de células en las distintas
fases del ciclo celular, ya que la los valores de cada fase son equivalentes en las células

no infectadas y en la infeccién control con el vector que no expresa SpvB.
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Figura 29. Representacion de la distribucion de células MCF-7 en las distintas fases del
ciclo celular por citometria de flujo. 10.000 células de la poblacién infectada con S.
Typhimurium MPO325 portando el plasmido pMPO52 (control) o pMPO1036 (productor de
SpvB) fueron analizadas tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.

Tabla 11. Porcentaje de células MCF-7 en cada fase del ciclo celular.

MCF-7 ne Porcentaje de células en cada fase
infectadas
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 073+0,10 6543+046 19,18+0,36 1429+0,33 0,82+0,11
12 1,31+0,21 61,59+0,83 11,62+0,04 24,09+0,69 1,69+0,13
24 239+090 57,78+255 16,56+0,86 1825+2,13  551+0,50
48 3,29+141 60,45+1,19 14,09+0,66 17,82+0,89 4,72 + 0,06
Control Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 0,70+0,20 68,54+2,71 17,20+1,28 12,00+ 1,36 1,92 +0,39
12 1,55+£022 5999+0,68 12,32+045 2436+0,40 2,08+0,39
24 1,74+036 5812+1,03 1589+0,36 20,70+0,08 3,96+0,39
48 390+0,63 5767+121 1431+046 1858+0,69 594+0,54
SpvB Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 0,96+023 6876+0,32 1749+030 11,17+0,34 2,07+0,19
12 3,44 +0,71 44,04+1,15 12,21+0,59 37,99 +2,30 2,68 £0,10
24 2,78+0,25 4563+2,29 11,49+1,36 34,97 +2,89 5,55+0,74
48 31,20+2,72  24,08+2,16 7,38+0,20 2692+0,26 10,69+1,75

Se analizaron 10.000 eventos de la poblacién celular mediante citometria de flujo a los tiempos

indicados. Los datos representan el porcentaje de las muestras infectadas con MPO325 portando el

plasmido control o SpvB y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes + la

desviacion estandar. En rojo se muestran los datos mas significativos.

122



Capitulo 3

En el caso de las células HCT116 (Figura 30), el efecto de la sintesis de SpvB sobre
la viabilidad celular se observa 12 horas después de la induccion, alcanzandose en este
punto un 34% de muerte celular (Tabla 12). Este incremento en la poblacién SubG: se
corresponde con la disminucion de las células en fase Go/G:1 y S durante las primeras 12
horas. Por otro lado, se observa un aumento del pico correspondiente a la poblacion 4N
como en los casos anteriores. Tras 24 horas de induccion, el descenso de la poblacion 4N,
junto con la disminucién de células en fase Go/G:1 y S, contribuyen al incremento de la

poblacion apoptotica/necrotica, que alcanza un 58% del total de la poblacion analizada.

Control SubG, SpvB

GO/Gl

G,/M '
SubG, JIL-/Z/\ Go/G1_G,/M Tiempo (h)
ki o S 48
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Figura 30. Representacion de la distribucion de células HCT116 en las distintas fases del
ciclo celular por citometria de flujo. 10.000 células de la poblaciéon infectada con S.
Typhimurium MPQO325 portando el plasmido pMPO52 (control) o pMPO1036 (productor de
SpvB) fueron analizadas tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.

Por otra parte, cabe destacar que la propia infecciéon de las células HCT116 induce
la muerte celular del 16% de la poblacién analizada a las 48 horas (comparese control y
HCT116 no infectadas en Tabla 12). A pesar de que este dato es sensiblemente superior
al obtenido con otras lineas celulares el efecto de la produccion de SpvB sigue siendo
claramente apreciable, ya que su presencia incrementa este porcentaje hasta un 78% tras

48 horas de induccién (SpvB, Tabla 12).
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Tabla 12. Porcentaje de células HCT116 en cada fase del ciclo celular.

HCT116 no Porcentaje de células en cada fase

infectadas

Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 1,54+ 0,34 42,81 +1,52 18,24 + 0,91 35,95+ 0,87 2,10 £ 0,08
12 1,69 +0,12 44,12 +1,06 20,93 +0,80 31,11 +0,07 2,89+0,15
24 2,28+0,25 53,65 +0,71 18,42 + 0,38 23,61 +0,70 2,70+0,20
48 3,64 + 0,65 52,59 +1,07 16,42 + 1,61 21,76 + 0,88 6,10+ 1,46

Control Porcentaje de células en cada fase

Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 1,40 £ 0,56 3823+0,88 21,57+048  37,07x057 2,55+0,31
12 10,81 + 1,44 42,72 +0,81 19,20+ 0,67 25,18 +0,87 2,84 +0,30
24 16,22 + 1,47 29,71+0,72 22,28 +0,42 29,44 + 0,95 3,07 +0,13
48 16,15+ 1,98 32,48 +2,08 17,98 + 0,59 29,79 +1,03 4,17 +0,15

SpvB Porcentaje de células en cada fase

Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 0,75+0,28 40,21 +0,40 21,73 +0,54 35,58 +1,12 2,42 + 0,64
12 34,31 +2,17 14,92 + 0,91 8,56 +0,72 37,97 +1,73 4,62 +0,49
24 58,65+3,32  10,21+0,94 5,33 +0,55 22,50+3,68  3,60+0,65
48 78,35 + 3,30 4,43 +0,96 3,01 +0,62 7,79 +1,68 6,57 +0,39

Se analizaron 10.000 eventos de la poblacién celular mediante citometria de flujo a los tiempos
indicados. Los datos representan el porcentaje de las muestras infectadas con MPO325 portando el
plasmido control o SpvB y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes + la

desviacion estandar. En rojo y en azul se muestran los datos mas significativos.

En la Figura 31 se muestra la distribucion de las células PANC-1. Con estas

células los datos no son tan concluyentes aunque siguen mostrando los mismos efectos.

Se observa un ligero incremento de la poblacién 4N tras 12 horas en todos los casos, y

este aumento se mantiene 24-48 horas después de la induccién en el caso de la poblacion

afectada por la produccion de SpvB. El incremento del pico SubG: observado tras 48

horas parece corresponder con la suma de la proporciéon de muerte celular inducida por

la propia infeccion junto con el efecto causado por la produccién de SpvB.
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Figura 31. Representacion de la distribuciéon de células PANC-1 en las distintas fases del
ciclo celular por citometria de flujo. 10.000 células de la poblacién infectada con S.
Typhimurium MPO325 portando el plasmido pMPO52 (control) o pMPO1036 (productor de
SpvB) fueron analizadas tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.

Tabla 13. Porcentaje de células PANC-1 en cada fase del ciclo celular.

?ANC-l no Porcentaje de células en cada fase
infectadas
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 299+095 5519 £0,99 20,11 £+047 19,11 +0,89 3,20 +0,49
12 2,90 0,08 52,18 + 0,21 12,59+0,53  28,70+0,07 3,64+0,22
24 4,68 +0,43 52,45 + 0,85 17,74 £ 0,51 20,83 +0,22 4,06 +0,31
48 7,43 + 0,86 5415+1,84 13,60+1,10 20,18+0,74 4,60+0,59
Control Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 1,54 £0,20 52,56 £2,04 19,75 £0,25 22,49 +1,62 4,24 +0,53
12 581 +0,37 43,11 £1,97 11,73 £+0,40 34,71 +1,65 4,45 +0,47
24 13,56 + 3,32 42,70 +1,95 13,85+ 0,93 24,13 +1,87 5,51 +£0,54
48 14,06 + 3,66 41,93 +1,42 14,03 + 0,69 24,47 +1,15 5,27 + 0,38
SpvB Porcentaje de células en cada fase
Tiempo (h) SubG: Go/G1 S G2/M >4N
0 1,24+ 0,20 55,21+ 0,14 18,75+ 0,65 21,54 + 0,68 3,75+0,22
12 16,21 +3,94 30,99 +2,48 9,25+ 0,49 38,46+500  5,05+0,38
24 27,21 +1,85 29,47 +2,25 8,43 £ 0,62 30,40 = 2,61 4,55 +0,29
48 28,44+1,65  27,09+0,67 8,83 + 0,30 2946+1,32  6,09+0,14

Se analizaron 10.000 eventos de la poblacién celular mediante citometria de flujo a los tiempos
indicados. Los datos representan el porcentaje de las muestras infectadas con MPO325 portando el
plasmido control o SpvB y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes + la
desviacion estandar. En rojo y en azul se muestran los datos més significativos.
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Al igual que ocurre en la linea HCT116, la linea PANC-1 parece ser mas sensible
a la infeccion por Salmonella, ya que esta induce por si mismo la muerte celular a un 14%
de la poblacion tras 48 horas (Tabla 13). En este caso, la produccidon de SpvB también
produce un incremento de la poblacién apoptotica/necrética tras 48 horas de induccién
con respecto a las células infectadas con Salmonella portadoras del pldsmido vacio
(control), aunque el aumento es de solo 2 veces en el tiempo maximo analizado de 48

horas.

Los resultados para las células MDA-MB-231 se muestran en la Figura 32 y Tabla
14. Aunque la sintesis de SpvB en el interior de estas células produce un incremento del
pico de células con un contenido 4N tras 12 horas de induccién, estas no evolucionan
hacia SubGi en el tiempo maximo analizado, como observamos en el resto de las lineas
celulares probadas anteriormente. En este caso, estas células siguen replicando su ADN,
lo que origina un aumento de la poblacion celular con contenido de ADN superior a 4N

(endorreduplicacion), siendo esta poblacidn el 25% del total tras 24 horas de induccion.
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PR v 24

\“'-“‘""’\ A 12
L 0

2N 4N 2N 4N
Contenido en ADN

Numero de células

Figura 32. Representacion de la distribucion de células MDA-MB-231 en las distintas
fases del ciclo celular por citometria de flujo. 10.000 células de la poblacién infectada con
S. Typhimurium MPO325 portando el plasmido pMPO52 (control) o pMPO1036
(productor de SpvB) fueron analizadas tras 0, 12, 24 y 48 horas post-induccion.
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Tabla 14. Porcentaje de células MDA-MB-231 en cada fase del ciclo celular.

MDA-MB-
231 no Porcentaje de células en fase

infectadas

Tiempo (h) SubGi Go/G1 S G2/M >4N
0 0,96 + 0,06 44,90 +1,60 17,85+ 0,64 34,14 +1,42 2,72+£0,28
12 0,89+0,15 5197+147  1489+0,38 29,69 +0,42 3,06 + 0,65
24 0,75+0,11  56,50+0,66  11,98+0,30  27,10+0,40 4,06 +0,72
48 0,67+0,10 60,86+194 12,35+0,58 23,92+1,26 2,59 +0,45

Control Porcentaje de células en fase

Tiempo (h) SubG1 Go/G1 S G2/M >4N
0 1,00£041 47,19+0,68 19,61+0,63  30,05+1,18 2,78 +0,27
12 1,20+0,21 51,01 +0,45 14,66 + 0,42 29,87 +0,49 3,74+ 0,41
24 0,73 0,22 44,64 + 0,81 14,32+ 0,75 36,58 +1,31 4,20+ 0,25
48 0,83+0,25 50,58+0,21 18,86+0,41 26,84+0,71 3,68 + 0,40

SpvB Porcentaje de células en fase del ciclo

Tiempo (h) SubGi Go/G1 S G2/M >4N
0 1,05+£0,16  4497+0,67 19,69+054  31,55+0,67 3,35+0,55
12 412+1,17 30,96 + 0,62 9,17 £+ 0,47 47,73 +1,12 8,50+0,70
24 2,48+0,36  23,31+1,03 9,19+ 0,46 39,63+1,03  2575+0,60
48 2,60 + 0,54 39,37 +3,72 20,43 + 3,42 26,07 +1,06 12,34 +1,24

Se analizaron 10.000 eventos de la poblacién celular mediante citometria de flujo a los tiempos
indicados. Los datos representan el porcentaje de las muestras infectadas con MPO325 portando el
plasmido control o SpvB y corresponden a las medias de 3 experimentos independientes + la
desviacion estandar. En rojo se muestran los datos mas significativos.

La endorreduplicacion es caracteristica de otras toxinas que modifican la actina
(Moon et al.,, 2008), sin embargo, la sintesis de SpvB solo produce un aumento
considerable del porcentaje de células poliploides en el caso de las células MDA-MB-231.
Esto podria deberse a que estas células superan el control Gi/S del ciclo celular debido a
la sobreexpresion de las ciclinas A y E (Kronenwett et al., 2003), y contintan duplicando

su ADN.

En conjunto, el analisis de los ciclos celulares de las lineas tumorales infectadas
indica que la pérdida de los filamentos de actina y el defecto en citocinesis debido a la
sobreexpresion de SpvB originan un bloqueo en el ciclo y finalmente conducen a la
muerte celular, aunque el porcentaje de células que inducen apoptosis/necrosis depende

de la linea celular y de su respuesta a la infecciéon bacteriana.
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6. SEGUIMIENTO in vivo DEL EFECTO DE LA PRODUCCION CONTROLADA DE
SpvB EN EL INTERIOR DE CELULAS TUMORALES.

El andlisis por citometria de flujo reveld que la sintesis intracelular de SpvB
produce un incremento de la poblacion 4N tras 12 horas de induccién. En todos los
casos, excepto en las células MDA-MB-231, esta poblacidn se redujo tras 24-48 horas de
induccién coincidiendo con un aumento de la poblacién SubGi lo que muestra que la
pérdida de los filamentos de actina y el bloqueo del ciclo conducen a la muerte celular.
Las células con contenido de ADN 4N pueden corresponder a células binucleadas que
han completado la mitosis pero son incapaces de llevar a cabo la citocinesis en ausencia
de actina (bloqueadas en G1/S) pero también puede ser células mononucleadas que tras
replicar su ADN no pueden entrar en mitosis y segregar las cromatidas por la misma

razon (bloqueadas en Gz/M).

Para determinar si la muerte celular se induce por el bloqueo solo en una de estas
etapas del ciclo celular o en cualquiera de ellas, se utilizaron células HeLa que expresan
establemente la histona H2B marcada con mCherry y la a-tubulina con mEGFP para
seguir la progresion del ciclo celular in vivo. La infeccién con S. Typhimurium MPO325
portando el pladsmido vacio pMPO52 (control) y pMPO1036 (productor de SpvB), se
realizd como se ha descrito en Materiales y Métodos (apartado 9.3.3). Las imagenes de
los cultivos tomadas cada 30 minutos durante 20 horas por un microscopio Deltavision
(Applied Precision) se muestran en la Figura 33. En la muestra control se observa que la
infeccion no afecta a la viabilidad de las células, en concordancia con experimentos
previos. Por el contrario, cuando analizamos las imdagenes correspondientes a la
infeccion con salmonellas productoras de SpvB, las células cambian de morfologia a lo
largo del tiempo (véanse imagenes con contraste de fases), observandose la contraccion
de las células, la formacién de burbujas (blebbing) en la membrana plasmatica y la
fragmentaciéon del ADN. Todos estos cambios son caracteristicos de la apoptosis.
Podemos encontrar distintos tipos de células cuyos ntcleos acaban fragmentandose. Por
un lado, se pueden observar células mononucleadas que replican su ADN y culminan la
mitosis. A partir de aqui, la ausencia de actina les impide realizar la citocinesis y

permanecen como células binucleadas bloqueadas en Gi/S (véase imagen SpvB-células

128



Capitulo 3

binucleadas). Por otro lado encontramos células mononucleadas que han conseguido
terminar un ciclo de mitosis y citocinesis. Estas células pueden replicar sus ADN, pero la
falta de actina les impediria culminar el ciclo y, tras bloquearse en la fase G2/M, inducen
la muerte celular por apoptosis (véase imagen SpvB-células mononucleadas). Para
visualizar el proceso completo véanse los videos 1, 2 y 3 del material suplementario. Los

datos permiten concluir, por tanto, que el efecto de SpvB induce la muerte celular en

ambos tipos de células bloqueadas por la ausencia de actina.

Control

SpvB. Células binucleadas

SpvB. Células mononucleadas

L

Figura 33. Microscopia confocal time-lapse de un cultivo infectado con S. Typhimurium
MPO325 portando el vector vacio (control) o vector SpvB (SpvB) durante 20 horas de
induccién. Se muestra las imagenes tomadas con fluorescencia (fila superior) y con
contraste de fases (fila inferior) en cada caso. Las células HeLa expresan de forma estable
H2B-mCherry (rojo) y a- tubulina-mEGFP (verde). Las bacterias expresan constitutivamente
la proteina GFP (puntos verdes). Tiempo en horas. Proyeccion de la intensidad maxima de
16 planos. Escala: 15 pm.
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7. SpvB INDUCE APOPTOSIS MEDIANTE LA ACTIVACION DE LA
CASPASA-3Y -7.

Los datos de citometria indican que la produccion de SpvB, en condiciones en las
que se limita la proliferacion de la bacteria y la sintesis de otras proteinas relacionadas
con el proceso de infeccién, induce la muerte celular en la mayoria de las lineas
tumorales infectadas. Aunque no podemos distinguir células apoptdticas de necrdticas
mediante esta técnica, los cambios morfoldgicos observados en cultivos in vivo sugieren
la apoptosis como mecanismo de muerte celular. Para determinar si la muerte celular
producida por la sobreexpresion de SpvB es debida a la induccién de apoptosis, se
seleccionaron dos de las lineas tumorales utilizadas hasta el momento, HeLa y MCEF-7,
con las que se realizaron los experimentos descritos a continuacién para intentar detectar

marcadores de este tipo de muerte celular en las células afectadas.

Uno de los indicadores de la muerte celular por apoptosis es la protedlisis de la
poli-ADP-ribosa-polimerasa 1 (PARP-1). Esta enzima nuclear de 116 kDa estd implicada
en la reparacion del ADN. En una fase temprana de la apoptosis las caspasas fragmentan
la PARP-1, separando el dominio de union a ADN (24 kDa) del dominio catalitico (89
kDa), inactivando la enzima (Kauffmann et al., 1993). La fragmentacién de la PARP-1
también puede producirse durante la necrosis pero de forma diferente, obteniéndose
fragmentos de tamafos distintos a los producidos durante la apoptosis (Shah et al.,

1996).

Células HeLa y MCEF-7 infectadas con MPO325 portando el plasmido control y el
que expresa spvB fueron recogidas tras 24 y 48 horas de inducciéon. A partir de los
extractos totales, obtenidos como se ha descrito en Materiales y Métodos (apartado
6.2.1), se analiz6 la presencia de p89 mediante Western blot. Como se muestra en la
Figura 34 (pagina siguiente), solo en las células infectadas con salmonellas productoras
de SpvB, se detecta una banda de 89 kDa correspondiente a la fragmentacion del
sustrato PARP-1 (116 kDa), indicando que la sintesis intracelular de SpvB induce

apoptosis en estas células.
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Esta descrito que SpvB es una de las proteinas de Salmonella implicadas en la
induccidon de apoptosis dependiente de caspasa-3 en células eucariotas (Paesold et al.,
2002; Libby et al., 2000), sin embargo, las células MCE-7 carentes de caspasa-3 (Janicke et
al., 1998) sufren apoptosis en presencia de SpvB, como puede observarse en la figura
anterior, sugiriendo que este proceso podria ser dependiente de otras caspasas. In vitro
todas las caspasas son capaces de fragmentar PARP-1, mientras in vivo es probable que

solo las caspasas-3 y -7 puedan hacerlo (Salvensen y Dixit, 1997).

AspvB ApurD::Kan' AspvB ApurD::Kan"
Hela STS R +spvB MCF-7 STS R +spvB
— — R i pr— === | PARP-1 (116 kDa)
o ‘ —— ~ | Fragmento PARP-1 (89 kDa)

L et -— - — s e — @& | o-tubulina (60 kDa)

Figura 34. Estudio de la proteolisis de PARP-1 por superproducciéon de SpvB. Células HeLa
(izquierda) y MCF-7 (derecha) fueron infectadas con MPO325 (AspvB ApurD:Kanr) portando
el plasmido control (-) o productor de SpvB (+spvB) a una m.o.i de 1:250, y recogidas tras 24 y
48 horas post-induccion. Los extractos totales (50 pig) fueron resueltos en geles de acrilamida
al 10%. Las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF y se revelaron usando los
anticuerpos anti-PARP (paneles superiores) y anti-a-tubulina (paneles inferiores). Los
primeros carriles de cada imagen corresponden al control de células sin infectar. La
estaurosporina 1 pM (STS) se utilizé6 como control de inducciéon de apoptosis. La a-tubulina
sirvié como control de carga.

Para determinar si la expresion de SpvB induce apoptosis dependiente de
caspasa-3, caspasa-7 o ambas, analizamos la protedlisis de ambas procaspasas en los
lisados de células HeLa y MCEF-7 infectadas con MPO325 portando el plasmido vacio o el
productor de SpvB mediante Western blot. Como puede observarse en la Figura 35A, la
superproduccidon de SpvB produce un aumento de la caspasa-7 activa en ambas lineas

celulares y la induccion de la caspasa-3 en el caso de las células HeLa (Figura 35B).

Estos resultados sugieren que ambas caspasas son activadas en ausencia de
actina, y que, al menos en MCF-7, la apoptosis inducida por produccion de SpvB es

independiente de la caspasa-3.
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Figura 35. Estudio de la protedlisis de las caspasas 3 y 7. Células HeLa (izquierda) y MCEF-7
(derecha) fueron infectadas con MPO325 (AspvB ApurD::Kanr) portando el pldsmido control (-)
o productor de SpvB (+spvB) a una m.o.i de 1:250, y recogidas tras 24 y 48 horas post-
induccion. Los extractos totales (75-100 pg) fueron resueltos en geles de acrilamida al 12,5%.
Las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF y se revelaron usando los
anticuerpos anti-caspasa-7 (A), anti-caspasa-3 procesada (B) y anti-a-tubulina. Los primeros
carriles de cada imagen corresponden al control de células sin infectar. La estaurosporina 1
puM (STS) se utilizé como inductor de apoptosis. La a-tubulina sirvié como control de carga.

8. EXPRESION CONTROLADA DE SpvB EN ANIMALES INFECTADOS.

Una vez demostrado que la expresion controlada de SpvB produce la muerte
celular de la mayoria de las lineas tumorales ensayadas en trabajos con cultivos
celulares, decidimos explorar su posible utilizaciéon como agente antitumoral en modelos
animales. Para ello, se construyeron vectores y estirpes adecuadas para la expresion de

SpvB inducible por salicilato por S. Typhimurium en ratones con tumores implantados.

8.1. Construccion de vectores de bajo numero de copias.

Para la realizacidn de los ensayos en ratones, se necesita un vector estable de bajo
numero de copias con niveles de expresion reducidos que impidan la produccién de la
proteina de interés antes de la induccion. Con este fin se construyeron los vectores de
bajo nimero de copias pMPO1044 y pMPO1045 en los que la secuencia del gen spvB se
traduce desde el sitio de union al ribosoma del bacteriéfago T7 (SD T7) o el propio de
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SpvB, respectivamente (SDspvB). Para reducir el nivel basal de transcripcién, estos
vectores portan el atenuador nasF entre el promotor Pm y el sitio de unién de ribosomas.
Para la construccion de pMPO1044 (Pm-atenuador de nasF-SD T7-spvB), se digirio el
vector pMPO1036 (Pm-SD T7-spvB) con las enzimas Smal y Sall, y el fragmento se clond
en el vector de bajo nimero de copias pMPO60, que lleva el atenuador de nasF bajo el
control del promotor Pm. Para la obtenciéon de pMPO1045 (Pm-atenuador de nasF-
SDspuB -spvB), se amplificdé por PCR recurrente una secuencia de 100 pb de Salmonella
14028 conteniendo el inicio del marco de lectura de spvB y un fragmento de la secuencia
aguas arriba de este gen que incluye el sitio de unién a ribosoma SDspvB. Para ello se
usaron los oligonucledtidos SDspvB F2 y SDspvB R2. El producto de la PCR se digirié

con las enzimas Smal-Bcll y se cloné en pMPO1044.

Como se observa en la Figura 36, la produccién de SpvB utilizando los vectores
pMPO1044 y pMPO1045 es suficiente en ambos casos para observar el efecto de esta
proteina en células HeLa y MCEF-7, tras 4 horas de induccién, mediante microscopia de
fluorescencia. Los conteos realizados de 5 campos independientes (100 células/campo)
tras tefiir las muestras con Hoechst y faloidina-rodamina, muestran que en la linea
tumoral HelLa, la frecuencia de células infectadas sin filamentos de actina alcanza el
76,06% =+ 1552 y 62,22% =+ 13,15 para pMPO1044 y pMPO1045, respectivamente,
mientras en las MCE-7 los porcentajes son del 55,23% + 11,78 y 33,51 + 13,56, con los

mismos vectores.

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que la frecuencia de células sin
filamentos de actina es similar en ambos vectores, seleccionamos el vector pMPO1044
para los estudios en modelos animales. Este plasmido, con atenuador nasF y SD del
bacteriéfago T7, deriva del pldsmido de alto nimero de copias pMPO1036, utilizado
anteriormente en el estudio de los efectos de la superproduccion de SpvB en células

tumorales en cultivo.

133



AspvB AspvB/ SDT7-spvB AspvB/ SDspvB-spvB

MCF-7

Figura 36. Efecto de la expresion intracelular de SpvB utilizando los vectores de expresion
de bajo ntmero de copias con atenuador nasF. Imagenes tomadas al microscopio de
fluorescencia (320x) de células HeLa y MCE-7 infectadas con S. Typhimurium MPO302
(AspvB) portando los plasmidos de bajo ntimero de copias pMPO60 (control vacio),
pMPO1044 (SDT7-spvB) y pMPO1045 (SDspvB-spvB) tras 4 horas de induccién con salicilato
sddico. Las imagenes corresponden a la superposicién de los canales rojo (actina), verde
(bacteria) y azul (nucleos de las células y ADN bacteriano). Escala: 50 pm.

8.2. Construccion de la estirpe.

Dado que utilizaremos los vectores con el atenuador nasF para reducir al maximo
los niveles basales de transcripciéon en ausencia del inductor, la estirpe utilizada debe
portar el gen nasR, que codifica la proteina antiterminadora que evita la terminacién

transcripcional ejercida por el atenuador nasF.

Partimos por tanto de la estirpe MPO97, que porta este gen incluido en el médulo
regulador del circuito de expresion en cascada. El mddulo, nahR/Psal—xylS2—nasR/Ptac—
gfp, se encuentra integrado en el locus trg. A esta estirpe se le delecioné ademads el
extremo 5 del gen siiE para evitar el contagio a animales no infectados. La proteina SiiE,
codificada por la Isla de Patogenicidad 4 (SPI-4), es una adhesina de gran tamafio
necesaria para el contacto de Salmonella con las microvellosidades de la membrana apical
de las células epiteliales intestinales y la invasion celular (Gerlach et al., 2007; Gerlach et

al., 2008). Mutantes en este gen son incapaces de adherirse e infectar el epitelio intestinal,
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que es la via de entrada natural de Salmonella (Morgan et al., 2004), siendo necesaria una
inyeccién intravenosa o intraperitoneal para conseguir la infeccion. Para generar la
mutacion, se amplific6 mediante PCR la secuencia del gen de resistencia a kanamicina
del plasmido pKD4 (Datsenko y Wanner, 2000) con los oligonucle6tidos F-siiE-FRT-P2 y
R-siiE-FRT-P1 vy, siguiendo el método descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y
Wanner, 2000), se sustituyé un fragmento del extremo 5" del gen siiE por el casete de

resistencia a kanamicina en la estirpe MPO97, obteniendo la estirpe MPO346.

Por otra parte, es necesario disponer de un mutante atenuado para administrarlo
de forma segura a los ratones. En cultivos celulares utilizamos el mutante atenuado
purD, pero ensayos preliminares realizados infectando ratones BALB/c con esta estirpe
nos hicieron descartar su uso en modelos animales, debido a que los ratones morian tras
4 dias de infeccion. Por este motivo, decidimos construir un mutante auxétrofo aroA,
afectado en la sintesis de aminodcidos aromaticos y que provoca la atenuacion de S.
Typhimurium (Hoiseth y Stocker, 1981). Para ello, obtuvimos en primer lugar la estirpe
MPO370 resultado de la eliminacion del gen de resistencia a kanamicina inserto en el
locus siiE de la estirpe MPO346 descrita anteriormente. Por ultimo, se transdujo esta
estirpe con un lisado de P22 obtenido sobre la estirpe MPO37 (AaroA::Kanr) para obtener
la estirpe definitiva MPO372 (MPO97 AsiiE AaroA:: Kanr).

A diferencia de los ensayos realizados en cultivos celulares, en los que la estirpe
utilizada era un mutante spvB, en el estudio en modelos animales utilizamos el alelo spvB
silvestre para evitar posibles problemas en el establecimiento de la infeccion. Estd
descrito que un mutante spvB coloniza peor el tracto intestinal, el higado, el bazo y los

ganglios linfaticos mesentéricos (Buckner et al., 2011).

8.3. Expresion controlada de SpvB intratumoral en ratones BALB/c.

Teniendo en cuenta el tropismo hacia las zonas tumorales descrito para estirpes
atenuadas de Salmonella y los resultados obtenidos en cultivos celulares, consideramos
explorar el potencial antitumoral de la sobreexpresion controlada de SpvB en ratones

hembras BALB/c de 8 semanas con tumores implantados.
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Los tumores se generaron mediante una inyeccidon subcutdnea de 100 pl de PBS
1x, conteniendo aproximadamente 10° células viables de la linea celular F1.All
(derivada de un fibrosarcoma de ratdén) en el flanco inferior derecho del raton
previamente depilado. Cuando los tumores fueron palpables (1-1,5 mm de didmetro), los
ratones se dividieron en distintos grupos, un grupo control sin infectar y 3 grupos
infectados. Para el establecimiento de la infeccidon se administraron intraperitonealmente
10° unidades formadoras de colonias de la estirpe MPO372 (MPO97 AsiiE AaroA::Kan)
que portaba el vector de bajo niumero de copias pMPO1044 (Pm-atenuador de nasF-SD
T7-spvB) en dos de los grupos, que denominamos “spvB inducido” y “spvB no inducido”,
y su correspondiente control con el vector vacio pMPO61 (Pm-atenuador de nasF-SD T7)
en otro grupo de ratones que denominamos “vector vacio”. Al quinto dia de la infeccién,
los ratones de los grupos “spvB inducidos” y “vector vacio” fueron tratados con 150 ul
de salicilato sédico 0,1 M para inducir la expresién de spvB en el primer caso. La dosis se
administré intraperitonealmente cada 48 horas. El resto de los grupos (“no infectado” y
“spvB no inducido”) se trataron con PBS 1x. Todos los grupos de ratones estaban
formados por 5 individuos excepto el grupo “spvB inducido”, constituido por 10 ratones.
Los tumores se midieron con un calibre para estudiar su evolucion durante 9 dias desde

el inicio de la infeccién.

En la Figura 37 se muestra la relacion del tamafio tumoral medido en los distintos
dias post-infeccion e induccidn con respecto al tamafio inicial correspondiente al
segundo dia de la infeccion. Mientras en el grupo control no infectado la progresion del
tumor es exponencial, siendo 60 veces superior al inicio del experimento, en los grupos
infectados la relaciéon aumenta ligeramente durante los primeros dias de infeccién pero
se mantiene en los dias siguientes independientemente del vector que porte Salmonella o
si se ha inducido o no la expresion de spvB. Por tanto, los datos obtenidos de este tinico
ensayo realizado en ratones con tumores implantados en las condiciones descritas
muestran que la infeccion por S. Typhimurium afecta al crecimiento de los tumores pero

la expresion intratumoral de SpvB no consigue una reduccion adicional de su tamafio.

136



Capitulo 3

60 T

50

40
= no infectado

“ vector vacio
30

spvB no inducido

“ spvBinducido
20

10

e Bk .L_I; Ll iiI.I_ L

2 5 6 7 8 9
Tiempo de infeccion (dias)

Relacién tamafio del tumor/tamafio inicial

Figura 37. Representacion grafica de la progresion tumoral durante 9 dias de infeccion. La
progresion tumoral se muestra como la relacion del tamafio medido en los dias indicados con
respecto al tamafio inicial medido el segundo dia de la infeccion. Las columnas azules
pertenecen al grupo control no infectado; las rojas, al grupo infectado con MPO372 portando el
plasmido vacio; las verdes, portando el plasmido productor de SpvB en condiciones de no
induccion y las moradas en condiciones de induccién. Los valores representados son la media
de los ratones de cada grupo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los
datos.
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Discusiéon

La wutilizacion de bacterias patdgenas como Salmonella enterica serovar
Typhimurium con fines terapéuticos ha generado un gran interés en las ultimas décadas
debido a su extraordinario potencial. Esta bacteria es capaz de colonizar las regiones
hipoéxicas del tumor que son inaccesibles para los agentes antitumorales convencionales
e inhibir el crecimiento de tumores y metdstasis en modelos animales (Pawelek et al.,
1997; Low et al., 1999; Zhao et al., 2006; Yam et al., 2010). Sin embargo, para su aplicacion
clinica en humanos es necesario realizar una serie de modificaciones que permitan
administrarla de forma segura y eficaz, entre las que se incluyen reducir la toxicidad,
aumentar la selectividad por los tumores y potenciar el efecto antitumoral. En la
discusion de esta tesis se tratard, en primer lugar, la mejora del mdédulo de expresion del
sistema inducible por salicilato (Royo et al., 2007) para la utilizacion de S. Typhimurium
como vector de produccion de agentes anticancerigenos. Ademads de tratar las mejoras
obtenidas con respecto a los rangos de niveles de induccion, se analizara la posibilidad
de translocar al citoplasma eucariotico de proteinas de interés en terapia antitumoral,
como p53, mediante el acoplamiento de la producciéon al TTSS. En segundo lugar, se
valorara si las mejoras del sistema incrementan la produccién de enzimas utilizadas
anteriormente, como la citosina deaminasa. Por altimo, se discutird la conveniencia del
sistema desarrollado para el estudio del efecto en células eucarioticas de distintas
proteinas citotdxicas, incluyendo efectores bacterianos y tratara la posibilidad de utilizar

el efector SpvB de la propia bacteria como nuevo agente terapéutico.

1. MEJORA DEL VECTOR DE EXPRESION.
1.1. El control de la expresion génica.

El control de la expresiéon génica es fundamental para producir de forma
localizada y eficaz el agente antitumoral. La incorporacién de promotores especificos,
aguas arriba de los genes que codifican proteinas terapéuticas permiten la activacion y el
control por senales externas o del ambiente tumoral. En Salmonella se han desarrollado

distintos sistemas que cumplen estos requisitos.
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Salmonella expresa un factor de transcripcion, el regulador de fumarato y
reduccidn de nitratos (FNR), que activa la expresidon de genes en condiciones anaerobias
(Green et al., 1996). Se han desarrollado dos promotores de hipoxia artificiales, HIP1 y
FF+20%, que contienen sitios de uniéon a FNR (Mengesha et al., 2006; Ryan ef al., 2009) y se
ha demostrado, tanto in vitro como in vivo, que la expresion de la citolisina HIyE,
utilizando el promotor FF+20%, mejora el efecto antitumoral (Ryan et al., 2009). Por tanto,
la utilizacién de promotores que solo se activen en los tumores, permite potenciar el
efecto antitumoral a la vez que se minimiza la toxicidad sistémica. Recientemente, se han
identificado promotores especificos de tumores en S. Typhimurium que podrian ser de
gran utilidad para la expresion de agentes antitumorales (Arrach et al., 2010; Leschner et

al., 2012).

Por otra parte, se han desarrollado distintos sistemas de expresion que responden
a sefiales externas. Uno de ellos es el sistema de expresion Psap inducible por L-arabinosa
que consta de la proteina reguladora AraC y el promotor Psap. La proteina AraC acttia
como represor en ausencia de inductor o como activador de la transcripcion desde Psap
en presencia del mismo (Guzman et al., 1995). La administracién intravenosa de L-
arabinosa puede activar la expresiéon génica en tumores colonizados por S.
Typhimurium (Loessner et al., 2007). De hecho se ha demostrado que la expresion de la
proteina citotdxica citolisina A (ClyA) bajo el control del promotor inducible por
arabinosa utilizando esta bacteria como vector, suprime el crecimiento de tumores
primarios y metdstasis de cdncer de colon en ratones (Nguyen et al., 2010). Otro de los
sistemas utilizados es el sistema RecA, que se activa por el dano generado en el ADN
por irradiacion-y. La activacion de RecA promueve la autoproteolisis de LexA, represor
del promotor recA, induciendo la expresiéon génica. El sistema se amplifica por
retroalimentacion de RecA cuando LexA se proteoliza (Anderson y Kowalczykowski,
1998). Se ha demostrado que la expresion del ligando inductor de apoptosis TRAIL
acoplado a este promotor utilizando S. Typhimurium como vector, reduce el crecimiento

tumoral en modelos murinos infectados (Ganai et al., 2009).

Ademas de los sistemas descritos anteriormente, el sistema de expresién en

cascada inducible por salicilato se ha utilizado con éxito en S. Typhimurium para la
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producciéon controlada de la citosina deaminasa en ratones con tumores implantados,
produciendo una reduccion significativa del crecimiento tumoral (Royo et al., 2007). Este
sistema consta de un modulo regulador, que controla y amplifica la sefial, y un moédulo
de expresion en el que se clona el gen de interés. Recientemente, el sistema ha sido
mejorado mediante la integracion del modulo regulador en el locus trg de S.
Typhimurium, cuyos mutantes no parecen estar afectados en virulencia (Segura et al.,
2004) y podrian favorecer la acumulacién preferencial en la zona del tumor resistente a
otras terapias (Kasinskas y Forbes, 2007). Ademas, el mddulo regulador se ha
modificado introduciendo el gen gfp bajo el control del promotor constitutivo Ptac para
seguir la infeccién y analizar la proliferacion bacteriana en el interior de las células
eucaridticas. Por otra parte, se han construido dos versiones de este mddulo, con o sin
NasR, dependiendo de la necesidad de reducir los niveles de expresion basales (Medina

et al., 2011).

1.2. Mejoras en el vector de expresion.

Para completar la mejora del sistema de expresion inducible por salicilato,
durante el desarrollo de esta tesis se han construido una coleccién de vectores de alto y
bajo numero de copias que portan nuevas versiones del médulo de expresion. Entre las
modificaciones se incluye un sitio de clonacién mdultiple mas versatil y diferentes
combinaciones de los siguientes elementos: el atenuador transcripcional nasF para
reducir los niveles basales de expresion; el sitio de unioén a ribosomas del bacteriéfago T7
que permite niveles altos de traduccién y la secuencia codificante del péptido sefial de la
proteina efectora de Salmonella SspH2 para liberar proteinas a través del TTSS

directamente al interior de la célula eucaridtica infectada.

Las diferentes versiones del modulo de expresion permiten obtener un amplio
rango de niveles de produccién de proteinas, tanto fuera como dentro de la célula
eucariotica, como muestran los resultados de la Tabla 6. Esto es esencial para el uso de S.
Typhimurium como vector de producciéon de agentes antitumorales ya que podemos
producir diferentes cantidades de los agentes terapéuticos, segun las necesidades,

dependiendo de la combinaciéon elegida. Ademads, si la proteina de interés fuese
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citotdxica para la bacteria, la utilizacion de las versiones del médulo de expresiéon con el
atenuador nasF junto con el mdédulo regulador, que produce la proteina antiterminadora
NasR, permitiria controlar los niveles basales sin reducir la eficiencia de producciéon
cuando el inductor esté presente, como indican los resultados de la Figura 13. De hecho,
el uso de este sistema ha permitido expresar colicina E3 y mantener la estabilidad de los
vectores de baja copia sin que la bacteria productora necesitara portar la correspondiente

proteina de inmunidad (Medina ef al., 2011).

1.3. Acoplamiento de la produccion al sistema de secrecion tipo III.

La utilizacion de S. Typhimurium como factoria intracelular de agentes
antitumorales requiere el disefio de sistemas eficientes que transporten las proteinas
producidas desde la bacteria al citosol de la célula tumoral. En el capitulo 1 se ha
acoplado con éxito la produccidon de proteinas de interés, como el péptido del extremo
carboxilo terminal de la proteina p53, a la secrecion por el sistema TTSS codificado en la
isla de patogenicidad 2 que se induce en la fase intracelular de la infeccion (Fass y
Groisman, 2009). Aunque se cree que la sobreexpresion de la proteina quimérica SspH2
podria saturar la maquinaria de translocacion (Galan y Collmer, 1999), los resultados
indican que la capacidad de translocacion del sistema es elevada y permite secretar en
torno a un 75% del producto generado por el sistema de expresion en las células
infectadas. Sin embargo, la eficiencia de translocaciéon depende en gran medida de la
proteina a translocar. A diferencia de péptido Cp53, de 193 aminodcidos, no hemos
detectado la proteina p53 completa en el citoplasma eucaridtico tras ser producida con el
mismo sistema de expresion. Por lo tanto, segun la proteina y, posiblemente segtin su
tamafo, serdn necesarios sistemas adicionales que permitan la liberacién al citosol de la
célula tumoral. Por otro lado, hay que considerar que una translocacion eficiente a través
de estos sistemas, que requieren el desplegamiento y posterior plegamiento de la
proteina en el citosol eucaridtico, no asegura la funcionalidad de esta, por lo que los
subsecuentes analisis en cultivos celulares determinaran la utilidad de este sistema con

cada proteina.
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2. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE CITOSINA DEAMINASA.

El 5-FU es uno de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados en el
tratamiento de cdnceres colorrectales, gastricos, de cabeza y cuello, de mama y
pancreaticos (Longley et al., 2003). Sin embargo, la eficacia del tratamiento sistémico esta
limitada por su toxicidad gastrointestinal y hematologica (Vauthey et al., 1996). Como
alternativa se ha desarrollado el sistema enzima prodroga citosina deaminasa/5-FC que
permite producir 5-FU localmente para tratar los tumores de forma especifica y reducir

la toxicidad en los tejidos sanos.

La eficacia de la combinacién citosina deaminasa/5-FC ha sido demostrada en
tumores implantados en modelos animales (Huber et al., 1994; Ohwada et al., 1996; Lee et
al.; 2001), sin embargo, existen una serie de limitaciones para su aplicacion clinica. En el
ano 2003 se realizo el primer ensayo en pacientes con cancer en estado avanzado. Dos de
los tres pacientes que recibieron la inyecciéon intratumoral de la estirpe de S.
Typhimurium TAPET-CD recombinante expresando la citosina deaminasa de E.coli
fueron colonizados, y aunque en ellos se detecto la conversion del 5-FC administrado en
5-FU, no se observo regresion tumoral en ninguno de los casos (Nemunaitis ef al., 2003).
Por tanto, antes de un nuevo ensayo clinico es necesario mejorar el sistema a distintos
niveles. Por un lado, se requieren vectores que puedan ser administrados via intravenosa
y sean eficientes en la colonizacion tumoral para tratar no solo los tumores sélidos sino
también las metdstasis y por otro, incrementar la eficiencia de conversion de 5-FC a 5-
FU, siendo este objetivo el mas importante ya que el efecto bystander puede suplir en
parte la ineficiencia de infeccion de las bacterias. De hecho, Huber et al. (Huber et al.,
1994) demostraron que un 2% de células transfectadas con el gen de la citosina
deaminasa era suficiente para inhibir el crecimiento de las células tumorales vecinas que

no expresaban la enzima.

La vida media del sustrato 5-FC en sangre limita la disponibilidad en el tumor.
Este hecho hace que se necesiten dosis mas altas de 5-FC que a su vez pueden resultar en
efectos indeseados si se administra oralmente debido a que las enterobacterias de la flora

intestinal son capaces también de convertir este sustrato en 5-FU (Diasio et al., 1978). Se
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han seguido distintas estrategias para reducir la dosis de 5-FC basadas en la mejora de la
conversion hacia 5-FU o sus formas activas. El sistema citosina deaminasa/5-FC se
desarroll6 originalmente utilizando la enzima de E.coli (Austin y Huber, 1993) a pesar de
su baja afinidad por el sustrato 5-FC. Alternativamente, Kievit et al. (Kievit et al., 1999)
propusieron la utilizacion de la citosina deaminasa de levaduras (yCD) por ser mas
eficiente que la bacteriana (bCD) aunque su termolabilidad a 37°C limitaba su aplicacién
terapéutica. Desde entonces, las investigaciones se han centrado en la busqueda de
versiones mas eficientes de la bCD (Mahan et al., 2004; Fuchita et al., 2009) y mas
termoestables en el caso de las yCD (Stolworthy et al., 2008) mediante mutagénesis

dirigida.

El 5-FU es convertido directamente a su forma activa 5-FUMP por la uracil
fosforribosil transferasa (UPRT) en E.coli o, alternativamente, a través de la uridina
fosforilasa (UDP) y la uridina quinasa (UDK) cuando existe una alta concentracion de
sustratos en el medio (5-FU o ribosa-1-fosfato). Por el contrario, en eucariotas superiores,
la falta de actividad UPRT hace que la conversion sea catalizada por la via UDP y UDK.
Se ha demostrado que la coexpresion de la citosina deaminasa (bCD o yCD) con UPRT
potencian la sensibilidad de las células tumorales al 5- FC (Tiraby et al., 1998; Erbs et al.,
2000; Koyama et al., 2000), sin embargo, las combinaciones mutadas mejoradas de bCD o
yCD con UPRT influyen negativamente en el efecto bystander in vivo lo que disminuiria

el efecto terapéutico del sistema (Johnson et al., 2011).

Alternativamente, para reducir la dosis de 5-FC administrada se puede
incrementar la sintesis de la enzima. En el capitulo 2 se ha optimizado la produccién de
citosina deaminasa de forma controlada mediante el circuito inducible por salicilato,
utilizando el vector de expresion mejorado que porta la SD T7 y la version modificada
del gen codA de E. coli en el coddn de inicio. El test de sensibilidad a 5-FU que se muestra
en la Figura 18, indica que las bacterias que portan esta version son sensibles a unas
bajas concentraciones de 5-FC que no afectan al crecimiento de las bacterias
transformadas con la versidn original. Por tanto, este vector permitiria reducir la dosis
de 5-FC administrada para obtener mayores cantidades de 5-FU en los tumores. Por otro

lado, los ensayos de actividad citosina deaminasa presentados en la Figura 19 han
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mostrado que el incremento de expresion se relaciona con un aumento de la actividad,
que es aproximadamente 13 veces superior a la actividad basal de S. Typhimurium y

aproximadamente unas 4 veces la actividad obtenida con la secuencia original de E.coli.

La actividad antitumoral del 5-FU se relaciona directamente con la concentracion
en el tumor y el tiempo de exposicion (Smith et al., 1995; Smith et al., 1999). Dado que
este metabolito es toxico para la propia bacteria, en esta tesis se propone la utilizacién
del mutante upp resistente a 5-FU que permita producir la enzima durante mas tiempo.
Los ensayos de actividad mostrados en el capitulo 2 indican que, en las mismas
condiciones, el mutante presenta aproximadamente el doble de actividad citosina
deaminasa que la estirpe silvestre con el mismo vector. De esta forma, con la utilizacién
de la estirpe resistente a 5-FU portando el vector de expresion con la version modificada
de codA, esperamos obtener un incremento del 5-FU producido y un aumento del efecto
bystander que conlleven a la reduccion de los tumores en modelos animales més acusada

de las obtenidas hasta ahora.

3. ESTUDIO DEL EFECTOR SpvB. EFECTO EN CELULAS EUCARIOTICAS Y
USO EN TERAPIA ANTITUMORAL.

3.1. La actina, diana de los nuevos agentes terapéuticos.

La actina es un componente esencial del citoesqueleto implicado en numerosas
funciones celulares como la contraccién, la motilidad, el trafico de vesiculas, la
organizacion intracelular, la citocinesis, la endocitosis y la apoptosis (Khaitlina, 2001;
Pollard y Cooper, 1986; Franklin-Tong y Gourlay, 2008, Yarar et al., 2005). Ademas,
ciertas mutaciones o alteraciones que afectan a la actina o a proteinas asociadas a esta
facilitan la propagacion de las células tumorales a otros tejidos, por lo que la actina
representa una diana interesante para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos (Jordan y Wilson, 1998; revisado en Van Troys et al., 2008). En la
naturaleza, existen compuestos que afectan a la dindmica de la actina inhibiendo la
polimerizacion de los filamentos, como las citocalasinas (Cooper, 1987), las latrunculinas

(Spector et al.,, 1989) y las pectenotoxinas (Hori et al., 1999), o promoviendo la
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polimerizacion o estabilizacion de los filamentos de actina, como la faloidina (Wieland y

Faulstich, 1977) y la jasplaquinolida (Senderowiz et al., 1995).

Las bacterias también producen toxinas y efectores dirigidos al citoesqueleto de
actina como es el caso del efector SpvB de Salmonella enterica, que ADP-ribosila los
monomeros de G-actina impidiendo la polimerizacion de los filamentos (Aktories et al.,
2011; Hochmann et al., 2006). Estudios previos demuestran que la transfeccion de células
CHO (Chinese Hamster Ovary cells) con vectores que expresan SpvB producen la pérdida
del citoesqueleto (Lesnick et al., 2001). Ademas, se ha demostrado que la producciéon de
SpvB, entre otras proteinas, durante las primeras horas de la infeccién contribuye a la
induccion de la apoptosis (Paesold et al., 2002). Teniendo en cuenta estos datos,
decidimos estudiar el efecto de la produccién de SpvB en el interior de las células
tumorales utilizando el sistema inducible por salicilato y los vectores de expresiéon

mejorados.

3.2. Sobreexpresion de SpvB de forma controlada.

La infeccion de las lineas tumorales HeLa y MCF-7 con salmonellas productoras
de SpvB en condiciones de induccién, provoca cambios morfoldgicos en las células
infectadas. Estos cambios se asocian con la pérdida de los filamentos de actina, como
demuestra la ausencia de tincion con faloidina-rodamina que se observa en la Figura 21.
El andlisis de los nticleos de esta poblacion tras 20 horas de induccidn revela ademas que
el 50% de las células que han perdido los filamentos de actina presentan dobles nticleos
y en algunos casos nucleos fragmentados. La presencia de células binucleadas sugiere un
defecto de la citocinesis mientras que la fragmentacién de los nucleos es una de las

caracteristicas asociadas a la muerte por apoptosis.
3.3. Sistema ApurD/adenina.

Para analizar si la produccidon de SpvB afecta en tltimo término a la viabilidad de
las células tumorales es necesario mantener la infeccion durante mas de 24 horas y evitar
la muerte del cultivo inducida por la propia infeccién, que tiene lugar tras 18-24 horas,

debido a la expresidn de ciertas proteinas bacterianas durante las primeras 7-8 horas de
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infeccion (Kim et al., 1998; Paesold et al., 2002; Knodler y Finlay, 2001; Fink y Cookson,
2007).

Para evitar la muerte debida a la infeccion, durante el desarrollo de esta tesis se
ha puesto a punto un sistema que combina la utilizaciéon de un mutante ApurD con unas
condiciones de cultivo determinadas que evitan la proliferacion de Salmonella. Este
mutante es capaz de invadir las células pero no puede replicarse ni producir proteinas
en el interior de estas en ausencia de adenina en el medio. Sin embargo, si se suplementa
el medio durante la infeccion con una concentracion normal de adenina durante 2 horas
y tras este tiempo se reduce dicha concentracion, se evita la produccién de otras
proteinas que inducen la muerte celular, como demuestra el analisis de los resultados de
la liberaciéon de la LDH mostrados en la Figura 23, mientras que se permite la
produccion y secrecion de proteinas al citosol eucaridtico en condiciones de induccién

(Figura 24).

La utilizaciéon del mutante ApurD en las condiciones descritas permite regular la
produccion de factores como SpvB y analizar su efecto en cultivos celulares. Por tanto,
este método de control de la proliferacion de la bacteria, junto con el sistema de
expresion inducible por salicilato, suponen una herramienta muy util para el estudio del
efecto producido en células eucaridticas por otros factores de virulencia de Salmonella u

otros patdgenos, o por proteinas citotdxicas de cualquier otro organismo.

3.4. Efectos de la produccion de SpvB a largo plazo.

Previo al andlisis de los efectos de SpvB a largo plazo se determiné la capacidad
de infeccion de la nueva estirpe AspvB ApurD::Kans, en las condiciones establecidas
anteriormente, en distintas lineas tumorales humanas de mama (MCF-7 y MDA-MB-
231), colorrectal (HCT116), pancredtica (PANC-1/P8.5) y cervical (HeLa). Los datos
obtenidos en la Tabla 8 indican que esta estirpe posee una eficiencia de infecciéon similar
a la estirpe AspvB utilizada en los primeros ensayos y que las diferencias observadas en
la capacidad de infeccién vienen determinadas por las lineas tumorales més que por las
estirpes bacterianas. A pesar de estas diferencias, la estirpe AspvB ApurD::Kan® que porta

el plasmido productor de SpvB en condiciones de induccién produce, en todos los casos,
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una disminucion del crecimiento celular, la pérdida de los filamentos de actina y la
acumulacion de células binucleadas, como se observa en la Figura 25, reproduciendo los
efectos obtenidos anteriormente por la sobreexpresiéon de SpvB en la estirpe AspvB. La
existencia de ntcleos dobles y la aparicion de ntcleos fragmentados sugieren de nuevo
que la pérdida de los filamentos de actina y el defecto en la citocinesis puede
desencadenar la muerte celular por apoptosis, aunque en este caso si podemos afirmar
que estos efectos se deben a la produccion intracelular de SpvB y no a la expresiéon de
otras proteinas bacterianas que inducen la muerte celular, ya que las infecciones se

realizaron en condiciones de limitacion de proliferacion bacteriana.

Las toxinas que interfieren con la dindmica de la actina producen la parada del
ciclo celular (Lee y Song, 2007; Moulding et al., 2007; Ando et al., 2007; Moon et al., 2008).
El andlisis de las consecuencias de la sobreexpresion de SpvB en el ciclo de distintas
lineas tumorales (apartado 5 del capitulo 3 de esta tesis) muestra que la pérdida de los
filamentos de actina tiene un efecto claro sobre la divisién celular y la viabilidad de la
mayoria de las células testadas, lo que indica que esta proteina es interesante como
potencial agente citotoxico para casi cualquier tipo de tumor, aunque es cierto que
algunas lineas celulares como las PANC-1 responden de forma algo distinta.
Posiblemente, en estos casos se requiera un andlisis a tiempos mas largos para observar

un porcentaje mayor de muerte celular.

Un caso aparte es el de la linea tumoral MDA-MB-231, que evoluciona de forma
distinta al resto de las lineas ensayadas. Aunque la citocinesis esté bloqueada, las células
con contenido 4N siguen replicando su ADN, lo que origina un incremento de la
poblacion celular con una carga superior a 4N (25%) generada por endorreduplicacion.
Esta diferencia en el comportamiento de la linea MDA-MB-231 puede explicarse debido
a que estas células sobreexpresan las ciclinas E y A, que son cruciales para el transito
G1/S (Kronenwett et al., 2003), por lo que se saltan el control Gi/S del ciclo celular y
contintan duplicando su ADN. Atn asi, la pérdida de los filamentos de F-actina en estas
células debido a la superproduccién de SpvB impide la division celular. Por tanto, el
porcentaje final de células afectadas va a depender de la linea tumoral y de su respuesta

a la infeccion.
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En conjunto los datos obtenidos del analisis del ciclo celular muestran que la
pérdida de los filamentos de actina y el defecto en la citocinesis debido a la produccién
de SpvB originan un bloqueo en 4N que termina originando un aumento de la
proporcion de células muertas. La infeccion de células HeLa que expresan establemente
histonas H2B marcadas con mCherry y la a-tubulina con mEGFP con S. Typhimurium
productoras de SpvB (apartado 6) nos permitié determinar como evolucionan las células
con un contenido 4N en cultivos in vivo. La visualizacién de estas células durante 20
horas muestra que tanto las células binucleadas, que no pueden llevar a cabo la
citocinesis por falta de actina y por tanto estdn bloqueadas en Gi/S, como las células
mononucleadas que tras replicar su ADN no pueden entrar en mitosis y se bloquean en
G2/M, sufren cambios morfoldgicos como la contraccién celular, la formacién de
protuberancias (“blebs”) en la membrana plasmatica y la fragmentaciéon del ADN que

son caracteristicas propias de una muerte celular por apoptosis.

La deteccion de la enzima PARP-1 procesada mediante el analisis por Western
blot de los extractos totales de células HeLa y MCEF-7 infectadas con salmonellas
productoras de SpvB, confirma que la produccion de esta proteina induce la apoptosis
de las células, como sugerian los cambios morfoldgicos observados en los cultivos in
vivo. De hecho, se ha descrito anteriormente que SpvB es una de las proteinas requeridas
por Salmonella para inducir la apoptosis en células eucariotas y que esta es dependiente
de caspasa-3 (Libby et al., 2000; Paesold et al., 2002). Sin embargo, los resultados
mostrados en el apartado 7 (capitulo 3) de esta tesis indican que la caspasa-3 no es
esencial en este proceso, al menos en el caso de las células MCF-7, dado que la
sobreexpresion de SpvB en esta linea celular, que no posee caspasa-3, produce apoptosis.
La deteccidn de la caspasa-7 procesada en los extractos de ambas lineas celulares sugiere
que sea esta la inductora de apoptosis en MCF-7, por lo que, aun siendo proteasas
funcionalmente distintas (Walsh et al., 2008), ambas podrian ser funcionalmente

redundantes en la apoptosis inducida por SpvB.

El citoesqueleto de actina, la progresion del ciclo celular y la apoptosis son
procesos interconectados, aunque se desconocen los mecanismos que los relacionan. Se
ha demostrado que el estado de organizacion del citoesqueleto es critico para la
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progresion del ciclo celular (Lee y Song, 2007; Moon et al., 2008; Thery y Bornens, 2006).
Por otra parte, la actina estd implicada en muchos procesos celulares entre los que se
incluye la apoptosis, participando en la contraccion de la célula y la aparicién de las
burbujas (“blebs”) en la membrana plasmatica, o actuando como iniciador o mediador
del proceso apoptético (revisado en Desouza et al., 2012). De hecho, se ha propuesto que
la alteracion de la dindmica de la actina en si mismo, como la tasa de
polimerizacion/despolimerizacién, puede iniciar o modular la apoptosis (Gourlay y
Ayscough, 2005). En definitiva, tanto la pérdida de los filamentos de actina en si misma
debida a la superproducciéon de SpvB como la alteracion de la citocinesis que provoca la
falta de actina pueden ser los responsables tltimos de la induccion de la apoptosis de la

célula.

3.5. Efecto de la sobreexpresion de SpvB en modelos animales.

Dado que la sobreexpresion de SpvB de forma controlada induce la muerte de las
células tumorales, parece razonable explorar su posible uso como agente antitumoral en
modelos animales. Para ello, en esta tesis se han infectado ratones BALB/c con tumores
implantados con la estirpe atenuada AsiiE AaroA:Kan' de S. Typhimurium que portaba
el plasmido productor de SpvB en bajo nimero de copias y su correspondiente control
para analizar el crecimiento tumoral durante 9 dias en los que se indujo con salicilato
sodico cada 48 horas. Los resultados obtenidos mostrados en la Figura 37 no son
concluyentes. Los controles no infectados presentan un crecimiento exponencial
mientras que todos los ratones infectados, independientemente del vector que portara
Salmonella o si se habia inducido o no la expresidon de spvB, muestra la misma tasa de
crecimiento, que aumenta ligeramente los primeros dias de la infeccién pero que se
mantiene el resto del tiempo. Por tanto, en las condiciones ensayadas, la produccion de
SpvB no consigue potenciar el drastico efecto antitumoral generado por la propia
infeccién, aunque los resultados obtenidos en experimentos en cultivo con esta linea
tumoral son equivalentes a los del resto de lineas analizadas en esta tesis (datos no
mostrados). El efecto antitumoral debido solamente a la infeccién por Salmonella no se
obtuvo en experimentos citados previamente, en los que se empled el sistema inducible

por salicilato y la citosina deaminasa (Royo et al., 2007). Aunque en este caso se trataba
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de la misma linea celular tumoral y la misma cepa de raton BALB/c, la estirpe bacteriana
productora era totalmente distinta (SL7202-4S2). lo que puede explicar la diferencia
observada en la virulencia de la estirpes empleadas, asi como en su efecto antitumoral,
haciendo que las posibles consecuencias de la sobreexpresion de SpvB queden
enmascarados por esta causa. Por otro lado, puede ser que la cantidad de SpvB
producido con nuestro sistema no sea suficiente para inducir la muerte de las células
debido a que la tasa de proliferacién de las células tumorales F1. A1l no infectadas sea
mas elevada que la de parada y muerte. Quizas, la produccion de SpvB podria
incrementarse administrando salicilato sédico cada 4 horas en vez de cada 48, ya que la
vida media del salicilato sddico es de 2-4 horas. Aun asi, el efecto de SpvB dependera de
la linea tumoral y de la respuesta de la propia célula a la infeccion como hemos
demostrado en los cultivos celulares. Por otra parte, se desconoce qué proporcion de
bacterias invaden las células tumorales en el animal. Se sabe que estas se acumulan
preferentemente en las zonas necroticas y en la periferia de estas dreas, aunque rara vez
se encuentran dentro de las células tumorales (Pawelek et al.,1997; Agorio et al., 2007;
Loessner et al., 2007; Leschner y Weiss, 2010; Crull et al., 2011). Esto haria poco eficaz los
tratamientos en los que sea necesario que las bacterias expresen el agente antitumoral
directamente en el interior de las células tumorales. Sin embargo, Salmonella se ha
utilizado como vector para transferir ARN interferente a las células tumorales con éxito
por lo que una parte importante de la poblacion debe invadir las células para llevar a

cabo esta funcidn (Zhang et al.,2007; Yang et al., 2008).

Dado los resultados en cultivos celulares, no podemos descartar el potencial de
SpvB como agente antitumoral, aunque para ser utilizado en modelos animales se
requieren mejoras en la produccién o la combinacion con otros agentes terapéuticos. Si el
resultado obtenido se debe a que realmente son pocas las bacterias que invaden las
células tumorales, lo ideal seria utilizar agentes que tengan un efecto bystander o disefiar
sistemas que puedan introducir proteinas en el interior de las células tumorales al entrar

en contacto con estas, sin necesidad de invadirlas.
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Conclusiones

1. La utilizacién de las versiones del mdédulo de expresidon con atenuador nasF junto con
el modulo regulador que produce la proteina antiterminadora NasR permite reducir los

niveles de expresion basales sin afectar la eficiencia de produccion.

2. La combinacién del atenuador nasF, el sitio de unién a ribosomas del bacteridéfago T7 y
la utilizacién de vectores de expresion modificados de alto y bajo nimero de copias
permite obtener un amplio rango de niveles de produccién de proteinas usando las

mismas condiciones de induccién.

3. La introduccion del péptido sefial de sspH2 bajo el control de Pm en los vectores de
expresion mejorados dirige la translocacion de proteinas de interés fusionadas a este,
como el péptido Cp53, al citosol eucaridtico. La maquinaria de translocacién permite

exportar la mayoria de la proteina producida por el sistema de expresion.

4. La utilizacién del vector de expresion mejorado que porta la secuencia del sitio de
uniodn al ribosoma del bacteriéfago T7, junto con la modificacién del coddn inicial del
gen codA de E.coli, suponen un incremento de la produccion y, consecuentemente, de la
actividad de la enzima citosina deaminasa con respecto al vector con la secuencia

original de codA con su propia SD.

5. La actividad citosina deaminasa de la version modificada se puede incrementar

adicionalmente mediante el uso de un mutante upp resistente a 5-FU.

6. El empleo del mutante ApurD y el ajuste de la concentraciéon de adenina en el medio
evita la muerte inducida por la propia infecciéon y permite analizar el efecto de la
produccién y translocacion controlada de proteinas citotoxicas, como SpvB, sobre la

célula eucariotica.

7. La sobreexpresion controlada de SpvB produce la pérdida de los filamentos de F-

actina y un defecto en citocinesis en las lineas tumorales humanas de cancer cervical
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(HeLa), de mama (MCF-7 y MDA-MB-231), pancreatica (PANC-1) y colorrectal
(HCT116).

8. La sobreexpresion de SpvB origina un bloqueo del ciclo celular que conduce a la
muerte celular, aunque el porcentaje de células afectadas va a depender de la linea

tumoral y de su respuesta a la infeccién bacteriana.
9. La sintesis intracelular de SpvB induce la muerte por apoptosis independiente de

caspasa-3 en células MCF-7, aunque tanto la caspasa-7 como la caspasa-3 se activan

durante la apoptosis de las células HeLa.
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