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RESUMEN

Helicobacter pylori coloniza el estémago del 50% de la poblacién mundial,
causando gastritis cronica, Ulcera e incluso cancer gastrico. Dado el creciente
nimero de cepas resistentes a antibiéticos, la formulacion de una vacuna es de
gran relevancia. Se ha demostrado que antigencs expuestos en membrana
inducen mayor proteccién. El objetivo de este trabajo fue construir y ensayar la
efectividad de cepas de Salmonella atenuadas que expresan antigenos de H.
pylori, clonados por PCR y fusionados al autotransportador de VacA (denominado
CT2), que expone la proteina hibrida en membrana externa, en el modelo murino
de infeccion con H. pylori. Los antigenos elegidos fueron HpaA, una adhesina, y
dos fragmentos de CagA, denominados A17C y NT. Se comprobé por digestion
con tripsina de células enteras, que las quimeras estan expuestas al exterior. La
expresion es estable incluso después de eliminar el inductor del medio. Con la
cepa de S. fyphimurium que expresa c-HpaA/CT2 se inoculd ratones por via oral.
Luego de tres inoculaciones primarias y una de refuerzo, se desafio los ratones
con H. pylori P76. Se midid por ELISA el titulo de anticuerpos y se determiné la
colonizacién estomacal. Se comprobd que los ratones vacunados presentan una
respuesta sérica significativamente mayor que los controles, aunque no se obtuvo
diferencias significativas de colonizacion estomacal por parte de H. pylori. Se
atribuye la falta de efectividad a la toxicidad que presentan las proteinas hibridas
con CT2 en la cepa vacuna, y se propone, para futuros estudios, utilizar una
version modificada de CT2, en la que la secuencia sefial de reconocimiento por
chaperonas de membrana externa haya sido reemplazada.




ABSTRACT

Helicobacter pylori colonizes the stomach of 50% global population, being
the cause of chronic gastritis, peptic ulcer and even gastric cancer. Given the
increasing number of antibiotic resistant strains, a vaccine formulation is of great
relevance. It has been shown that membrane exposed antigens induce greater
protection. The aim of this work was to construct and assay the effectiveness of
attenuated Salmonella strains, expressing antigens of H. pylori, cloned by PCR
and fused fo the VacA autotransporter (designated CT?2), wich exposes them in the
outer membrane, in the murine infection model with H. pylori. The chosen antigens
were HpaA, an adhesin, and two fragments of CagA, designated A17C and NT.
Exposure of the hybrids was assessed by whole cell trypsin digestion. The
expression was stable even after removal of the inductor. Mice were orally
inoculated with c-HpaA/CT2 expressing strain. After three primary inoculations,
and one booster, mice were challenged with H. pylori P76. Sera antibody titer was
measured by ELISA, and gastric colonization was determined. We have shown
that vaccinated mice present higher seric immune response than controls, though
there were no significant differences in gastric H. pylori colonization. We think the
lack of protection is associated with the toxicity that CT2 protein hybrids pose to
the vaccine strain, since CT2 moiety may not be appropriately assembled into the
bacterial membrane (i.e. not properly assisted by chaperons). We propose that
future studies should be done by using a modified version of CT2, in which the

membrane chaperone recognition sequence has been replaced by the
corresponding host sequence.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, cuyo nicho ecolégico es
el antro, en el estémago humano. Fue descrita en 1899 como un microorganismo
espiralado presente en el estémago, por un investigador clinico polaco, Walery
Jaworski (Konturek, 2003), quien la denominé Vibrio rugula. Jaworsky especul6
que podria estar relacionada a algunas disfunciones gastricas, como las tlceras,
Fue redescubierta en 1982 por Marshall y Warren, del Hospital Royal Perth, en
Perth, Australia (Marshall, 1983; Marshall y Warren, 1984). También hubo varios
otros reportes de la presencia de bacterias en el estomago en los 83 afios que
transcurrieron entre ambos descubrimientos (Konturek, 2003). El trabajo de

Marshall y Warren con H. pylori les valid el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia

en el afio 2005.

Helicobacter pylori posee 6 flagelos polares que le permiten atravesar la
capa mucosa y acercarse a las células epiteliales, donde la acidez es menor, ya
que existe un gradiente de pH entre el limen gastrico y las células epiteliales.
Ademas, para neutralizar efectivamente la acidez estomacal, esta bacteria posee
la enzima ureasa, que convierie la urea en amonio, subiendo el pH en su entornc
inmediato. La urea necesaria para fabricar amonio a partir de arginina la
proporciona la enzima arginasa. Para evitar su eliminacién mediante peristalsis,
H. pylori es capaz de adherirse a la superficie de las células epiteliales, a través de

proteinas de unién (adhesinas) tales como BabA y SabA (llver y cols., 1998).




La presencia de H. pyiori se ha relacionado con numerosas enfermedades,
como la gastritis cronica, Ulcera péptica y cancer gastrico. En el afic 1994 la OMS
clasificc a H. pylori como un carcindégeno de tipo |, siendo una de las pocas
bacterias, junto con Helicobacter hepaticus, que detenta dicha categoria
actualmente. En base a numerosos estudios se estima que el 50% de Ia
poblacién mundial es hospedera de esta bacteria. En Chile, se calcula que el 73%
de la poblacion se encuentra infectada por ella, aungque la mayoria no presenta
sintomas de enfermedad (Hopkins y cols., 1993; Figueroa y cols., 1897; Guiraldes
y cols., 2002, Fischbach y cols., 2005; Kupcinskas y Melfertheiner, 2005, Ferreccio
y cols, 2007). La via de transmisién no esta claramente definida, aunque se cree
que padria ser oral — oral o fecal — oral. Se ha encontrado que H. pylori podria
estar contaminando vegetales de consumo humano, e} agua o incluso tener como
reservorio el interior de otros organismos, como las levaduras y amebas (Hopkins

y cols., 1993; Winiecka-Krusnell y cols., 2002; Siavoshi y cols., 2005).

Helicobacter pylori es la bacteria genéticamente mas diversa estudiada a la
fecha, cuyas cepas difieren en tamafio de genoma, orden de sus genes, conienido
genético y perfil alélico de ciertos genes (Cooke y cols., 2005). Lo anterior se
debe a mecanismos de reordenamiento genético tales como recombinacién
infragenomica, variacién de fase y transformacion natural, que H. pyfori desarrolla
en alta tasa (Shan-Rui y cols., 1998; Suerbaum y cols., 1998; Robinson y cols.,
2005). Estas caracteristicas, junto con la presencia de procesos tales como la

variacion antigénica y la secrecién de proteinas especificas, se relacionan con la



alta capacidad de H. pylori para producir una infeccion persistente durante

décadas, si no la vida completa de su hospedador (Baldari y cols., 2005).

Una de las razones por la que Helicobacter pylori es capaz de permanecer
décadas en su hospedador es su capacidad para evadir tanto la respuesta inmune
innata como la adquirida. En los epitelios se desencadena la respuesta inmune
innata, a través de receptores que reconocen principalmente patrones moleculares
asociados a patégenos (denominados PAMPs). Entre los PAMPs mas
comunmente reconocidos se encuentra el LPS vy Ia flagelina bacterianos. En H.
pylori, estos dos componentes han evolucionado de manera que son pobremente
reconocidos y, por ende, facultan a esta bacieria para evadir parciaimente la
respuesta inmune innata (Moran, 1999; Lee y cols., 2003). Sin embargo, H. pylori
se ve beneficiada nutricionalmente por la produccién de una cierta respuesta
inmune, por lo que desencadena algunos mecanismos de defensa, que a la larga
favorecen la infeccidn; por ejemplo, se produce disrupcién de la capa epitelial y
con ello liberacién de nutrientes a la mucosa. Ademas, la inflamacion del epitelio
produce un aumento de la capa mucosa, incrementando la superficie de

residencia de este patdgeno, favorecida también por el incremento de pH respecto

al lumen.

Entre los mecanismos que se desencadenan con la respuesta inmune

innata se encuentra la fagocitosis y la produccién de especies reactivas de

oxigeno y nitrébgeno. H. pylori activa la produccién de especies reactivas de




oxigeno (ROs) mediante la proteina activadora de neutrofilos (NAP), y se defiende
de ellas mediante la produccién de enzimas como superdxido dismutasa, catalasa

y quinona reductasa dependiente de NADPH (Baldari y cols., 2005).

Los macrofagos producen también éxido nitrico (NO), que es toxico tanto
para el epitelio como para la bacteria, produciendo dafio y apoptosis, eventos que
resultan beneficiosos para H. pylori. El NO se produce a partir de arginina,
mediante la éxido nitrico sintetasa inducible, INOS. Para reducir el efecto del NO,
H. pylori produce la enzima arginasa, que utiliza el mismo sustrato que iNOS, la
arginina, para producir ornitina y urea (que posteriormente sera utilizada para
generar amonio y subir el pH), de esta manera, la bacteria baja las reservas de
arginina disponibles externamente para la sintesis de NO por parte de la célula
eucarionte (Gobert y cols., 2001). Ademas, este patégeno es capaz de inducir la
produccion de arginasa Il en los macréfagos, reduciendo atin mas los niveles de
NO (Gobert y cols., 2002). Curiosamente, a pesar que H. pylori se define como
una bacteria extracelular, es capaz de resistir mas tiempo que otras bacterias
Gram negativas en el interior del fagosoma. La bacteria se acumula en
macrosomas, grandes vesiculas compuestas de la union de varios fagosomas, y

puede ser liberada luego de la apoptosis del macréfago (Chaturvedi y cols., 2004).

Para [ograr una infeccion persistente, los patdgenos deben ser capaces de
controlar o evadir la respuesta inmune adquirida. Para elio, H. pylori ha

desarrollado evolutivamente diversos y complejos mecanismos, que involucran



cambios en la presentacién de antigenos de la superficie bacteriana e interferencia
en las células del sistema inmune del hospedador. Un factor de importancia lo
constituye la toxina vacuolizante, VacA, cuya presencia se correlaciona con la
gravedad del dafio epitelial debido a H. pylori (Murakita y cols., 1994: Atherton y
cols., 1995). Esta proteina es sintetizada como un precursor de 140 kDa que
contiene un péptido-sefial de destinacién a periplasma, dependiente de la via Sec
(Phadnis y cols., 1994). Mediante un proceso secretor autopromovido, el precusor
de VacA es capaz de insertarse en la membrana externa y liberar desde ahf un
producto de 95 kDa, que sufre una protediisis adicional para generar la toxina,
formada por dos subunidades derivadas de este producto (Fisher y cols., 2001).
La citotoxina madura se inserta en la membrana de la célula epitelial v es
internalizada dentro de vacuolas. VacA tiene diversos efectos en el epitelio del
hospedador, siendo el mas notorio de ellos la vacuolizacion y lisis de las células
epiteliales. Previo a la internalizacién, VacA forma canales en la membrana de la
célula epitelial, permitiendo la salida de nutrientes de importancia para H. pyiori,
tales como piruvato, urea y bicarbonato. VacA causa disrupcién de las tight
Jjunctions, permitiendo la salida de iones Fe*®, Ni*? y moléculas pequefias, como
manitol y sacarosa, hacia el ambiente pobre en nutrientes de fa mucosa epitelial

(Tombola y cols., 2001).

VacA, ademas de fener efectos en la capa epitelial, tiene funcion
modulatoria scbre células del sistema inmune. VacA es capaz de interferir en el

procesamiento y presentacion de antigenos por parte de los linfocitos B (Molinari y



e -

cols., 1998) y participa activamente en la modulacién de la respuesta de linfocitos
T. VacA previene la activacion y proliferacién de linfocitos T a diferentes niveles,
VacA es capaz de causar un arresto del ciclo celular en G4/S, mediante dos vias
diferentes. Una via depende de la formacion de canales iénicos que depolarizan
el linfocito, impidiendo el flujo de calcio al citoplasma y la activacién de
calcineurina, que controla, a su vez, la accién del factor de transcripcién NFAT,
elemento clave en diversos procesos celulares (Gebert y cols., 2003; Boncristiano.
y cols. 2003). La segunda via involucra la activacion de la GTPasa Rac y produce,
finalmente, la reorganizacién del citoesqueleto de actina y la activacion de p38,
una quinasa de esirés. Se piensa que la disrupcion del citoesqueleto afecta el
ordenamiento de F-actina en la sinapsis inmunolégica y previene la activacion del
linfocito (Boncristiano. y cols. 2003). Otros estudios sugieren que VacA es capaz
de impedir la expansién clonal de las células T activadas mediante una via
independiente de la secrecién de 1L-2, sin afectar [a sobrevida de las células

inducidas por esta citoquina (Sundrud y cols., 2004).

Se ha demostrado recientemente que la proteina activadora de neutréfilos,
NAP, modula la respuesta inmune adquirida a través de la innata. Se demostré
que NAP, ademas de inducir la produccién de ROs y la adhesién de los neuiréfilos
a celulas endoteliales, es reconocida por TLR 2, e induce la expresién de IL-12 e
IL-23 en neuiréfilos y monocitos (Amedei y cols., 2006). Esto determina la
generacién de una respuesta Th1, que no erradica la infeccién, sino que, al

contrario, beneficia la sobrevida de la bacteria.



La gran capacidad de persistencia de H. pylori, el gran nimero de personas
infectadas por ella, tanto en el mundo como en nuestro pais, y el aumento de las
cepas resistentes a antibiéticos (Chmiela y Michetti, 2006: Koletzco y cals., 2008)

hacen que el desarrollo de una vacuna con la cual combatifla sea de gran

relevancia.

En vista que H. pylori coloniza el epitelio estomacal, el tipo de vacuna mas
recomendable es una oral, que sea capaz de inducir una respuesta de tipo
mucosal, y no solo sérica. Para ello se ha propuesta utilizar cepas atenuadas de
ciertas bacterias, como Saimonella typhimurium, que expresen antigenos contra
los que se desee crear inmunidad. E| modelo animal para los estudios prevics es
el ratéon, en el cual puede utilizarse como vector Salmonella typhimurium
(Corthesy-Theulaz y cols., 1998; Gomez-Duarte y cols., 1998). La infeccién con
Salmonella typhimurium tipo silvestre causa en el ratén una enfermedad similar a
la observada en humanos Iuego de infeccién por Salmonelia typhi, por lo que este
modelo tiene perspectivas interesantes. Entre las proteinas de H. pylori se han
propuesio varios antigenos posibles, como es HpaA, una adhesina que en
estudios previos ha demostrado ser inmunogénica (Voland y cols., 2003) y CagA,
una proteina altamente inmunogénica que es inyectada por la bacteria en las
células epiteliales, y que ha sido relacionada con un mayor riesgo de cancer

gastrico {(Nomura y cols., 1995; Vogelman y cols., 1997).



La adhesina HpaA fue descubierta en 1988 como una hemoaglutinina
fibrilar que une N-acetil neuraminil-laciosa (Evans y cols., 1988) y posee afinidad
por fetuina (una sialoglicoproteina de suero). HpaA tiene un peso de 30kDa, es
una lipoproteina y su funcidén especifica es actualmente desconocida, aungque se
piensa que, junto a BabA, participa en la unién al epitelio gastrico. HpaA es una
proteina altamente conservada y su secuencia no presenta homologia con
proteinas de ninguna otra especie (Voland y cols., 2002). Se ha ubicado a HpaA
tanto en el citoplasma como en la membrana externa y en la vaina flagelar, y
actualmente se piensa que esta proteina esta expuesta en la superficie bacteriana
(Blom y cols., 2001). Se ha demostrado que la expresion génica de hpaA en
distintas cepas de H. pylori es similar, siendo la secuencia aminoacidica bastante
conservada, si bien las cepas presentan variaciones en la localizacion y la

cantidad de proteina expuesta en la superficie bacteriana (Lundstrém y cols.,

2004).

Se ha demostrado que HpaA es capaz de inducir respuesta inmune, pues
promueve la maduracién de células dendriticas humanas y la produccion de
interleuquinas 10 y 12. Ademas, se ha sugerido HpaA como un buen marcador de
la presencia de H. pylori, dado que solo pacientes infectados presentan sero-
reactividad contra ella (Voland y cols., 2003; Diaz y cols., 2006, datos no
publicados). Actualmente hay investigaciones en curso para desarrollar vacunas
contra H. pylori utilizando HpaA purificada, y se ha comprobado que en un modelo

murino esta proteina es capaz de inducir sobre un 75% de proteccién al ser



administrada junto a un adyuvante como LTB o CTB (subunidad B de la toxina
termolabil de E. coli o subunidad B de la toxina del colera, respectivamente). Es
mas, se ha demostrado que si HpaA se utiliza en combinacién con otro antigeno,
como UreB, es posible obtener méas de un 90% de eficiencia en proteccion (Mao y
cols., 2005). Recientemente, se ha descubierto, al utilizar mutantes nulos para el
gen hpaA en experimentos de desafio en ratones, que éstos son incapaces de
colonizar la mucosa gdstrica (Carlsohn y cols., 2008), lo que resalta la importancia
de HpaA en la infeccién por parte de H. pylori, y avala aiin mas su uso como

posible antigenc en el desarrollo de una vacuna.

Algunas cepas de Helicobacter pylori presentan un islote de patogenicidad
(cag PAl), relacionado con un mayor riesgo de producir tlcera péptica vy
adenocarcinoma gastrico (Blaser, 2006). Esta es una region de entre 35 y 40 kb,
inserta en el gen que codifica para glutamato racemasa, en el cromosoma de la
bacteria. El islote contiene 31 genes, 6 de los cuales tienen homologia con el
sistema de secrecion tipo IV de Agrobacterium tumefaciens. En H. pylori este
sistema transloca directamente la proteina CagA a la célula epitelial del hospedero
(Backert y cols., 2000). CagA es causal de una variedad de fenémenos en la
celula epitelial, entre ellos, desfosforilacion de proteinas propias del hospedador,
induccion de motilidad, redistribucion del citoesqueleto (produciendo, en cultivo, un
fenotipo celular alargado denominado colibri) y aumento de la proliferacién celular.

Esta molécula tiene un peso de entre 128 y 140 kDa, su gen tiene un tamaiio de

aproximadamente 3500 pb, dependiendo de la cepa. La proteina CagA tiene tres

.
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regiones principales: la regién N — terminal de aproximadamente 2200 pb; una
region media denominada A17, de aproximadamente 800-1000 pb, que contiene
motivos fosforilables (EPIYA), y la region C — terminal de 500 pb, que es la mas

variable en secuencia.

La proteina CagA, una vez transportada al interior de la célula epitelial, se
localiza en la superficie interior de la membrana plasmética y es fosforilada en la
tirosina de los motivos EPIYA por quinasas de la familia Src (Stein y cols., 2002).
CagA fosforilada se une a una tirosin- fosfatasa (SHP-2), con dominio SH2,
estimulando su actividad. SHP-2 esta relacionada con movilidad y crecimiento
celular, y se ha comprobado que mutaciones que incrementan la funcién en esta
proteina son causales de una variedad de alteraciones. Esto indica que SHP-2 es
una oncoproteina humana y sugiere que la desregulacién de ésta, mediada por
CagA, juega un importante papel en la carcinogénesis gastrica (Yokoyama y cols.,
2005). En células en cultivo, el efecto de la fosforilacion de CagA puede ser
observado por la generacion del fenotipo alargado denominado cofibrf (Segal y
cols., 1999). Ademas, CagA es capaz de interactuar con oftras proteinas, de
manera independiente de [a fosforilacion. Entre éstas se ha descrito su
interaccion con Grb-2 (proteina de unién al receptor del factor de crecimiento
epidermal 2}, el receptor c-Met (que une el factor de crecimiento de hepatocitos),
fosfolipasa Cy, y con JAM y ZO-1 (proteinas de fight junction). La interaccion

entre CagA y las primeras tres moléculas tiene un efecto en la motilidad celular,

mientras que la interaccién con las Gltimas causa destruccion de la hermeticidad

o
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de la unidn intercelular del epitelio (Bourzac y Guillemin, 2005). En resumen,
CagA actiia como una proteina bacteriana de anclaje y adaptacion, que recluta
muiltiples proteinas celulares del hospedador y modifica una variedad de funciones
de la célula epitelial. Recientemente, mediante estudios de transfeccion de células
epiteliales AGS con segmentos del gen cagA que difieren en el contenido y origen
(occidental u oriental) de los motivos EPIYA, se ha determinado que los 2
primeros EPIYAS (A y B) participan en la unién de CagA a la membrana
plasmética, paso necesario para ejercer sus diversas actividades, pero que estos
dominios no requieren estar fosforilados en el residuc de tirosina para este anclaje

a membrana (Higashi y cols., 2005).

Puesto que CagA es causal de diversos dafios en el epitelio, el uso como
antigeno de la forma completa es cuestionable. Por tal razon, para fines de este
trabajo se eligieron dos sectores de la proteina, que fueron clonados
independientemente. Estos sectores comprenden un fragmento del extremo N —
terminal y un fragmento que contiene las regiones A17 y el extremo C — terminal
de la proteina. El primero se ha designado NT y consiste en 188 aminoacidos
(calculo basado en la secuencia de CagA de la cepa J89), entre los cuales se
encuentra un motivo de fosforilacién para quinasas de eucariontes (Y122). El
segundo fragmento se ha designado A17C y comprende desde el aminoacido 834
al 1047 (calculo también basado en la secuencia de la cepa J99), incluyendo las

secuencias de fosforilacién EPIYA. Para realizar una comparacion entre la

efectividad de CagA como antigeno y su efectividad como efector en la célula
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epitelial, se utilizaron en este trabajo proteinas de dos cepas diferentes de H.
pylori, J99 y G27. En la cepa J99 se ha encontradc mutaciones en codones
importantes de los sitios de fosforilacion, lo que hace que CagA de esta cepa no
sea fosforilable en la célula epitelial y no cause el fenotipo colibri en células en

cultivo, mientras que la cepa G27 tiene un CagA fosforilable que presenta alta

toxicidad en dichas células (Backert y cols., 2000).

Se ha demostrado que la expresion de antigenos en la membrana externa
de bacterias Gram negativas atenuadas es mas eficiente para producir proteccion
que la expresion citoplasmica convencional de ellos (Rizos y cols., 2003). Ha
resultado de interés el hecho que el fragmento carboxilo terminal (CT) de la
proteina VacA, responsable del transporie al exterior de la toxina madura, sea
capaz de insertarse por si solo en la membrana externa, aunque requiere de un
péptido sefial para atravesar [a membrana interna y alcanzar el periplasma (Fisher
y cols., 2001). Utilizando esta caracteristica, se ha propuesto utilizarlo como un
método de expresion heterdloga de antigenos en ia superficie de cepas que

puedan ser usadas como vacuna.

Normaimente, al transformar una cepa con un plasmido de interés, se
selecciona su permanencia en la bacteria utilizando un marcador de resistencia a
algun antibiético; sin embargo, si la cepa va a ser utlizada como vacuna en

humanos, esto no es recomendable, puesto que se requeriria de la administracion

simultanea de Ia vacuna y el antibiético. Esto no es econdmicamente atractivo ni
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éticamente justificable y, ademas, presenta el riesgo de permitir transferencia de
genes de resistencia a antibisticos en bacterias residentes en el hospederg, lo que
puede dificultar futuros tratamientos de ofras enfermedades. También representa
un riesgo ecoldgico al liberar una bacteria resistente a antibidticos al medio
ambiente. Por ello, se prefiere realizar los constructos utilizando un marcador
metabolico, es decir, un gen que complemente una mutacién metabdlica
preexistente en la cepa vacuna. En este trabajo, se utilizara el gen asd, que
codifica para la enzima aspartato semialdehido deshidrogenasa, esencial en la via
de sintesis de ciertos aminoacidos (lisina, metionina y treonina) y del acido
diamino pimélico (DAP), componente del péptido glican o mureina. Ademas, es
imprescindible que la cepa vacuna no sea virulenta, por lo que se utilizara una

cepa de Salmonella typhimurium atenuada.

Hipotesis

La cepa de Salmonella typhimurium x4550, transformada con cada una de
las construcciones hibridas: pET27b A17C/CT2 asd, pET27b NT/CT2 asd o
pET27b c-HpaA/CT2 asd, expresa y presenta en membrana los productos de
dichas construcciones e induce, con al menos uno de los hibridos, una respuesta

inmune adquirida contra Helicobacter pylori en el modelo murino, constituyendo un

potencial prototipo de vacuna contra este patdgeno.
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Objetivos Generales

1.- Clonar los fragmentos A17C y NT de CagA, fusionarlos a CT2 y ligarlos en

el vector de expresion pET27b, para luego transformar [a construccidn en

Escherichia coli.
2.-  Insertar el marcador metabélico asd en las construcciones hibridas pET27b
A17C/CT2, pET27b NT/CT2 y pET27b c-HpaA/CT2 (ya disponible)

3.-  Transformar las construcciones hibridas en Salmonella typhimurium
X4550/pGP1-2, para luego verificar su expresion.
4.-  Inocular ratones con la cepa vacuna que expresa las construcciones

hibridas ya obtenidas y evaluar su efectividad en un ensayo de desafio y

colonizacién por H. pyiori.

Objetivos especificos

1.1.- Ampiificar por PCR los fragmentos A17C y NT, ligarlos al vector pGEM-T y
obtener clones con cada una de estas construcciones.
1.2.- A partir de los clones obtenidos subclonar en E. coli DH50 las 2

construcciones en pET27b, fusionadas a CT2 y verificar su disefio mediante PCR

y digestion con enzimas de restriccion.
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1.3.- Subclonar las construcciones en E. coli JM1 09(DE3) y verificar su expresién

mediante induccién con IPTG y Western blot.

2.1.- Digerir con la enzima Sma | o Nru | (sitio presente en el cassette de
resistencia a kanamicina) las construcciones pET27b A1 7CICT2, pET27b NT/CT2
y PET27b c-HpaA/CT2 y ligar el gen asd, con su propioc promotor, a las
consirucciones plasmidiales en su forma lineal.

2.2.- Transformar E. coli X6212 (Aasd) con los productos de las ligaciones
anteriores y seleccionar los clones en medio de cultivo sin DAP.

2.4.- Verificar la presencia del gen asd en las construcciones mediante PCR y/o

digestién enzimatica.

3.1.- Realizar extraccion de plasmidos de los clones obtenidos en X6212 que
presenten las construcciones y transformar con éstos la cepa x4550/pGP1-2

3.2.- En los clones ya aislados, inducir con IPTG, y por incubacién a 42°C, la
expresion de las proteinas hibridas y verificarla mediante Western blot.

3.3.- Construir una curva de crecimiento y expresién de las proteinas hibridas en
la cepa vacuna y determinar las condiciones dptimas de expresidn de los

antigenos.

4.1.- Cultivar la cepa vacuna hasta la densidad optica elegida en condiciones
6ptimas y preparar inéculos que contengan aproximadamente 107 bacterias en un

volumen de aproximadamente 200 pl.
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4.2.- Inocular por via oral ratones a los que previamente se les fom6 muestras de
sangre (suero preinmune), con la cepa vacuna gue exprese aiguna de las

construcciones hibridas.

4.3.- Desafiar a los ratones inmunizados inoculandoles por via oral una dosis del
patégeno H. pylori P76.

4.4.- Tomar muestras de sangre de los ratones inmunizados para medir el titulo
de anticuerpos contra las construcciones mediante ELISA.

4.5.- Sacrificar los animales, realizar cultivo primario de esplenocitos para
ensayos de determinacion de produccion de citoquinas y al mismo tiempo evaluar

la colonizacién de H. pylori en el estdmago, comparada a aguélla en animales

control,

El logro de estos objetivos constituird el primer paso en el desarrollo de un
prototipo de vacuna contra H. pyori, el que debera ser aprobado vy ratificado a
través de los ensayos de Fase |, Il y Ill requeridos para la aprobacién de toda
vacuna o farmaco que pueda ser utilizado en el hombre con fines profilacticos o
terapéuticos, para el control de una enfermedad como la causada por este

patdgeno.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizé ratones hembras BALB/c libres de patdgenos, obtenidos del
Instituio de Salud Publica. Se mantuvo a los ratones en jaulas con no mas de 6
individuos en cada una, con agua y comida ad libitum, excepto los dias en que se
vacuno, en los que se les retird ia comida 6 horas antes de la inoculacién. Antes

de comenzar el protocolo se dej6é a los animales en cuarentena durante una

semana.

2. Cepas bacterianas

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:

- E. coli DHb5a: supE44 AlacU169 (®80LacZAM15) hsdR17 recA1 endAt
gyrA96 (Nal®) thi-1 relA1

- E. coli JM109(DE3): F traD36 proAB lacl® ZAM15 (DE3) gyrA96 (Nai®)

- E. coli AD494(DE3): Aara leu7967 AlacX74 AphoAPvull phoR AmalfF3
Fllac*(lacl®)pro] trxB::kan (DE3) pLysS

- E. colix6212: ¢80d lacZAM15 deoR A(lacZYA-argF)U169 supE44 A" gyrA96
(Nal®) recA1 relA1 endA1 AasdA4 Azhf-2::Tn10 hsdR17 (R° M")

- E. coli XL1 Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’

proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet™)]
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E. coli TOP10: mecrA A(mir-hsdRMS-merBC) ©80A/acZAM15 AlacX74 deoR
recA1 araD139 A (ara,leu) 7697 galU ga/K A" rosL (Str®) endA1 nupG’
- S. typhimurium ¥3730: leu hsdl galE trpD2 rspL120 (St°) AasdA1 Afzhf-

4::Tn10] metE551 metA22 hsdSA hdsB ilv

- S. lyphimurium x4550. gyrA1816 (Nal®) AasdA1 Afzhf-4::Tn10] Acrp-1
Acya-1

- Helicobacter pylori P76: cagPAI ", vacA* (Gémez-Duarte y cols, 1998)

3. Plasmidos

El vector lineal pGEMT easy se obtuvo de Promega y se utilizb para clonar
productos de PCR generados por Taq DNA polimerasa. Los plasmidos pET27b y

PET21d se obtuvieron de Novagen, y se mantuvieron en cepas de E. coli TOP10 o

DH5a para su propagacion.

Se disponia previamente del fragmento codificante para el carboxilo
terminal de VacA de H. pylori 60190 (denominado CT2), clonado en el vector \
PGEMT easy, flanqueado por el lado 5’ por secuencias Ncol y EcoRV, y por el
lado 3’ por una secuencia BamH| (Martinez, 2008). También se disponia del gen
hpaA de H. pylori 60190, fusionado al epitope ¢c-myc por el lado 5" y a CT2 VacA
por el lado 3', ligado en el vector pET27b y transferido a la cepa E. coli

JM109(DE3). EIl gen cagA de las cepas de H. pylori J89 y G27 se encontraba
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previamente clonado en el vector pGEMT en E. coli DH5q (Palacios, 2008). El gen
asd de E. coli se encontraba previamente ligado en el vector pCRII, flanqgueado

por sitios BamH! y Scal (Garcia de la Guarda, 1998).

4. Oligonucledtidos

Se disefi6 los partidores para amplificar las regiones NT y A17C del gen
cagA utilizando las secuencias publicadas, incorporando los sitios de clonamiento
adecuados (tabla I). Se utilizé como temperatura de alineamiento 44°C.

Se disponia previamente de partidores para amplificar los genes o
segmentos codificantes para CT2 de VacA, HpaA y Asd (Martinez, 2008), ademas

de los partidores del sistema pET (tabla 1).

5. Técnicas de biologia molecular

Los plasmidos se purificaron mediante la técnica de la lisis alcalina
(Sambrook y cols., 1989) y los kits de extraccion de DNA plasmidial Qiaprep
(Qiagen) o E.Z.N.A. (Omega). Se exirajo bandas de geles de agarosa y se purificd
productos de PCR mediante el kit de extraccién Qiaguick (Qiagen) o E.Z.N.A.
(Omega). Las digestiones con enzimas de restriccion, ligaciones vy
desfosforilaciones se realizaron de acuerdo a lo descrito previamente (Sambrook y
cols., 1989). Se analizé la insercién de fragmentos en vectores de clonamiento

mediante una extraccion rapida de DNA plasmidial denominada “one step”
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E. coli TOP10: mcrA A(mir-hsdRMS-mcrBC) ®80AlacZAM15 AlacX74 deoR

recA1 araD138 A (ara,leu) 7697 gall galK A" rpsL (St™) endA1 nupG

- S. typhimurium ¥3730: leu hsdl galE tpD2 rspl.120 (St™) AasdA1 Afzhf-
4::Tn10] metES51 metA22 hsdSA hdsB ifv

- S. lyphimurium x4550:. gyrA1816 (Nal®) AasdA1 Afzhf-4::Tn10] Acrp-1

Acya-1

- Helicobacter pylori P76: cagPAI ~, vacA* (Gémez-Duarte y cols, 1998)

3. Plasmidos

El vector lineal pPGEMT easy se obtuvo de Promega v se utilizé para clonar
productos de PCR generados por Tag DNA polimerasa. Los plasmidos pPET27b y

PET21d se obtuvieron de Novagen, y se mantuvieron en cepas de E. coli TOP10 o

DHS5a para su propagacion.

Se disponia previamente del fragmento codificante para el carboxilo
terminal de VacA de H. pylori 60190 (denominado CT2), clonado en el vector
PGEMT easy, flanqueado por el lado 5 por secuencias Ncol y EcoRV, y por el
lado 3’ por una secuencia BamHI (Martinez, 2006). También se disponia del gen
hpaA de H. pylori 60190, fusionado al epitopo c-myc por el lado 5 y a CT2 VacA
por el lado 3, ligado en el vector pET27b y transferido a la cepa E. cofi

JM109(DE3). El gen cagA de las cepas de H. pylori J99 y G27 se encontraba
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(Atrazhev, y Elliot, 1996), digestién con enzimas de restriccion y amplificacién de

los fragmentos correspondientes mediante PCR.

Tabla I: Secuencia de los oligonucledtidos utilizados como

las regiones utilizadas como antigeno.

partidores para la amplificacién de

B Secuencia . 1N oy
Nombre Antigeno adicional Secuencia (5°>3’)
cagNT-1 NT Corte Ncol CCATGGATACAGGTTCTTCCATAAAGAG
cagNT-2 NT Corte EcoRV GATATCAATGTCAGCGACTCCCTCAAC
Corte BamH!
. ’ GGATCCTAATGATGATGATGATGATGATC
cagNT-3 NT g‘e’dl_‘i’i’;t%ﬁp' cola | A ATGTCAGCGACTCCCTCAAC
cgA17CT1 A17C Corte Ncol CCATGGGAAAAAATTICTGCACTATAC
cgA17CT2 A17C Corte EcoRV GATATCGTTAGTAGCGTAATTGTCC
Corte BamH!
) ! GGATCCTAATGATGATGATGATGATGGTT
cgA17CT3 A17CT codo_n _S‘_TOP, cola AGTAGCGTAATTGTCC
de Histidina
Corte BamHi, AGCTGGATCCTTAGAAACTATACCTCATT
VCCT2 CT2 VacA codén STOP cc
ATATTCCATGGCGGCCGCGTGCAGCCCG
hpaA3f HpaA Corte Ncol CATATTATTGA AAGTC
asdEC-1 Asd Cortes Scal y CTCTAGTACTGGATCCATAATCAGGATCA
BamH| ATAAAACTGC
dEC-2 Asd Cortes Scal y AGCTAGTACTGGATCCTGTATTACGCACT
asdbl- S BamHi AACAGGGGCG
pET7D Prom. T7 | no TAATACGACTCACTATAGGG
PET7R Term. T7 | no GCTAGTTATTGCTCAGCGG

* Se muestra subrayado los sitios de corte para enzimas de restriccion ¥ en negrita los codones stop.

6. Marcadores de peso molecular

Como marcador del peso malecular en corridas electroforéticas de DNA se

utilizé los estéandares Fermentas 100pb plus o 1kb (Fig. 1 a, b). Como marcador de

peso molecular en corridas electroforéticas de proteina se utilizd el estandar

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fig 1 ¢) de Fermentas, que sera

denominado Estandar de proteinas Fermentas en las subsecuentes figuras.
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Figura 1: Marcadores de peso molecular utilizados en este trabajo
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c) Estandar de proteinas Fermentas (Prestained Protein Molecular Weight Marker)

7. Amplificacion de los antigenos de cagA

Se utilizd como molde el gen cagA de las cepas J99 y G27, ligado a

pGEMT, clonado en DH5aq, extraido mediante una mini preparacion de cepas ya

existentes en el laboratorio (Palacios, 2006). Se desnaturé el DNA por 1 minuto a

94°C, para luego amplificar mediante 35 ciclos, consistentes en: 45 segundos a

94°C, 45 segundos a 44°C y 1 minuto a 72°C, seguidos de una elongacion final de

10 minutos a 72°C; las muestras se mantuvieron a 4°C hasta su analisis. Los

fragmentos fueron purificados a partir de geles de agarosa 1% mediante kit

comerciales.
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8. Comprobacion de la construccién de los hibridos por PCR

Para comprobar la presencia de los hibridos de los fragmentos de CagA o
c-hpaA y CT-VacA se realizé6 PCR, utilizando como molde DNA plasmidial o un
lisado total de una colonia con la correspondiente construccién plasmidial disuelta
en 5 ul de agua. Como partidores se usé aquél que alinea en el 5° del fragmento
clonado y el partidor VCCT2 (Tabla 1). El DNA se desnaturé a 94°C por 1 minuto,
luego se amplificd con 30 o 35 ciclos, consistentes en: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
44°C y 2 minutos a 72°C, seguidos de una elongacion final de 10 minutos a 72°C;

las muestras se mantuvieron a 4°C hasta su analisis.

9. Cultivo de cepas bacterianas

En general, las cepas de E. coli y S. typhimurium ya transformadas se
crecieron a 37°C con agitacion, en caldo LB (peptona 1%; NaCl 0,5 %; extracto de
levadura 0,5%) suplementado con el antibiético requerido (Acido nalidixico 25
pg/ml, Tetraciclina 25 pg/ml, Kanamicina 50 pg/ml, Estreptomicina 50 pg/ml o
Cloramfenicol 35 pg/ml) mas el requerimiento nutricional adecuado (Acido diamino
pimélico, 50 pg/mi), durante toda la noche (16h) para obtener cultivos saturados.
Las cepas sin transformar se crecieron en condiciones similares, incluyendo
aquéllos antibidticos cuyos genes de resistencia eran de origen cromosomal

(Acido nalidixico, Estreptomicina, Kanamicina).
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Para aislar colonias de S. typhimurium se utilizd, ademas, placas de agar

SS suplementadas adecuadamente. Las placas se incubaron a 37°C.

Para preparar las dosis de los prototipos de vacunas y construir curvas de
crecimiento y expresion se reinoculé un cultivo saturado en una dilucién 1:30 o
1:50 en medio fresco suplementado adecuadamente, dejandose crecer hasta una
densidad éptica (600nm) adecuada para el experimento (generalmente DOgg =
0,5). Se tomo alicuotas a intervalos de tiempo definidos y se sembré diluciones
seriadas en placas de agar LB (caldo LB mas 1,5% agar) para determinar el

nimero de unidades formadoras de colonias en cada tiempo y condicién

analizados.

La cepa de H. pylori P76 se crecié a partir de cultivos conservados a -70°C
en placas de agar Brucella suplementadas con 5% sangre de caballo y DENT
(Vancomicina 10 pg/ml, Trimetoprima 5 pg/ml, Cefsulodina 5 pg/ml, Anfotericina B
5 pg/ml), en condiciones microaerofilicas (5% CO,) a 37°C durante 2 dias. Luego
se re-sembré en placas del mismo medio, dejandolas crecer durante 1 dia para
preparar diluciones en PBS - NaHCO; (7,5%) 4:1, y estimar, mediante cultivo en
placas de agar Brucella mas 5% sangre de caballo, el nimero de unidades

formadoras de colonias segun la DOggg.
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10. Almacenamiento de cepas bacterianas

Se guardo las cepas de E. coli y S. typhimurium, crecidas en caldo LB a
saturacion, en 50% glicerol a -20°C, o en 14% glicerol a -70°C. La cepa P76 de H.
pylori se guard6, a partir de culivos en placa, a -70°C en medio de

almacenamiento (BHI 15%, Glicerol 14% en PBS).

11. Transformacion bacteriana con DNA plasmidial

Para transformaciones con DNA plasmidial sobreenrollado se permeabilizd
las células con cloruro de calcio, de acuerdo a lo descrito previamente (Sambrook
y cols., 1989). En el caso de ligaciocnes de DNA a vectores plasmidiales se
transformé  mediante  electroporacion  (Miller, 1994). Las células

electrocompetentes se prepararon segun el método descrito previamente (Miller,

1994).

12.Construccion de la cepa control S. typhimurium x4550 pGP1-2 pET27b

asd

El vector pET27b se corté en el sitio interno Smal del gen de resistencia a
kanamicina y se ligé con el gen asd de E. coli digerido previamente con Scal. Con
esta mezcla de ligacién se transformé E. coli x6212 (Aasd) y se selecciond

transformanies en placas de agar LB que contenian sélo &cido nalidixico (25
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pg/mi), sin DAP. Asl, la seleccién positiva fue por complementacién de la mutacion
asd de la hospedera con el gen silvestre incorporado en PET27b. Se comprobd
que los transformantes habian perdido la resistencia a kanamicina creciéndolas en
caldo LB suplementado con kanamicina (50 pg/ml). Se seleccionaron dos clones
transformantes sin resistencia a kanamicina y se les extrajo DNA plamidial, al que
se le realiz6 PCR para comprobar la presencia del gen asd. Luego se transformo
con este plasmido directamente la cepa de S. typhimurium x4550 pGP1-2 vy se
selecciond en placas de agar LB suplementadas s6lo con kanamicina (60 pg/ml),
por ser kanamicina el marcador de resistencia presente en pGP1-2, plasmido
adicional requerido en S. typhimurium para la expresion dirigida por el promotor
T7. Para comprobar la presencia del gen asd se realizd PCR con los partidores

asdEC-1y asdEC-2, en condiciones ya descritas (Garcia de la Guarda, 1998).

13.Induccién de la expresion y deteccion de antigenos

Para comprobar la expresion de los antigenos clonados en las cepas de
expresion (E. coli JM109(DE3), E. coli AD494(DE3) y S. typhimurium 4550 pGP1-
2), las bacterias se crecieron en medio LB, durante toda la noche a 37°C y con
agitacion. Posteriormente, se dividié el cultivo en dos tubos (5ml cada uno) y se
indujo uno de ellos con IPTG 1mM. En el caso de la cepa x4550 pGP1-2 también
se dio un pulso de 30 minutos a 42°C, para inducir la expresién de la RNA
polimerasa T7, codificada en el plasmido pGP1-2, bajo el control del represor

¢l857 del fago lambda. Se indujo entre 1 y 4h a 37°C con agitacién y se preparé
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lisados totales de las muestras. Se analizd electroforéticamente los lisados totales

concentrados 10 veces en geles de poliacrilamida 12% y se visualizé mediante

Western blot (Tobwin y cols., 1979).

Para detectar las fusiones a CT2 se utilizé un anticuerpo policlonal anti -
VacA (AK204), disponible previamente, a una dilucién 1:3000 en PBS — leche 2%
como primer anticuerpo (Martinez, 2006). Al revelar con AK204, en todos los
casos se observa una banda de reaccién cruzada alrededor de los 30kDa. En el
caso de c-HpaA/CT2 se ha descrito un patron de doblete al revelar utilizando
como primer anticuerpo AK204 (Martinez, 2006). Para visualizar HpaA, o su fusion
a CT2 VacA, en algunos experimentos se utilizé un anticuerpo monoclonal
(MabHP30) disponible previamente (Martinez, 2006). Como segundo anticuerpo
se utllizd anti-lgG de conejo o ratdn, segun correspondiera, conjugado a

peroxidasa de rabano.

Como control positivo en las reacciones con AK204 se utilizé un lisado total
de un clon de E. coli JM109 (DE3) que expresa una fusién disponible previamente
entre una proteina de funcion hipotética (con dominio DsbG) y CT2 (HP0O/CT2)
clonada en pET27b. Como control positivo en las reacciones con MabHP30 se
utilizé un clon de E. coli JM109(DE3) que expresa cHpaA/CT2 en pET27b. Como
control negativo se utilizd la cepa JM109 (DE3) transformada sodlo con el plasmido

pET27b, o bien la cepa x4550 pGP1-2 pET27b asd.
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14.Digestiones de células bacterianas intactas con tripsina

A partir de cultivos saturados de las cepas vacuna Y4550 con las
construcciones hibridas (ligadas en pET27b asd) c-HpaA/CT2 y NT/CT2 y dos
controles hibridos, HP0231/CT2 y ¢-HpaA/CT2 ligados a pET27b y expresados en
E. coli JM109(DE3) se reinocularon 10 ml de medio LB suplementado con
kanamicina 50 pg/mi en una dilucién 1:50. Los cultivos se crecieron con agitacién
a 37°C hasta una DOsqo entre 0,4 y 0,6 y luego se indujeron durante 1 h con 1 mM
de IPTG a 42°C, para las cepas vacuna, o a 37°C, para los controles. Las
bacterias se centrifugaron por 15 minutos a 4000 rpm y se lavaron
cuidadosamente con PBS antes de centrifugar nuevamente. Las bacterias se
resuspendieron en 6,5 ml de mezcla de reaccién (tripsina 2mg/ml, MgCl, 10mM,
en PBS) y se incubaron a 37°C. Se tom6 muestras a distintos tiempos, deteniendo
la reaccién con PMSF 1mM. Las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a
11.000 rpm, y el sobrenadante fue descartado. Los sedimentos fueron guardados
a -20°C hasta su andlisis mediante Western blot de lisados fotales. La
concentracion relativa de cada constructo, a un tiempo dado, se estimé en el
programa Imaged (Abramoff y cols., 2004). Todas las centrifugaciones se

realizaron en una centrifuga Eppendorf 5415D con rotor de angulo fijo.
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15.Preparacién y formulacién de las dosis para vacunar ratones

A partir de cultivos saturados de la cepa vacuna y el control, se reinocularon
90 ml de medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/ml con una dilucién 1:50.
Los cultivos se crecieron con agitacion a 37°C hasta una DOgq de 0,5. Se indujo
la expresién de los antigenos con IPTG 1mM durante 1h a 42°C con agitacién y se
midié la DOsoo para determinar el nitmero de bacterias viables con la ayuda de una
curva de calibracion construida previamente. Se tomé la cantidad adecuada del
cultivo para obtener una cantidad de 1,5 x 10° bacterias (15 dosis) y se centrifugd
a 10.000rpm durante 5 minutos. El sedimento se resuspendié en 3ml de PBS —
NaHCO;3; (7,5%) en proporcién 4:1. Cada dosis fue de 1x10” UFC en 200! y fue
administrada a los ratones via oral utilizando una sonda oroesofagica de teflon

(Branula Insyte), luego de anestesiar los animales con éter por inhalacidn.

Para desafiar los ratones se crecid Helicobacter pylori P76 en placas de
agar Brucella suplementado ¢on 5% de sangre de caballo y DENT (Vancomicina
10 pg/ml, Trimetoprima 5 pg/ml, Cefsulodina 5 ug/ml, Anfotericina B 5 pg/ml),
durante un dia en condiciones microaerofilicas (5% CO,) a 37°C. Las bacterias se
obtuvieron mediante raspado de las placas y dilucién en PBS - NaHCO; (7,5%)
4:1. Se estimdé el nimero de bacterias viables y se prepararon indculos
(1x10’UFC) para el desafio como se describié para las inmunizaciones. El desafio

fue realizado via oral con sonda oroesofagica (Branuia Insyte).
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16.Deteccidn de antigenos luego de remover inductor

A partir de cultivos saturados de la cepa vacuna se reinoculd 50 mi de
medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/ml con una dilucién 1:50. Los
in6culos se crecieron con agitacion a 37°C hasta una DOgp aproximada de 0,5y
se indujo la expresion de los antigenos con IPTG 1mM durante 1h a 42°C, con
agitacion. Luego se centrifugd las bacterias a 4000 rpm durante 15 minutos, se
descartd el sobrenadante y se lavé el sedimento con PBS. Finalmente, el
sedimento se resuspendd en 50 mi de medio LB sin suplementar y las bacterias se
dejaron a 42°C con agitacion. Cada 24 h se midié DOgpy de los cultivos y se tomo
una muestra. Luego se renové el medio de los cultivos, centrifugédndolos a 4000
rpm durante 15 minutos y resuspendiendo el sedimento en 50 ml de medio LB sin
suplementar. Se prepararon lisados totales de las muesiras recolectadas,
ajustados segin DOge Yy concentrados 20 veces, y se analizaron
electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12%. Los antigenos se
detectaron mediante Western blot, utilizando como primer anticuerpo AK204

diluido 1:1000.

17.Vacunacién de ratones, desafio y toma de muestras

Se trabajoé con ratones BALB/c de 8 semanas de edad, divididos en tres

grupos con 13 (controles) o 14 (vacuna) animales cada uno. El primer grupo se

inoculé con la cepa vacuna que expresa cmyc HpaA/CT2 (grupe vacuna), el
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segundo grupo se inoculd con la cepa vacuna que sélo contiene el plasmido de
expresion (grupo control pET) y el tercer grupo fue el control, inoculado sélo con el
vehiculo PBS - NaHCO; (7,5%) 4:1 ‘(grupo control PBS). Desfasado
temporalmente, se dispuso un cuarto grupo de 3 ratones, que fue tratado con [a
vacuna, y al cual se le realizé un tratamiento idéntico a los tres grupos principales.
Los datos de este grupo se agregaron a los del grupo vacuna, previa
comprobacién de su similaridad estadistica. Se tomé muesiras de sangre
preinmune en el dia 0 del experimento (muestras denominadas Pl). Losdias 2, 5
y 7 los ratones fueron inoculados via oral con una dosis de 200pl que contiene
1x107 bacterias en PBS — NaHCOs; (7,5%) 4:1. A la quinta semana se tomé una
muestra de sangre, denominada M1, y se dio una incculacion oral de refuerzo,
consistente en una dosis de 1x10” bacterias o el vehiculo de inmunizacion para el
grupo control. Cuatro semanas después (semana 9) se tomé una nueva muestra
de sangre, que se denomind M2. A la décimo primera semana todos los grupos
fueron desafiados con 1x10” CFU de H. pylori P76. A las 3 semanas luego del
desafio (semana 14) se tomé una ultima muestra de sangre (denominada D) y los

animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.
18.Procesamiento de muestras

18.1 Sangre

L.as muestras de sangre se mantuvieron a 37°C por 10 minutos, seguido de

4°C durante 16h para lograr la separacion del suero. Luego se centrifugd a 1500
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rpm durante 30min y se exirajo la fraccion del sobrenadante, comrespondiente al
suero. El suero se guardd congelado a -70°C hasta su utilizacién para

determinacion de anticuerpos mediante ELISA.

18.2 Organos

De los ratones se extrajo el bazo y el estémago en condiciones estériles. El
estdomago se cortd longitudinaimente por la curvatura menor y se lavdé con PBS,
para luego dividirlo longitudinalmente en tres. Un tercio se mantuvo en
formaldehido 10% a 4°C para su analisis histolégico, otro se homagenizo en suero
fisiologico estéril para andlisis de citoquinas y el tltimo tercio se pesd vy
homogenizé en medio de almacenamiento para preparar diluciones seriadas y
determinar el nimero de unidades formadoras de colonias remanentes en el

estdmago mediante cultivo en placa.

18.3 Cultivo de esplenocitos

El bazo se disgregd sobre una malla de disgregacion con 1 ml de medio
RPMI 1640 sin suplemento y se lavo la malla con 4 ml de medic RPMI sin
suplemento. El producto recolectado se llevé a un volumen final de 12 ml con
RPMI y se centrifugé por 8 minutos a 1500 rpm. El pellet se disolvié y trat6 con 3
mi de buffer de lisis de eritrocitos (0,17 M NH4Cl en 10 mM Tris-HCI pH 7,5) por 5
minutos. Se extrajo con la pipeta el tejido aglomerado, se llevé a un volumen final
de 12 ml con medio RPMI y se centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm. El pellet se

resuspendid cuidadosamente en 1 ml de medio RPMI suplementado con
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glutamina, 10% SFB y 25 mM HEPES. Se determiné el nimero de células por el
meétodo de exclusion de Azul Tripan en camara Neubauer. Se sembraron 2x10°
esplenocitos por pocillo, en placas de 24 pocillos y se incubaron con
Concanavalina A, HpaA purificada o PBS por 24 h. Luego se tomé el contenido del
pocillo y se centrifugd 8 minutos a 1500 rpm para obtener el sobrenadante, gue se

guardod a -70°C hasta su uso para la determinacion de citoquinas.

19.Purificacion de antigenos para ELISA

La cepa de E. coli AD494 (DE3) pLysS con la construccién previamente
disponible pET21d hpaA His6 se transformé por permeabilizacion con cloruro de
calcio (Sambrock y cols., 1989) y se selecciond en placas de agar LB con
cloramfenicol (35 pg/ml} y ampicilina (100 pg/ml), que corresponden a los
marcadores plasmidiales de pLysS y pET21d, respectivamente. Se aislaron varias
colonias y se crecieron a saturacidn durante la noche en medio LB,
suplementadas con cloramfenicol y ampicilina. Los cultives se reinocularon en
medio fresco con una dilucién 1:50 y se crecieron hasta una DOgyp de
aproximadamente 0,5 para inducir con IPTG 1mM durante 2 h. Se compard todos
los clones por andlisis en geles de poliacrilamida utilizando un lisado total de cada

uno de ellos y se eligid aquél que tuviera una mayor expresion juzgando por

tincion con azul de Coomassie.




33

Para purificar el antigeno HpaA His6 se reinoculé matraces con 500 m| de
medio LB suplementado con cloramfenicol (35 pg/ml) y ampicilina (100 ug/ml), en
dilucion 1:50 a partir de un cultivo saturado. El cultivo se crecié hasta DOgoo = 0,5y
se agregd IPTG 1mM. Se indujo durante 2 a 3 h y se centrifugé a 4500 rpm
durante 30 minutos. EIl sedimento se guardé a -20°C durante la noche y se
resuspendio en buffer B (urea 8 M; NaH,POQ, 0,1M: Tris-HCI 0,01M, pH 8,0)
suplementado con PMSF 1mM. El antigeno se purificé mediante una columna de
afinidad Ni-NTA (Novagen) segdn las instrucciones del fabricante. Finalmente, el
antigeno se dializ6 durante toda la noche o durante 6 horas con cambio de tampon
cada hora, en tampén de diélisis (Tris 10mM, Triton X-100 0,1%, pH 8,0), para
eliminar [a urea y se concentré dejando las bolsas de dialisis en contacto con PEG
8000 sdiido a temperatura ambiente hasta que e! volumen se redujo a la mitad.
Posteriormente, la solucibn se volvié a concentrar en un filtro de centrifuga
(Amicon Ultra 4). Se determiné la concentracion mediante una curva de
calibracion de BSA, en gel de poliacrilamida, y se diluyd el antigeno en buffer

NaHCQ; 0,1M pH=8,4 hasta 5 pg/ml.

20.Determinacién del titulo de anticuerpos en suero

El tfitulo de anticuerpos se determiné mediante ELISA. Cada lavado
mencionado a continuacion consiste en la adicién de 400pl PBS - Tween 20
0,02%, agitacion lateral y eliminacion del liquido, y se realizd en un lavador de

ELISA automatico Asys Atlantis 4. Se hizo una calibracion preliminar utilizando
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sueros escogidos al azar, para determinar el rango de sensibilidad y la
concentracion de suero a utilizar, mediante un ensayo similar al descrito mas
adelante, pero en el que los sueros se agregaron en diluciones seriadas desde
1716 a 1/2048. Se escogié la dilucion 1/256 para los ensayos. Los ensayos se
realizaron en placas para ELISA de 96 pocillos, las que se activaron con 100 Ml
conteniendo 500 ng de antigeno (HpaA His6 purificado) por pocillo, incubando
durante 16 horas a 4°C con agitacion rotatoria constante. Luego, se eliminé el
liquido y la placa se lavé 3 veces. Se bloqued con 200l de PBS — BSA 1% por
pocilio, durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacién. Las placas se

lavaron 3 veces como antes, previo a agregar a dilucién de suero.

Los sueros se agregaron a cada pocillo a una dilucién de 1/258, con un
volumen final de 100yl. Se utilizé como tampén de dilucién PBS — BSA 1%. Las
placas se incubaron durante 2 h a 37°C y luego se lavaron 3 veces.
Posteriormente se agregaron 50ul de una dilucion 1:3000 del anticuerpo
secundario, anti IgG de raton conjugado a peroxidasa, en PBS — BSA 1%. La
mezcla de reaccién se Incubd durante una hora a 37°C. Las placas se lavaron 3

veces previo a revelar.

El revelado se efectué con una solucién reactiva compuesta por una
solucion de TMB (1mg/ml en DMSOQO) diluida 1:10 en tampén citrato 35mM vy
fosfato 67mM pH 5,0 y H>O, 30% v/v a una dilucion 1:1000. Se agregaron 50yl de

esta mezcla por pocillo y se detuvo la reaccién luego de 10 min a temperatura
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ambiente (aproximadamente 25°C), adicionando 100ul de H2S04 4N por pocillo.
Los resultados se determinaron mediante lectura de absorbancia a 450nm. Como
calibracion se utilizd el anticuerpo monoclonal anti HpaA MabHP30 (Martinez,
2006), en dilucién seriada a partir de 1/25 a 1/3200. Para efecios de simplicidad,
se establecio el primer punto como 100 unidades arbitrarias. La curva obtenida a
partir del estandar se aproximé mediante una ecuacion logaritmica, que se utilizd
para determinar el titulo de las muestras. A los valores se les restd el valor

preinmune para el andlisis estadistico mediante el test de comparacion multiple de

Dunn.

21.Determinacion de citoquinas a partir de estémagos de ratones

Un tercio de estdmago de ratones inmunizados con la cepa vacuna y los
controles fue disgregado con un homogenizador eléctrico {OMNI Th Internacional)
en 1 ml de suero fisiolégico (NaCl 0,9%). Se centrifugd a 12.000 g por 5 min para
obtener el sobrenadante. El contenido proteico total fue determinado en una
dilucion 1:10 de los homogenizados de estdmago mediante el método del acido
bicinconico (Pierce, Rockford, IL} y el contenido total de proteinas fue expresado

como mg/mi. El rango de deteccién del ensayo fue desde 20 hasta 2000 ug/m.

Los niveles de [L-12, IL-10, IFN-y, IL-4, TNF-a y TGF-B fueron

determinados tanto en los sobrenadantes de estémago como en los
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sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos mediante ELISA {BioSource
Internacional, CA). Los ensayos no poseen reactividad cruzada con ofras
citoquinas y los limites de deteccion son 2 pg/ml para IL-12, 13 pg/ml para IL-10, 1
pg/ml para IFN-y, 5 pg/ml para IL-4, 3pg/ml para TNF-a y 15,6 pg/ml para TGF-B.
La conceniracién final de citoquina fue expresada como pg/ml para los

sobrenadantes de cultivo y en pg/mg total de proteinas para los sobrenadantes del

homogenizado de estémago.

22.Secuenciacion y Bioinformatica

Cuando fue necesario, se envid a secuenciar muestras, mediante una
variacion de la técnica de Sanger, al servicio de Secuenciacién Automaética de la
P. Universidad Catélica. Las secuencias fueron comparadas entre si o con las
publicadas en la base de datos GenBank del National Center for Biofechnology
Information (NCBI) mediante el programa computacional ClustalW, del European
Bioinformatic Institute (EBI), disponible al plblico en su sitio web. La determinacion
de sitios de restriccién, la traduccion de las secuencias obtenidas y parte del

disefio y andlisis de partidores se realiz6é utilizando el programa computacional

Vector NTI 8 de InforMax Inc.
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RESULTADOS

1. Amplificacién y clonamiento de los fragmentos NT y A17C del gen

CagA

Se amplificé mediante PCR con DNA polimerasa Tag los fragmentos NTy
A17C del gen CagA de las cepas de H. pylori G27 y J99, con vy sin colas de
histidina. Como molde se utilizé el gen CagA de cada cepa clonado en pGEM-T, el
cual estaba disponible previamente. Se obtuvieron ambos fragmentos de tamafio
aproximado al esperado, a juzgar por la migracion electroforética en geles de
agarosa. 570 pb para NT y 650 pb, para A17C, al utilizar el molde de J99. EI
fragmento A17C de G27 dio un tamafio mayor al de J99, de aproximadamente 760
pb, mientras que el fragmento NT presenté una migracién similar, independiente
de la cepa utilizada como molde. Se purificé la banda correspondiente a cada
fragmento a partir de geles de agarosa mediante un kit comercial de extraccion.
Los fragmenios se ligaron a pGEM-T easy y se incorporaron en E. coli DH5a
mediante electroporacién. Los clones con inserto se seleccionaron mediante
resistencia a ampicilina (100 pg/ml) y ausencia de color azul para colonias
crecidas en placas de agar LB suplementadas con ampicilina, IPTG (1 mM) y X-
gal (40ug/ml). Las colonias blancas se crecieron en 1 m! de caldo LB durante toda
la noche para analizar su 'contenido plasmidial al dia siguiente mediante [a técnica
de “one step”. Se seleccionaron tres clones positivos de cada fragmento para

analizar mediante digestion doble del DNA plasmidial, con el fin de liberar el
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inserto clonado. Se encontré al menos un clon positivo para cada una de las

construcciones (Fig. 2).

A

¥ - . T

Figura 2: Clonamiento de los fragmentos de CagA en pGEM-T easy

A) Amplificacién por PCR de los fragmentos
Carril 1: A17CJ; Carril 2: A17CJ H6; Carril 3: NTJ; Carril 4: NTJ H6; Carril 5: A17CG; Carril 6:
A17CG H6; Carril 7: NTG; Carril 8: NTG H6; Carriles 9-12: Controles negativos; Carril E: Estéandar
100 pb plus Fermentas

B) Identificacién de clones con inserto luego de ligacion- a pGEMT easy Y analisis plasmidial

mediante one step (ejemplo).
Carril 1-4: A17CJ; Carril 5-7, 11: A17CJ H6; Carrif 8: Controf positivo; Carril 9: Control negativo
(PGEMT easy); Carriles 10-14: NTJ; Carrif 15-18: NTJ H6; Carril 19-21: A17CG; Carril 22-24, 27:
A17CG H6; Carril 25: Control positivo ; Carril 26: Control negativo (GEMT easy); Carril 28-32;
NTG; Carril 33-35: NTG H6; Carril E: Estandar 1kb.
La flecha superior indica la migracién de los clones positivos, mientras que la inferior indica los sin
inserto. El control positivo es provisto por el fabricante (Promega)

C) Analisis de clones positivos mediante digestion doble de DNA plasmidial con Ncol y EcoRV

o Ncol y BamHl y visualizacion del inserio mediante electroforesis en gel de agarosa
(ejemplo).

Carril 1-2: A17CJ (dig. Ncol-EcoRV y sin dig.); Carril 3-4: NTJ (dig. Neol-EcoRV y sin dig.); Carril 5-
6: NTG (dig. Ncol-EcoRV y sin dig.); Carril 7-10, 11-14: A17CJ H6 (dig. Ncol-BamH! y sin dig.);
Carril 15-19: A17CG H6 (dig. Ncol-BamH] y sin dig.); Carril 20-22: NTG H6 (dig. Ncol-BamH! y sin
dig.)Carril E: Estandar 1kb.
Los fragmentos se observan a la altura que indican las flechas (entre 500 y 700 pb). En Carril 17 se
omitié la muestra, por lo que no se observa el fragmento sin digerir
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2. Construccién de fusiones entre fragmentos de CagA y CT-VacA en E.

coli

Se exirajo DNA plasmidial de los clones que presentan los fragmentos NTy
A17C de ambas cepas (J99 y G27) en pGEM-T Easy, para digerirlos con Ncol y
EcoRV. Los fragmentos se purificaron a partir de geles de agarosa y se intentd
ligar simultaneamente a CT2 digerido con EcoRV y BamHl y al vector plasmidial
pET27b digerido con Ncol y BamHl. Con estas ligaciones se transformaron por
electroporacion las cepas de E. coli DH5a y XL1 Blue, pero no se obtuvo

resultados positives, por lo gue se cambié [a estrategia de ligacion.

La construccién del hibrido CagA/CT2 se hizo en etapas. Inicialmente se
ligaron los fragmentos de CagA, NT y A17C, separadamente con CT2 (digeridos
con Nco! y EcoRV, y EcoRV y BamHI, respectivamente) en proporcion 1:1,
durante toda la noche. Esta reaccion se utilizd como molde para PCR, utilizando
los partidores cgA17C1 o cagNT-1 y VCCT2, de modo de amplificar la fusion del
fragmento de CagA y CT2 y asi evitar una etapa de subclonamiento. El amplicon
correspondiente se purific a partir de las bandas cortadas de un gel de agarosa y
el DNA se exirajo mediante un kit comercial (EZNA, Omega Biotech). El amplicon
purificado se ligob a pGEMT Easy, para luego transformar en XL1 Blue. Las
colonias resultantes se crecieron en caldo LB suplementado con ampicilina
(100ug/ml) y su contenido plasmidial se analizd mediante “one step” y digestién

enzimatica (Fig. 3).
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A) Ampilificacién de los hibridos a partir de una ligacion de A17C o NT con CT?2 de VacA
Carril 1: A17C J99/CT2; Carril 2: NT J99 /CT2: Carril 3: NT G2 7/CT2; Carril 4: control negativo (sin
DNA)

B) Deteccion de plasmidos mediante one step para identificar clones positivos. Se muestra, a

modo de ejemplo, el ge! analizado para NTJ/CT2
Carrifes 1-9 y 11-19: clones NTJ/CT2; Carril 10: control negativo (PGEMT easy)
C) Analisis de clones pGEM-T easy NTG/CT2 mediante digestion con Ncol y BamHI. La
flecha indica la migracién esperada (aproximadamente 1,9 kb).
Carrifes 1-4: dos clones cargados afternativamente sin digerir y digerido
Solo se observa liberacién de un fragmento de tamafio esperado en el carril 2

D) Analisis de clones pGEM-T easy A17C/CT2 mediante digestion con Necol y BamHI

Carril 1-4: dos clones de A17CG/CT2 cargados alternativamente sin digerir y digerido

Carril 5-8: dos clones de A17CJ/CT2 cargados alfernativamente sin digerir y digerido
Se observa liberacion de un fragmento de tamaiio esperado en todos los casos

Carriles E: Esténdar 1kb. Las flechas en A, C y D indican la banda de tamafio esperado en cada
caso. £n B, fa flecha superior indica la migracién de plasmido con inserto, mientras que la inferior
sin él. Se observan dos clones posilivos (carriles 12 y 14)
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Luego de comprobada la presencia de cada constructo en pPGEM-T easy, se
eligid un clon positivo al azar, de los cuales se extrajo DNA plasmidial para
posteriormente liberar el fragmento clonado mediante digestién con Ncol y BamH]I
y luego ligar el fragmento liberado en el vector de expresion pET27b digerido
adecuadamente. Con las ligaciones se transformé XL1 Blue y se selecciond
colonias en placas de agar LB suplementado con kanamicina (50pg/mi). Las
colonias resultantes de las transformaciones se crecieron en caldo LB para

analizarlas mediante one step, digestion enzimatica del DNA plasmidial, y PCR

(Fig. 4).

1,9kb

Figura 4: Comprobaci6n de Ia presencia de los constructos hibridos en pET27b.
A) Deteccion de DNA plasmidial de los constructos hibridos NTJ/CT2 clonados en PET27b mediante
one step (ejemplo).
Carriles 1-8, 10-19: Clones NTJ/CT2; Carril 9: Control negativo (pET27b)
B) Analisis de clones XL1 Blue pET27b NTJ/CT2 para deteccién del inserto mediante digestion con Ncol
y BamHi.
Carriles 1-8: clones NTJ/CT2, cargados alternativamente sin digerir y digerido, en carriles seguidos
C) Identificacion de los insertos del hibrido NTG/CT2 mediante amplificacién por PCR
Carril 1-4: Clones NTG/CT2; Carril 5: control positivo PCR; Carril 6: controf negativo (sin DNA)

Carriles E: Estandar 1kb. En A, la flecha superior indica migracién del vector con inserto, misntras que la
inferior, la del vector sin él. En B y C Ia flecha muestra la migracién y el tamafio de la banda esperada




42

3. Expresion de los hibridos en E. coli JVI109(DE3}

Antes de proseguir con el siguiente objetivo se transformé el DNA
plasmidial de todos los constructos en la cepa de E. coli JM109(DE3) para
comprobar su expresién mediante Western blot. Se seleccioné transformantes en
placas de agar LB suplementadas con kanamicina (50 pg/ml) y los clones se
crecieron toda la noche antes de inducir con IPTG. Se encontrd expresion al
transformar con los constructos NT de ambas cepas fusionados a CT2 (Fig. 5 A,
B), pero no fue posible detectar expresion estable de los constructos A17C/CT2
(Fig. 5C). Se repitid esta Gltima transformacién varias veces, y se vario las
condiciones de induccién, pero se enconiraron problemas en todas ellas.
Ocasionalmente se obtuvo productos de un peso molecular menor al esperado,
pero la expresion de éstos no resulté reproducible, sugiriendo un producto téxico.
Se analizd digestiones enzimaticas del DNA plasmidial de estos clones y se
encontrd patrones andmalos (no mostrados), por lo que estos clones fueron
descartados (Fig. 5 C). La secuenciacion parcial de clones que presentan los
constructos A17C/CT2, de ambas cepas, ligados a pET27b y contenidos en la
cepa XL1-Blue no reveld ningln posible problema de alteracién en la traduccion,
pues no se encontraron codones stop tempranos ni codones de bajo uso en E.
coli, que pudieran detener o reducir la traduccion del hibrido (Anexo 1). Con el fin
de enfocar el trabajo y avanzar mas rapidamente, los estudios con estos

constructos fueron pospuestos, y los experimentos posteriores se realizaron sélo

con los constructos NT/CT2.

et
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Figura 5: Expresion de los hibridos en JM109 (DE3)

A) Deteccion de la proteina NTG/CT2 expresada en pET27b.
Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo; Carril 3-10: clones NTG/CT2, cargados
alternativamente sin inducir — inducido

B) Expresioén de la proteina NTJ/ CT2.
Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo; Carril 3-6: dos clones NTJ/CT2, cargados
alternativamente sin inducir — inducido

C) Expresion aparente de la proteina A17CG/CT2
Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo, Carril 3-12: cinco clones A17CG/CT2, cargados
alternativamente sin inducir — inducido. Se observan dos bandas (carriles 4 y 8) de expresion
aparente, que no fueron observadas en experimentos subsecuentes

Carriles E: Estandar de proteinas Fermentas. Control positivo: HPO/CT2 expresado en pET27b en
JM109(DE3). Control negativo: pET27b transformado a JM109(DE3).
La flecha muestra la migracion esperada para cada constructo.

4. Insercion del marcador asd en los vectores plasmidiales en las

construcciones hibridas

Para reemplazar el gen nptll (que codifica para neomicina fosfotransferasa),

gue confiere resistencia a kanamicina presente en el plasmido pET27b, se inserté
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en un sitio interno de este gen el marcador genético asd de E. coli, que codifica
para aspartato semialdehido deshidrogenasa, una enzima clave en la sintesis de
la pared bacteriana. La razén para realizar el reemplazo del marcador de seleccion
de pET27b es evitar la presencia de un gen de resistencia a antibiético en la cepa
vacuna. Con la incorporacién del gen asd se establece una complementacion
metabdlica en el vector pET27b, puesto que Ia cepa vacuna a utilizar, Saimonella
fyphimurium 4550, es mutante en el gen asd. De este modo, la permanencia del
plasmido en la cepa vacuna se hace necesaria para permitir la sintesis del péptido
glican de la pared bacteriana. Con este fin se digirid el DNA plasmidial de los

constructos hibridos con la enzima Smal o Nrul, de corte romo, y que poseen un

sitio en el gen nptil.
4.1 Insercién del gen asd en pET27b c-hpaA/CT2

Se disponia de una cepa de E. coli JM109(DE3) transformada con pET27b
c-hpaA/CT2, cuya expresion fue comprobada por tincion con azul de Coomassie
en geles de poliacrilamida y Western blot (Martinez, 2006). Esta cepa se us6 para
extraer el DNA plasmidial con el que se prosigui6 esta parte del trabajo.

Puesto que el gen hpaA contiene un sitio Smal, fue necesario realizar
digestiones parciales de un minuto, que fueron separadas electroforéticamente,
para luego cortar la banda correspondiente al plasmido linealizado y purificarla

mediante un kit comercial. intentos de ligar el vector linealizado al gen asd no




45

dieron resultados positivos al transformar en la cepa E. coli x6212 (la cual es
mutante para el gen asd vy, por lo tanto, dependiente del suministro exogeno de
DAP a menos que se complemente su auxotrofia con un plasmido asd™). Al
resultar imposible encontrar transformantes para el constructo hibrido, se decidi6

utilizar la enzima Nrul, que también corta en el interior del gen nptll.

Luego de varios intentos de ligacién con las nuevas digestiones y posterior
electroporacién, no fue posible obtener una transformacion exitosa en la cepa E.
coli x6212, por lo que se decidié seguir una nueva estrategia. Se transformé DNA
plasmidial extraido de la cepa JM109(DE3) PET27b c-hpaA/CT2 en x4550
(mutante en el gen asd, al igual que la cepa X6212), y se creci6 colonias producto
de esta transformacion, a las cuales se les extrajo DNA plasmidial. Se comprobo
la presencia del inserto mediante digestién con Ncol y BamHI (Fig. 6 A). Luego, el
DNA plasmidial se digirid con la enzima Nrul, se desfosforild para evitar
autoligacion del vector y se purificd mediante un kit comercial, para finalmente
ligarlo al gen asd ya digerido en sus bordes con Scal, de corte romo. El producto
de esta ligacion se transformd directamente en S. typhimurium x4550 pGP1-2 y se
comprobd la presencia del inserfo c-hpaA/CT2 mediante PCR de colonias. Se
obtuvo una colonia positiva y la expresion de c-hpaA/CT2 se determind mediante -

Western blot (Fig. 6 B, C).
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Figura 6: Construccion del plasmido pET27b c-hpaA/CT2 con el gen asd en lugar del gen nptil,
e incorporacion a S. typhimurium x4550 que contiene el plasmido pGP1-2
A) Comprobacién de la presencia del inserto c-hpaA/CT2 en el vector pET27b mediante
digestion con Ncol y BamHI, previo a linearizacion con Nrul
Carriles 1-6: tres clones c-hpaA/CT2, cargados alfernativamente sin digerir - digerido
B) Comprobacién de la presencia del inserto asd mediante PCR. Sdlo ¢14 dio reaccion positiva.
Carriles 1-12: clones c-hpaA/CT2; Carril 6: control positivo, pCRIl asd; Carril 11: clon 14, que
presenta positividad
C) Comprobacién de la expresion de c-hpaA/CT2 en S. fyphimurium. Las condiciones de
induccion se indican en Materiales y Métodos, punto 13.
Carril 1: control positivo JM109(DE3) pET27b c-hpaA/CT2; Carril 2: control negativo x4550 pGP1-2
PET27b asd; Carril 3-4: sin inducir e inducido por Th; Carril 5-6: sin inducir e inducido por 2h; Carril 7-
8: sin inducir e inducido por 3h

Carriles E: Estandar de proteinas Fermentas. Las flechas muestran la migracion de la banda
esperada en cada caso

4.2 Insercion del gen asd en pET27b NT/CT2

Se selecciond un clon positivo para expresion de NT/CT2 (comprobado por
expresion en JM109 (DE3)) entre los transformantes XL1Blue pET27b NTJ/CT2 y
NTG/CT2 y se digiri6 su DNA plasmidial con Smal, que corta en el gen de
resistencia a kanamicina y no entre los segmentos NT/CT2. Los plasmidos
linealizados se ligaron al gen asd digerido previamente con Scal. Los productos de

ligacién se transformaron en la cepa de E. coli x6212. Se selecciond los
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transformantes en placas de agar LB suplementadas con acido nalidixico
(25pg/mi), sin DAP. Para comprobar la presencia del inserto asd se realizé PCR, y

para comprobar la presencia del hibrido se digirié con Ncol y BamHl (Fig. 7).

La digestion también liberd el fragmento de 1,4 kb correspondiente a asd
(Fig 7), que esta flanqueado por sitios BamH! localizados inmediantamente al
interior del gen asd, a continuacion de los Scal (tabla I), considerados en el disefio

original de los partidores para amplificar este gen desde E. coli (Garcia de la

Guarda, 1998).
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Figura 7. Comprobacién de la insercion del gen asd en pET27b NT/CT2
A) Comprobacién de la presencia de insertos NT/CT2 y asd mediante amplificacién por PCR
(asd) y digestion con Ncol y BamHI de clones pET27b asd NT/CT2 en x6212.
Carrites 1-6: dos clones NTG/CT2, cargados alternativamente pldsmido sin digerir (1 y 4), plasmido
digerido (2 y 5), producto de PCR (3 y 6); Carriles 7-15: tres clones NTJ/CT2, cargados
alternativamente plasmido sin digerir (7, 10 y 13), pldsmido digerido (8, 11 y 14), producto de PCR
(8, 12y 15); Carril 16: controf positivo PCR (pCRIl asd); Carril 17: control negativo PCR (sin DNA)
B) Digestion con Ncol y BamHI de clones pET27b asd NT/CT2 en x3730.
Carriles 1-4: dos clones NTG/CT2, cargados alternativamente pldsmido sin digerir, digerido;
Carriles 5-8: clones NTJ/CT2, cargados alfernativamente plasmido sin digerir, digerido

Carriles E: Estandar 1kb. La flecha superior indica 2 kb, tamafio del hibrido, mientras que la inferior
indica 1,4 kb, tamafio de asd

Se escogio un clon positivo de cada construccion y se transformé la cepa

de Salmonella typhimurium ¥3730 (asd). Los transformantes se seleccionaron en
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placas de agar LB suplementadas con estreptomicina (50 pg/ml), sin DAP. Se
comprobé la integridad de la construccidon mediante digestion con Ncol y BamHI
(no mostrado). Puesto que no se disponia de cepas de Salmonella que poseyeran
en su genoma el gen que codifica la RNA polimerasa del fago T7, necesaria para
la transcripcion de los constructos en pET27b, luego de comprobada la integridad
de los constructos, se transformé con ellos la cepa S. typhimurium x4550 que
contenia el plasmido pGP1-2, que porta este gen, y se selecciond en placas de
agar LB suplementadas con kanamicina (50pg/ml). Se seleccioné al azar colonias
transformantes, que se crecieron durante la noche para inducirlas al dia siguiente
como se describe en Materiales y Métodos, punto 13. Se comprobd la expresion
mediante Western blot contra CT2 y se detectd un clon positivo para NTJ/CT2 y

cuatro para NTG/CT (Fig. 8).
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Figura 8: Expresion de hibridos NTG/CT2 y NTJ/CT2 en la cepa vacuna x4550 que contiene el
plasmido pGP1-2

A) Expresion de NTJ/CT2
Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo; Carriles 3-10: 4 clones negativos, cargados
alternativamente sin inducir e inducido; Carriles 11-12: clon positivo cargado alternativamente sin
inducir e inducido

B) Expresion de NTG/CT2
Carriles 1-10: clones positivos, cargados alternativamente sin inducir e inducido

Carriles E: Estandar de proteinas Fermentas. Control positivo: HPO/CT2 expresado en pET27b en
JM109(DE3). Control negativo: pET27b asd transformado en x4550 pGP1-2
La flecha muestra la migracién esperada para cada constructo
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5. Estudio de expresién de los antigenos c-HpaAICT2 y NT/CT2 en la

cepa vacuna S. typhimurium y4550

Previamente se habia comprobado que la expresion de ciertas fusiones con
el CT de VacA en E. coli causa la lisis de la bacteria, notoria a partir de la primera
hora de induccién del gen hibrido. Se construy6 curvas de crecimiento de los
clones x4550 pGP1-2 que expresan c-hpaA/CT2, NTJ/CT2 y NTG/CT2 en pET27b
asd, con el fin de evaluar el efecto de la expresion heterdloga de estos antigenos
en Salmonella typhimurium. Se indujo los clones como si se preparasen ias dosis
de vacunacion para ratones (ver Maferiales y Métodos, punfo 15), pero no se
detuvo el crecimiento, sino que se continud a 42°C por tiempos mayores (Fig. 9).
Cada 15 o 30 minutos se tom¢ alicuotas, se prepard diluciones seriadas y se
sembré en placas de agar LB para determinar el nimero de bacterias viables. Se
consfruyé una curva de crecimiento después de inducir y se observé que el
numero de bacierias viables baja inicialmente, para fuego volver a subir, en el
caso de c-hpaA/CT2, o estabilizarse, en los otros casos. El clon gue expresa c-
hpaA/CT2 presenta un crecimiento similar tanto con el inductor como sin &, luego
de 2 h de agregado éste (Fig. 9 A), mientras que los clones que expresan NT/CT2
presentan una disminucién de cerca de 4 unidades logaritmicas, estabilizadose en

1%x10° CFU/ml en el caso de NTJ/CT2, y en 2x10° CFU/ml, en el de NTG/CT2 (Fig.

9B, C).
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Figura 9: Crecimiento de los clones que expresan quimeras con CT2

A) Comparacion del crecimiento con y sin induccion del clon que expresa c-hpaA/CT2
B) Comparacién del crecimiento con y sin induccién del clon que expresa NTJ/CT2
C) Comparacién del crecimiento con y sin induccion del clon que expresa NTG/CT2

midié viabilidad segun se indica en Materiales y Métodos, punto 9.
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ISe indujo, en todos los casos, luego de 4h de crecimiento, con IPTG 1mM y crecimiento a 42°C. Se

Para que la vacunacion pueda generar respuesta inmune contra el antigeno
de interés es necesario que la cepa vacuna lo exprese por un tiempo adecuado.
Se determind la expresion de los hibridos en la cepa vacuna S. typhimurium x4550
luego de retirar el inductor de pET27b (IPTG) mediante lavado y recultivo por un
periodo mayor al necesario para preparar las dosis, sin suplementar con
antibidticos o IPTG. Se observd que el nivel de expresidon de c-HpaA/CT2
disminuye a medida que aumenta el periodo de incubacion. Luego de 72 h la
cantidad presente es mucho menor que al inicio del experimento, aunque aun es
posible detectarla (Fig. 10 A). Sin embargo, luego del mismo tiempo de
crecimiento continuo después de retirar el inductor, el nivel de expresion de los
hibridos NT/CT2 no disminuyo6 tan notoriamente como el de c-HpaA/CT2 (Fig. 10

B). Esto podria explicar la diferencia en el crecimiento observada entre las cepas
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que expresan las proteinas hibridas (Fig. 9); aquélla que porta c-HpaA/CT2
perderia su expresion a lo largo del tiempo, lo que le permitiria recuperar su tasa
de crecimiento luego de inducir, mientras que aquellas cepas que portan el hibrido

NT/CT2 mantienen su expresion, a costo de reducir su densidad poblacional.
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Figura 10: Expresion de los hibridos luego de remover el inductor (IPTG) del medio

A) Expresion de c-HpaA/CT2
Carril 1: Expresién antes de retirar el inductor; Carril 2: 24h de incubacién; Carril 3: 48h de
incubacién; Carril 4: 72h de incubacién; Carril 5: control negativo; Carril 6: control positivo

B) Expresion de NTJ/CT2 y NTG/CT2
Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo; Carril 3 y 7: Expresion antes de retirar el
inductor; Carril 4 y 8: 24h de incubacion; Carril 5 y 9: 48h de incubacién; Carril 6 y 10: 72h de
incubacién

Carriles E: Estandar de profeinas Fermentas. Control positivo: HPO/CTZ2 expresado en pET27b en
JM109(DE3). Control negativo: pET27b asd transformado a x4550 pGP1-2
La flecha muestra la migracioén esperada para cada constructo

Puesto que en este experimento el medio fue renovado cada dia, se
mantuvo un tiempo de duplicacion generacional relativamente corto, no
comparable a las condiciones presentes en el interior de los ratones, bajo las
cuales se ha visto que Sa/monella presenta un tiempo de duplicacién generacional
de unas 5 h (Bjérkman y cols., 2000). Entonces, este experimento sugiere que no

es necesario suministrar externamente el inductor a los ratones para inducir la
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expresion de [os hibridos en las bacterias, sino que basta inducir el cultivo con

IPTG, durante al menos una hora antes de preparar [as dosis de vacunacion.

Los datos obtenidos respecto a las caracteristicas intrinsecas de las cepas
que portan cada hibrido genético fueron sopesados para elegir el candidato mas
adecuado para la vacunacion, Se le dio mas peso en Ja toma de la decisién a los
niveles de crecimiento respecto de la DOgg, por lo que el antigeno elegido para la
vacunacion fue c-HpaA/CT2. La mayor tasa de crecimiento de la cepa que porta
este hibrido permite que la dosis de vacunacion presenten la mayor proporcion de
bacterias vivas respecto del total, lo que permite la comparacion de los resuitados
con otros estudios publicados en literatura, a la vez que se mantiene un volumen
de dosis adecuado (100 a 200 pl) para trabajar con ratones, io gue no habria sido

posible en el caso de las otras dos cepas obtenidas, considerando diferencias en

proporcion de bacterias viables de hasta 4 érdenes de magnituti:l.

Se analizé la expresion del hibrido c-hpaA/CT2 luego de inducir un cultivo
del clon x4550 pGP1-2 correspondiente sélo con IPTG 1mM ({manteniendo Ia
temperatura en 37°C} o sélo con aumento de temperatura a 42°C (Fig. 11). Se
enconiré que la induccién con IPTG (que libera el represor lac del promotor de
pET27b, permitiendo la transcripcién del hibrido) es suficiente para expresar c-
hpaA/CT2, mientras que la temperatura (que causa la protedlisis del represor cl

que controla [a transcripcion de T7 RNA polimerasa) no lo es. Es posible ver una

expresion detectable a partir de los 30 minutos de induccién con IPTG 1mM,
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siendo la expresion optima a las 2 h post induccién con IPTG. Estos datos
sugieren que no es necesario inducir con un pulso a 42°C las cepas a utilizar
como vacuna, aunque, por mayor seguridad, se decidié darlo de todas maneras.
Ademas, puesto que la expresion optima es obtenida a las 2 h post induccién, el
tiempo de induccion no necesita ser muy largo. Se decidid, por razones de

facilidad técnica para los experimentos de preparacion de las dosis, utilizar 1 h de

induccion a 42°C.
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Figura 11: Monoinducciéon a 42°C o IPTG1mM a 37°C de S. typhimurium x4550 pGP1-2
pET27b asd c-hpaA/CT2

Carril 1: control positivo; Carril 2: control negativo; Carril 3 a 16: Muestras cargadas
alternadamente: Induccién 42°C e Induccién con IPTG 1mM, a los tiempos indicados

Carril E: Estandar de proteinas Fermentas. Control positivo: HPO/CT2 expresado en pET27b en
JM109(DE3). Control negativo: pET27b asd transformado a x4550 pGP1-2.

La flecha muestra la migracién esperada para el constructo.

6. Exposicion de los antigenos de H. pylori en la superficie de la cepa

vacuna

Para comprobar que los antigenos clonados estuvieran expuestos en la
superficie bacteriana de las cepas transformadas, las bacterias enteras que

expresan c-HpaA/CT2 y NT/CT2, luego de inducir con IPTG 1mM a una
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temperatura de 42°C por 1h, se digirieron con tripsina. El ensayo de digestion se
realizd segun se describe en Materiales y Métodos, punto 14, y los antigenos

fueron detectados mediante Western blot (Fig. 12 A, B).
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Figura 12: Localizacion de hibridos c-HpaA/CT2 y NT/CT2 en la superficie de S. typhimurium x4550 por
digestibilidad de bacterias enteras ante tripsina e inmunodeteccion del antigeno

A) Digestion de cepas que portan los hibridos NT/CT2
Carriles 1 a 6: NTJ/CT2 digerido durante 0, 1, 2, 3, 4 y 14 h; Carril 7: Control negativo WB; Carril 8: Control
positivo WB; Carriles 9 a 14: NTG/CT2 digerido durante 0, 1, 2, 3, 4, y 14 h; Carriles 15 a 17: Control positivo
de digestion HPO/CT2 digerido durante 0, 1y 2 h.

B) Digestiéon de cepa que porta el hibrido c-HpaA/CT2
Carriles 1 a 6: c-HpaA digerido durante 0, 1, 2, 3, 4 y 14 h; Camil 7: Control negativo WB; Carril 8: Control
positivo WB; Carriles 9 a 13: Control positivo de digestién c-HpaA/CT2

C) Disminucion relativa de los hibridos expresados en x4550 y digeridos por distintos tiempo

D) Disminucion relativa de hibridos control expresados en JM109(DE3).

Carriles E: Estandar de proteinas Fermentas. Control positivo WB: HPO/CT2 expresado en pET27b en
JM109(DE3), sin tripsina. Control negativo WB: pET27b transformado a JM109(DE3). Controles positivos de
digestion: HPO/CT2 y c-HpaA/CT2 expresados en pET27b en JM109(DE3) (accesibles a tripsina; Martinez,
2006). Por simplicidad visual, en los gréaficos C y D s6lo se muestran tres tiempos. Se asigné 100% a la
intensidad inicial de la banda medida con el programa ImageJ

La flecha indica la migracion esperada y el peso de los constructos
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Puesto que la tripsina es una proteasa incapaz de penetrar las membranas
bacterianas, solo digerira lo que se exponga hacia el exte;rior. La disminucién
relativa de la banda superior se determing evaluando |a intensjdad de cada una de
ellas por densitometria con el programa computacional Imagc-;,J (Abramoff y cols.,
2004). Se observo que la cantidad de cada antigeno disminuyé en el tiempo de

ensayo, sugiriendo que las quimeras estan expuestas hacia el exterior en la

superficie de las bacterias (Fig. 12 C, D), tal como se propuso ;an los objetivos

!
1

7. Ensayos de vacunacién en ratones f
{

Debido a problemas de disefio como estabilidad dei la cepa con cada
construccion hibrida, y costos de la experimentacion, en este estudio sélo se
probd una de las construcciones como vacuna en ratones, El ?ntigeno elegido fue
¢c-HpaA/CT2, tal como se menciond anteriormente, debido a qéle presenta la mejor
tasa de recuperacién del crecimiento luego de induccién cozn IPTG de los tres
hibridos estudiados (Fig. 9).

Los ratones se inmunizaron y desafiaron segun se desclzribe en Materiales y
Métodos, punto 17. Dentro de los 7 dias siguientes a la adminifstracién de las dosis
de vacunacién y controles, se produjo la muerte de 4 ratonefs del grupo vacuna,
por lo que se decidié complementar con un grupo nuevo, desfasado en el tiempo,
que también fue vacunado siguiendo el mismo protocolo util_'izado para el grupo

i
principal. Al finalizar el experimento se comparé los resultados obtenidos entre el

——




grupo vacuna original y el desfasado y no se observaron diferencias, por lo que

fodos los datos se trataron como un grupo Onico.

Al final del ensayo los animales se sacrificaron y se midid la
inmunogenicidad del hibrido por la tasa de anticuerpos en suero {titulo) mediante
ELISA, y su efecto protector mediante determinacion de colonizacién por H. pylori
P76 luego del desafio realizado en la semana 11 post inmunizacién, segin se

detalla en Materiales y Métodos, puntos 17 y 18.
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Figura 13: Comparacién del titulo de anticuerpos séricos anti HpaA y colonizacion estomacat
por H. pylori P76 de ratones inoculados con la cepa vacuna que expresa c-HpaA/CT2 o los
controles, y posteriormente desafiados con H. pylori P76

A} Variacién del fitulo de anticuerpos anfi HpaA séricos a distintos tiempos para cada

tratamiento, medidos por ELISA.

Se grafica la media como bama y el error estandar mediante lineas. En todos los casos se restd el

valor obtenido en la muestra preinmune. *: p<0,05 segiin test de comparaclén mdltiple de Dunn.
B) Colonizacién de estomagos de ratones luego de! desafio con 1x10° UFC de H. pylori PT6.

La caja representa el 75% de los datos. La linea horizontal representa la mediana. Las diferencias

no son significativas, p = 0,9 segun test de Kruskall Wallis.

c-HpaA: grupo inmunizado con la cepa vacuna. pET: control inoculado con la cepa sélo con el
plasmido pET27b asd. PBS: control inoculadoe sdlo con el vehiculo de administracién. M1:
muesira de suero inmune a la semana 5. M2: muestra de suero inmune en la semana 9. D:

muestra de stero inmune en la semana 14, 3 semanas luego del desafio
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Se encontré que el titulo de anticuerpos aumentaba en todos los grupos
luego de la inmunizacién primaria (Fig. 13 A), notable particu:larmente en el grupo
vacunado, mientras que los grupos controles presentan una, variacion menor. Se
aplico el test de comparacion multiple de Dunn al aumento del titulo de
anticuerpos 3 semanas luego de desafiar con 1x107 UFC de Helicobacter pylori
P76 (Fig. 13 A). Se comprobd que no existian diferencias significativas entre la
respuesta inducida sélo por el vehiculo de inoculacion (grupo PBS) o la cepa que
contiene el plasmido sin inserto (grupo pET, p>0,05). El grupo vacunado presentd
un fitulo significativamente mayor que el control PBS (p<0,05), aungue no hubo
diferencias significativas con el grupo pET (Fig. 13 A), probablemente debido a ia
gran variabilidad encontrada en el grupo vacunado, que se refleja, en el grafico, en

una amplia barra de error (Fig. 13 A). '

Los resuitados de serologia sugieren que la inoculacién de ratones con la
cepa vacuna que expresa c-hpaA/CT2 induce una buen% respuesta inmune
especifica conira la quimera, resultado que, sin embargo, n?o se ve reflejado en
una disminucién de la colonizacion (Fig. 13 B), en la que no se observé diferencias
significativas (p=0,9, test de Kruskall Wallis). Ademas, no fue posible encontrar
correlacion entre el titulo de anticuerpos por ratén y la colonizacién de su-
estdmago (datos no mostrados). Estos resuliados indican que los ratones

.

vacunados pudieron reconocer el antigeno expresado en la cepa vacuna, pero la

respuesta inmune inducida por éste no fue suficiente para erradicar o reducir
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1

significativamente la colonizacién por el patégeno H. pylori en el subsecuente

desafio.

Se midio la produccion de citoquinas a partir de esplenocitos aislados de los
bazos de los ratones inoculados y de macerados de estdmagos, con la intencion
de determinar una desviacion de la respuesta hacia Th1 o Th2. Los ratones del
grupo vacuna presentaron una respuesta de citoquinas similar a la observada en
los grupos controles, segun los test estadisticos aplicados (Tabla 2). Respecto al

analisis histologico del estdmago, no se observaron diferencias significativas

(datos no mostrados).

Tabla 1I: Niveles de cifoquinas en homogeneizados de estomago de rafones
vacunados y confroles

PBS pET HpaA p
IFNy 30,9 2,420,7 3,314 0,14
IL-10 59152 57+34 86455 0,29
IL-12 7,415 6,243 7,123 0,7
IL-4 1720 12+14 28126 0,2
TGF-B1 3041313 30097 205491 0,07

Los valores se muestran en pg de citoquina/mg proteinas totales. Los resultados o presentan

diferencias significativas segun test de Kruskall Wallis (p>0,05)
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DISCUSION

La investigacion actual indica que Helicobacter pylori es un patdgeno
ubicuo, que infecta, en promedio, a la mitad de |a poblacion mundial. Esta bacteria
ha colonizado el estémago humano de manera persistente por tanto tiempo que es
posible trazar las lineas de migracién de poblaciones ancestrales a través del
analisis de las variaciones genéticas encontradas en ella (Falush, y cols. 2003).
Desde la prehistoria hasta ahora la expectativa de vida de los seres humanos ha
aumentado al menos tres veces, extendiendo el tiempo de interaccion entre los
microorganismos y su hospedador. Esto permitié que actualmente se manifiesten
algunos efectos adversos causados por la infeccién cronica del microorganismo,
que lo convierten en un patdgeno mas agresivo. En el caso de Helicobacter pylori,

se han manifestado afecciones como las llceras, el linfoma MALT y el cancer

gastrico.

Es sabido que las células carcinogénicas acumulan mutaciones.
Investigaciones recientes han demosirado que H. pylori es capaz de generar
mutaciones en las células del epitelio gastrico, principalmente por alteraciones del
marco de lectura (Yao y cols., 2006). A partir de este estudio y sus predecesores
podemos inferir que la infeccion crénica con H. pylori es potencialmente peligrosa
para su hospedero, y que el desarrollo de nuevas estrategias para su eliminacién

es de gran relevancia en la actualidad para el control del cancer gastrico.
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Actualmente se estd probando varias estrategias de vacunacion, que
incluyen uso de probidticos, antigenos purificados o clonados en plantas, vacunas
de DNA y expresion heterdloga en cepas atenuadas (Chmiela y Michetti, 2008;
D'Elios y Andersen, 2007). Recientemente, inclusc se han realizado algunas
pruebas en humanos, utilizando cepas de Salmonella atenuadas que expresan
antigenos de H. pylori heterélogamente (Aebischer y cols., 2005). En dicho
contexto, este trabajo propone la utilizacion de una cepa atenuada gque expresa en

su superficie antigenos de H. pylori como vacuna en el modelo murino.

En este frabajo se construyeron tres hibridos genéticos capaces de ser
expresados heterélogamente tanto en E. coli como en S. typhimurium, mediante el
sistema pET, que utiliza, de manera inducible, el promotor del fago T7. Puesto que
este promotor sélo es reconocido por la RNA polimerasa de dicho fago, y no por la
de la bacteria, fue necesario utilizar cepas de E. coli especiales (del tipo DE3), que
tienen en su genoma un liségensc de fago lambda que porta el gen de la enzima
requerida, o, en el caso de Salmonelfa, de un plasmido adicional, pGP1-2 (Tabor y
Richardson, 1985), que contiene su gen codificante. Se escogié un sistema
inducible debido a trabajos previos en el laboratorio, que compararon el resultado
de inoculaciones a ratones con cepas atenuadas, que expresan de manera
inducible o constitutiva el mismo antigeno. En dicho trabajo se encontrd que la
respuesta inmune es mas fuerte al utilizar antigenos de expresién inducible,
presumiblemente porque mantiene la integridad de los mismos, o se produce una

expresion mayor en el sistema inducible (Garcia de la Guarda, 1998).
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Los antigenos se utilizaron fusionados al carboxilo terminal de la citotoxina
VacA, que actiia como dominio autotransportador para la toxina funcional en H.
pylori (Fisher, y cols.,, 2001). En el sistema heterélogo, el dominio
autotransportador de VacA posiciona en membrana externa las construcciones,
resultando en una manera simple y eficiente de exponer en la superficie
bacteriana los antigenos al sistema inmune, una vez inoculadas las cepas vacuna
en los animales de experimentacién. Los sistemas de autoexposicién como el
utiizado en este trabajo tienen numerosas ventajas, tanto en el campo de la
investigacion biol6égica basica como en el aplicado de la biotecnologia (Kramer y
cols., 2003; Jose, 20086), y actualmente se estan desarrollando vacunas utilizando

este método, incluyendo algunas contra Helicobacter pylori (Rizos y cols., 2003).

Al iniciar esta tesis se propuso la construccién de hibridos fusionados a
carboxilo terminal de VacA de dos fragmentos de la proteina CagA, uno que
comprende la regién entre los aminoacidos 100 al 288 (en J99) y otro que
comprende los aminoacidos 834 al 1047 (en J99). Este ultimo, designado A17C
fue clonado para las cepas J98 y G27, pero no fue posible obtener expresién en E.
coli, por lo que no se continud con este enfoque. El andlisis de secuencia del
sector N — terminal no revelé problemas esperables en la fraduccién (presencia de
ofros codones de inicio, stops tempranos ¢ codones de bajo uso en E. coli) que
podrian haber bloqueado la traduccidon o generado una proteina trunca (Fig. 14,

Anexo 1). El motivo de la falta de expresion no fue dilucidado, aunque es posible
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que se haya producido alguna mutacién en un sector previo al ATG inicial o
posterior al segmento secuenciado, como la region de VacA, que podria ser
causal de error en el marco de lectura o generacién de un codén stop. De esta
manera, se produciria una proteina trunca que no seria detectada por Western
blot, ya que se utilizd un anticuerpo contra VacA. En cualquier caso, una
construccion con una falla de este tipo no tendria utilidad en el sistema de la
vacuna propuesta, pues no dispondria del segmento responsable de Ia

presentacién y anclaje del antigeno en la superficie bacteriana.

Otra de las construcciones utilizadas en este trabajo fue una seccion en el
sector amino terminal de CagA (aminoacidos 100 a 288 en la cepa J99). Se eligio
esta seccidon porque contiene una secuencia putativa de reconoccimiento para
quinasas eucariontes, aunque su presencia no es determinante en la induccién del
fenotipo colibri en células en cultivo (Backert y cols., 2000). Se utilizdé una cepa
intrinsecamente incapaz de producir dicho fenotipo (J99) y ofra que si es capaz de
ello (G27), con el objetivo futuro de comparar si existen diferencias en la
inmunidad determinada por cada una de ellas. Si bien no se inmunizé ratones con
estas construcciones, se observé que al inducir la expresion de ellas en
Salmonelfa se produce una notoria baja en la viabilidad bacteriana (una de las
razones por la que se desestimé el uso de estos hibridos como vacuna),
estabilizandose el cultivo en 1x10° UFC/ml en el caso del hibrido de J99 y 2x10°
UFC/ml, en el de G27 (mientras que, sin inducir, el cultivo sigue creciendo por

sobre 10° UFC/ml). La baja en la viabilidad ocasionada al inducir la expresion de




63

proteinas heterblogas no es extraiia, especialmente si los niveles de proteina
heter6loga son muy altos. Ya se habia probado en el laboratorio que la expresion
del carboxilo terminal de VacA, o hibridos con este, en E. coli, causa lisis
bacteriana, de lo que se infiere que los hibridos presentan algin grado de
toxicidad. Sin embargo, en las cepas de Salmonella ensayadas en e} [aboratorio

hasta ahora no se habia encontrado un comportamiento tan severo.

Resulta interesante que los niveles de toxicidad parecen ser mayores en el
hibrido NTG/CT2 que en aquél de J99. El sector N — terminal de la proteina CagA
es bastante conservado, seglin se ha reportado, por lo que esta diferencia no se
resulta simple de explicar. Es posible argumentar qgue el nivel de expresion de
NTG/CT2 sea mayor que el de NTJ/CT2, y que esta podria ser la causal de Ia
diferencia en la baja de viabilidad de las bacterias. Sin embargo, al determinar la
cantidad relativa producida al inducir cada construccién se observé que el nivel de
expresion de NTG/CT2 es menor que el del hibrido J99, siendo este Gltimo un
25% mas alto (datos no ;1103trados, obtenidos con el programa Imagel,
comparando la intensidad relativa de [a banda de Western blot respecto a la de
reaccion cruzada obtenida al detectar con AK204 como primer anticuerpo).
Comparando la secuencia obtenida de un clon de NTG/CT2 con la publicada para
cagA de J99 (Fig. 15, Anexo 2) se observan algunas diferencias, pero la mas
notable es la presencia de un segmento de 12 nucledtidos extras en la secuencia

de J99, que comprende las bases 608 a 620. Extendiendo la comparacién a otras
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secuencias publicadas de cagA, se encuentra que solo un grupo, en el que se

encuentra la cepa J99, tiene este segmento (Fig. 16, Anexo 2).

En estudios previos del laboratorio, se ha demostrado que el carboxilo
terminal de VacA es capaz de formar multimeros de al menos 3 unidades, que
forman un poro a través del cual es transportado el dominio pasajero (Martinez,
2008). Tal como se mencioné anteriormente, la expresion de CT2 causa lisis en F.
coli, y existe la probabilidad que ella sea causada por la inclusién en membrana de
CT2, que formaria algin tipo de canal por el que podrian entrar o salir algunas
sustancias importantes para la bacteria, o bien desestabilizarfa la membrana
externa, ya sea por el tamarfio del poro formado o por su mala insercioén en ella,
debida a la falta de una secuencia sefial adecuada (Pugsley, 2007, comunicacion
personal). Datos preliminares indican que las fusiones a CT2 son causales de
menor lisis en E. coli que el dominio autcexpositor por si solo, lo que podria
relacionarse con la presencia del segmento proteico correspondiente al antigeno
en el interior del canal o en su aberura exterior, lo que modificaria la
permeabilidad o el plegamiento general de la proteina, favoreciendo Ia
sobrevivencia de la bacteria. A partir de esta hipétesis, puede postularse que los 4
aminoacidos adicionales del segmento NTJ/CT2 le den una estructura tal que
disminuya el efecto litico de la inclusién del hibrido en la membrana. El segmento
extra incluye una prolina, aminoacido conocido por su efecto disruptor de
estructuras, y una glicina, que, gracias al pequefio tamario de su grupo radical,

permite movimientos de torsibn mayores y mas libres que el resto de los
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aminoacidos. En este contexto, el efecto estructural podria ser una explicacién
plausible, la estructura adoptada por el hibrido NTJ/CT2 podria ser mas estable en
la membrana externa de Salmonellay E. cofi, por lo que su expresion seria menos

toxica que la del hibrido mas similar, NTG/CT2.

Se ha demostrado que en todos los Gram negativos existe un homaélogo de
la proteina chaperona Omp85, descubierta en N. meningitidis, que es esencial
para la insercién de las proteinas de membrana externa (Vouthoux y cols., 2003).
Una region de unos 10 aminoécidos ubicados en el C-terminal de las proteinas de
membrana sirve como reconocimiento a la chaperona Yate (homologo de Omp85)
en E. coli, y se ha descubierto que la sefial es especie — especifica (Robert y cols.,
2006). En este contexto, es posible que la secuencia sefial del autotransportador
CT2 no sea reconocida eficientemente por la chaperona Omp85 en Salmonella, lo
que causaria problemas de plegamiento en la membrana. Esta situacién podria
ser revertida si se modifican los aminoacidos ubicados en la regién C- terminal de
CT2, de modo que sea similar a la de las proteinas de membrana externa nativas.

Esta via de razonamiento sera probada en el futuro en el laboratorio.

En los clones que expresan el hibrido c-HpaA/CT2, también se encontré
una reduccion de la viabilidad, producida al momento de la induccién por IPTG y
temperatura, aunque el crecimiento era recuperado al cabo de una hora luego del
inicio de ésta, y en ningln caso la disminucién de la viabilidad fue tan fuerte como

en las construcciones NT/CT2 (las UFC sdlo bajan una unidad logaritmica), razén
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por la cual la eleccién de este hibrido en los ensayos de vacunacion parecia ser la
mas acertada. Es importante notar que Ia expresion de este hibrido, asi como de
los hibridos NT/CT2, se mantiene en el tiempo por al menos 72 h (fig. 10). El
hecho que no se reduzca la cantidad de proteina luego de remover el inductor del
medio puede explicarse a través de Ia pequeria cantidad de IPTG unido al
represor Lacl que queda en el interior de las bacterias y, probablemente, una
estabilidad razonable de la quimera proteica una vez ensamblada en la membrana
externa de la cepa vacuna. En el experimento realizado el medio se cambié cada
dia, por lo que el tiempo generacional se mantiene relativamente corto durante
todo el ensayo. Considerando que en el interior del ratén el tiempo generacional
es mucho mayor (Bjérkman y cols., 2000), es posible que el recambio de PTG,
necesario para permitir la transcripcion desde el vector pET27b, sea menor, y, por
ende, el efecto sea mas duradero. El gen de la RNA polimerasa de] fago T7
contenido en el pldésmido pGP1-2 estd controlado por el represor cl del fago
lambda, cuya transcripcién esta, a su vez, bajo el control del promotor lac,
inducible por IPTG. Esto implica que bajo las condiciones de induccién con IPTG,
se auménta la produccion del represor cl, aunque al ser éste termosensible, no es
capaz de reprimir totalmente la produccién de RNA polimerasa del fago T7 en las
condiciones de trabajo (37°C o 42°C). La progresiva disminucién del IPTG
esperada en el experimento de lavado del inductor tendria, entonces, dos efectos.
Por un lado, la menor cantidad de IPTG produciria una mayor represién del hibrido
en pET27b, mediada por el represor Lacl; pero, por otro lado, la falta de IPTG

reduce la cantidad del represor ¢l, aumentando la cantidad relativa de RNA
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polimerasa T7. Este ultimo efecto podria compensar la mayor represion del

hibrido, ayudando a mantener la expresion por un tiempo mayor.

En las tres construcciones hibridas que fueron expresadas en Salmonella
se demostrd, mediante digestiones con tripsina, que la fusién con el carboxilo
terminal de VacA permite su exposicion al medio externo. Esta proteasa es
incapaz de penefrar la membrana externa bacteriana, por lo que la digestion de
células enteras con ella es una poderosa herramienta para determinar el
posicionamiento externo de cierias proteinas. Se observé en este experimento que
la digestion de los controles en E. coli (HPO/CT2 y c-HpaA/CT2) es mas rapida
que los antigenos ensayados en Salmonella. Esto podria deberse a la mayor
accesibilidad que presenta la membrana externa de E. coli respecto a la cepa de
S. typhimurium utilizada. Se han reportado diferencias entre la configuracion
molecular de la membrana de ambas bacterias, como, por ejemplo, variaciones en
el largo y composicion de los antigenos asociados al LPS. Particularmente, para
cepas derivadas de E. coli K-12 se ha descrito la presencia de dos mutaciones
que impiden la sintesis del antigeno O (Stevenson y cols., 1994), lo que permitiria
el facil acceso de la tripsina a los antigenos expuestos en la membrana, a
diferencia de la cepa 4550, que posee el LPS completo. Observaciones similares
ya habian sido realizadas en el laboratorio, utilizando otros antigenos de H. pylori
expresados en Salmonella mediante el sistema de acoplarlos al autotransportador

CT2 (Martinez, 2008).

1
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En un trabajo anterior se demostré que es posible expresar de manera
viable antigenos heterélogos mediante autoexposicién en membrana externa de E.
coliy S. typhimurium, y utilizarlos en una cepa vacuna como x4550 para inmunizar
ratones (Martinez, 2006). En este trabajo se ha extendido el nimero de antigenos
utilizados en la construccion de hibridos, y se ha determinado el efecto protector
que uno de ellos posee ante desafio con H. pylori en ratones BALB/c. La
construccion hibrida ensayada en este trabajo, c-HpaA/CT2, fue reconocida como
inmundgeno por los ratones, como lo demuesira el titulo de anticuerpos
especificos contra HpaA (Fig. 13 A). Sin embargo, el efecto inmunogénico no
estuvo asociado a una variacién en los niveles de citoquinas del estémago (Tabla
i), ni a un efecto protector contra H. pylori P76, puesto que no se observd
diferencias significativas en la colonizacion del estdmago por parte de esta
bacteria, fres semanas después del desafio (Fig. 13 B). Es poco probable que la
ausencia de proteccién se deba a diferencias en la secuencia del antigeno HpaA,
puesto que se ha descrito que esta proteina es altamente conservada en H. pylori,
con una identidad aminoacidica entre cepas sobre el 95% (Muiler y cols., 2002), y
una homologia de 99%, segiin una comparacién de las secuencias publicadas en
GenBank. Alternativamente, es posible proponer que la expresién de HpaA
fusionada como hibrido a CT2 cambie la estructura de la proteina, lo que la haria
diferente a la estructura nativa encontrada en H. pylori P76 y podria ocasionar
problemas en el reconocimiento de esta Ultima por parte del sistema inmune.
Puesio que Ila citotoxina VacA es secretada mediante un sistema

autotransportador, posee una estructura modular, en la que cada dominio posee
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un plegamiento independiente (Desvaux y cols., 2004); el dominio CT2 cumple Ia
funcién de autotransportador, por lo que el plegamiento del dominio pasajero, en
este caso, de c-HpaA, no deberia verse afectado. También es posible que la
expresion de este hibrido en un hospedador heter6logo como Salmonella puede
limitar el plegamiento nativo de HpaA; sin embargo, se ha reportado que HpaA
recombinante expresada heterdlogamente presenta caracteristicas similares a las
observadas en [a proteina nativa (Lundstrém y cols., 2003), vy, ademas, el
procesamiento de los antigenos por parte del sistema inmune implica Ia ruptura
proteolitica de los mismos, y exposicion de los polipéptidos derivados de este
procesamiento en los complejos principales de histocompatibilidad (MHC) con un
tamafio de entre 9 a 12 aminoacidos, si se trata de MHC |, o algo mas de 13
aminoacidos, en el caso de MHC Il (Purcell y Gorman, 2004). Por estos
antecedentes se deduce que la estructura no nece§ariamente es un factor
determinante en la respuesta inmune contra una proteina a la cual el sistema
inmune ya ha sido expuesto. La produccion de anticuerpos contra HpaA en los
ratones inmunizados demuestra que la cepa vacuna fue procesada por el sistema
inmune y que péptidos de! hibrido fueron expuestos en MHC, de clase |
(encargados de péptidos intracelulares) o clase Il (encargados de péptidos

extracelulares), por lo que podria ser reconocida por las células inmunes.

Durante el desarrollo del protocolo de vacunacién algunos ratones murieron
antes de finalizar e! tratamiento. A estos animales se les exirajo el estdmago vy el

higado, que fueron tratados para determinar presencia bacteriana en ellos. No se
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observé organismos similares a H. pyiori en los estdmagos de los ratones muertos
antes del desafio, y aproximadamente luego de un mes de la vacunacion, ya no se
observo colonizacion de 6rganos internos como bazo o higado por Salmonelia. La
mayoria de los ratones muertos pertenecia al grupo vacunado, por lo que es
posible que la vacuna haya tenido algin efecto adverso sobre ellos. Una
posibilidad es que los ratones hayan presentado una respuesta inmune muy fuerte
contra el hibrido ¢-HpaA/CT2, que habria resultado en una merma en su salud. Sin
embargo, existen varios estudios en los que se ha utilizado HpaA, tanto purificada
como expresada en bacterias, en los que no se ha observado respuestas inmunes
adversas (Mao y cols., 2005; Nystrém y Svennerholm, 2007:Sutton y cols., 2007),
por lo que esta hipétesis no parece tener un fundamento muy fuerte. También se
observs, durante la preparacion de las dosis, que los pellets correspondientes a la
cepa vacuna que expresa c-HpaA/CT2 eran mas abundantes que aquéllos
correspondientes a la cepa vacuna conirol. Como se menciona anteriormente, al
inducir la expresién de los hibridos se produce una baja de la viabilidad del cultivo,
en una unidad logaritmica en el caso de c-HpaA/CT2, lo que implica que al
normalizar los cultivos por nimero de UFC totales, el volumen de cuitivo que se
debe tomar en la preparacion de la dosis es mayor que en el control. Existe la
posibilidad que la mayor cantidad de bacterias que hay presentes en las dosis de
vacunacion, de manera independiente de la cantidad de bacterias viables de ella,
sea causal de infoxicacion de los ratones, por la presencia de toxinas resultantes
de la muerte bacteriana (por ejemplo, LPS). No obstante, aunque la baja de

viabilidad bacteriana puede deberse a lisis bacteriana, como en el caso de E. coli,
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en el caso de Salmonella se observa que la densidad optica no decae (datos no

mostrados), por lo que la lisis por si sola no es suficiente para explicar la

disminucion de la viabilidad.

En Salmonella, a diferencia de E. coli, no se dispone de cepas del tipo DE3,
que posean en su cromosoma la enzima RNA polimerasa del fago T7, necesaria
para expresar proteinas con el sistema pET, por lo que en este trabajo se debié
utilizar una cepa que porta, adicionalmente, el plasmido pGP1-2, cuya seleccién
se realiza con kanamicina. El mecanismo de accion de la kanamicina implica la
detencién de la traduccion, pero no causa inmediatamente la muerte de la
bacteria, sinc que limita su crecimiento, interfiriendo con Ia sintesis de proteinas.
Si la expresion de c-HpaA/CT2 es toxica para la bacteria, una posible forma de
sobrevivencia para las bacterias es evitar la expresién por pérdida del gen de la
RNA polimerasa del fago T7, ya sea por inactivacion o por pérdida total del
plasmido por segregacion, siendo esta titima opcién la mas probable. La bacteria
podria tolerar una cierta cantidad de kanamicina mientras exista un poo! disponible
de fosfotransferasa que la inactive, por lo que la pérdida del plasmido pGP1-2
podria ser un evento de no baja frecuencia. En este contexto, al ensayar esta
probabilidad en cultivo se observaria una disminucién de la viabilidad, pero habria
una cierta cantidad de bacterias que no estdn muertas, sino que sdlo son

incapaces de crecer en kanamicina al sembrar en placas con este antibiético.
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Se compard la cantidad de bacterias viables totales respecio a la de
resistentes a kanamicina en condiciones similares a las de vacunacién y se
encontré que la fraccién resistente corresponde a un quinto del total, lo que parece
consistente con la observacion del volumen del pellet, segin estimacion visual
(datos no mostrados). Entonces, en los ratones del grupo vacunado, la carga
bacteriana real fue superior a la utilizada en el grupo control, pero atn asi se
encontraba dentro de un rango similar a ella, a tan solo media unidad logaritmica
de diferencia. Esta diferencia por si sola no es suficiente para explicar la
mortalidad observada en el grupo vacuna (47%, versus 23% y 15% en los grupos
controles pET y PBS), pues otros estudios utilizan dosis de vacunacién con
Salmonella typhimurium que llegan incluso a 10" bacterias (Kramer y cols., 2003).
Es posible que en [a dosis exista un cierto nimero de bacterias inactivas, que si
bien no pueden generar una infeccién, pueden, a través del LPS presente en su
membrana externa, ayudar a generar un efecto toxico. En conjunto, la carga
bacteriana total, inciuyendo tanto bacterias vivas como muertas, puede haber sido
lo suficientemente alta para producir una reaccién inmune muy severa, que habria
repercutido desfavorablemente en la salud de los ratones del grupo vacuna,
probablemente por efecto del lipopolisacarido, endotoxina que en la cepa vacuna

utilizada, x4550, se encuentra intacta.

En dltimo término, la cantidad mayor de bacterias presente en las dosis
utiizadas en los ratones vacunados se debe a la toxicidad inherente que

presentarfa el hibrido c-HpaA/CT2 para la bacteria. La causa mas probable de la




73

toxicidad, tal como se mencioné anteriormente, es que la secuencia de insercion
en membrana de CT2 no sea reconocida eficientemente por las proteinas
chaperonas de Salmonelia, [o que causarfa que al menos una cierta proporcion del
hibrido no se inserte en la membrana externa, o no lo haga correctamente,
desestabilizando la estructura de la membrana externa y disminuyendo la
viabilidad de la bacteria. Entonces, los problemas de mortalidad acentuada
observados en la vacunacién podrian ser evitados facilitando el plegamiento de la
quimera, ya sea utilizando un hibrido cuyo CT presente una secuencia reconocida
por la bacteria hospedero o sobreexpresando el homélogo de H. pylori de la
chaperona Omp85. En este contexto, ademas, seria posible lograr una expresion
mas estable, con la cual tal vez podria inducirse una respuesta inmune mas

dirigida capaz de erradicar H. pyiori al momento del desafio.

En este trabajo se ha construido un prototipo de vacuna oral viva, utilizando
como vector una cepa de Salmonella atenuada. Las vacunas orales vivas tienen la
ventaja de contar con un sistema de enfrega a la vez de bajo costo y que
incorpora intrinsicamente un buen potencial inmunogénico, gracias a la accién
adyuvante de la bacteria portadora, que posee la mayoria de sus antigenos, pero
es incapaz de producir una infeccioén sistémica, debido a que esta atenuada. Un
ejemplo histérico de la utilizacion de bacterias vivas atenuadas administradas por
via oral lo constituye la cepa de Salmonella typhi Ty21a, que ha sido utilizada
como vacuna contra la fiebre {ifoidea con éxito en algunos paises como Egipto, el

que se obtuvo un 96% de eficacia, (Wahdan y cals., 1982), y con cierta limitacién
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en el nuestro, en donde se obtuvo un 62% a 78% de eficacia en dos formulaciones
distintas (Levine y cols., 1987: Levine y cols., 1999). En este contexto, la
presentacion en Chile de una vacuna basada en una cepa de Salmonella
atenuada tendria una ventaja en el proceso de aprobacién respecto a otras
vacunas, dado que existe ya un precedente de su utilizacién por las instituciones
de salud nacionales. Ademas, se ha encontrado que una de las principales
razones de gue se retrase la vacunacion de los nifios es el miedo que
experimentan sus padres o tutores por que sus hijos sean inyectados (Logullo y

cols., 2007), por lo que el hecho que esta vacuna sea administrada via oral es un

incentivo a la vacunacion.

Finalmente, creemos que las dificultades encontradas durante el desarrolio
del ensayo de vacunacion pueden ser solucionadas de manera relativamente

sencilla, por [o que el prototipo de vacuna probado en este trabajo tiene buenas

expectativas en un futuro cercano.
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CONCLUSIONES

1. Se logré expresar en membrana externa de la cepa vacuna ¥4550 los
hibridos NT/CT2 y ¢c-HpaA/CT2

2. la cepa vacuna X4550 pGP1-2 PET27b asd c-HpaA/CT2 es capaz de
inducir respuesta inmune contra el antigeno HpaA, comparado con un
control sin bacteria

3. No hubo diferencias significativas en la colonizacién del estdmago por parte
de H. pylori en los ratones vacunados, respecto de los controles, lo que
sugiere que en las condiciones de vacunacién ensayadas no hubo efecto

profitactico protector frente al desafio con este patbgeno
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ANEXO 1

Se secuencio los clones de E. coli que portan A17CG/CT2 y A17CJ/CT2 en
PET27b, en el servicio de Secuenciacién de la P. Universidad Catdlica (ver
Materiales y Méfodos, punto 22). La secuencia obtenida se tradujo de acuerdo al
codigo de E. coli. No se observd codones de bajo uso en E. coli ni stops
tempranos, hasta un largo del 75% del total de! segmento de CagA ya clonado.

A

atgggaaaaaattctgcactataccaatccgttaagaatggtgtgaatggaaccctagtc
M G KN S A L Y Q 838 VvV KN G V N G T L V
ggtaatgggttatctaaagcagaagccacaactctttctaaaaacttttcggacatcaag
G N G L 8 KA EATTTIL S K NU F S D I K
aaagagtltgaatgcaaaacttggaaatttcaataacaataacaataatggactcaaaaac
K'E L N AEKULGN N F N NNNWN NG L K N
agcacagaacccatttatgctaaagttaataaaaagaaagecagggcaagcagetageect
§ ™ E P I ¥ A K V N K K KAG QAR A S P
gaagaacccatttacgctcaagttgctaaaaaggtaaatgcaaaaattgaccgactcaat
E E P I Y A ¢ V A K K V N A K I DR L N
caaatagcaagtggtttgggtgttgtagggecaagecagtgggettecctttgaaaaggeat
0 I A S G L GV V G QA VYV G F P L XK R H
gataaagttggtgatcttagtaaggtagggcaatcagttagececctgaacccatttatget
b K v 6 DL 8 KV G Q 8§ V s P E P I ¥ A
acgattgatgatctcggcggacctttcoctttgaaaaggeatgataaagttggtgatctce
T I D DL 6 G P F P L K R H D K V G D 1L
agcaaggtagggctticagttagcecctgaacceatttatgetacgattgatgatetegge
S K vV 6 L 58 VvV 8 P E P I Y A T I DD UL G

atgggaaaazattctgcactataccaatccgttaagaatggtgtaaacggaaccctagte
M G K N §8 AL Y Q S V KNGV NG T L V
ggtaatgggttatctaaageagaagccacaactctttctaaaaacttiteggacateaag
& N & L 8§ K A EATTIUL S KNVF S D I K
aaagagttgaatgcaaaacttggaaattccaataacaataacaataatggactcgaaaac
K EL N A KL G N S N N N NDNNG L E N
agcacagaacccatttatactcaagttgctaaaaaggtaaaagcaaaaattgaccgactc
s T E P I ¥Y T ¢ V A K K V K A K I D R L
gatcaaatagcaagiggtitgggtgatgtagggecaagcagegagettcocttttgaaaagg
D @ I A 8 G L G bV G QQ A A 5 F L L K R
catgataaagtigatgatctcagtaaggtagggetitecagectaaccatgaaccecatttac
H b K v DD L 8 KV G L 88 A N HEE P I Y
gctacgattgatgatctcggecggacctttecectttgaaaaggecatgataaagttgatgat
A T I D DL GG P F P L KR H D K V D D
ctcagtaaggtagggctttcaagggagecazaaattgactcagarsaattgacaateteaac
L 8 K VvV ¢ L S R E Q KL T 0 K I D N L N
caggcggtatcagaagctaaagcecatgtcattttgacaacctagatcaaatgatagacaag
Q A VvV 5 EA KA CHPF DN LD QM I D K
ctcaaagattctacazaaaagaatgttgtgaatctatatgttgaaagtgcaaaaaagtgce
L K b s T K KN V V N L Y V E, 5 A K K C
Figura 14. Secuencia de clones pET27b A17C/CT2 traducida.
a) Secuencia de A17CG/CT2 clonada en pET27b
b} Secuencia de A17CJICT2 clonada en pET27b
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ANEXO 2

Se secuencié uno de los clones de E. coli que expresa NTG/CT2 en
pET27b, en el servicio de Secuenciacién de la P. Universidad Catdlica (ver
Materiales y Métodos, punto 22).. Los resultados se alinearon con la secuencia
publicada de cagA de la cepa J99 (clave de accesoc NC_000921), para
compararlos (Fig. 15). Se observdé que la cepa J99 y, por ende, el hibrido
NTJ/CT2, posee una region de 12 nucleétidos exira (enmarcada en la figura).

NTG27/CT2 GGATACAGGTTCTTCCATAARRGAGCTTTCAGARATTTGGGGATCAGCGTTACCARATTIT €0
J99 TGATACAGGTTCTTCCATARAGAGCTTTCAGARATTTGGGACTCAGCGTTACCARATTTIT 360

khkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhdhddhhkhkhhhbhkhhhbdbhbhhbhhdhdkh e gk ek ke ok ok ok R ok e ke ok ok ke ke

NTG27/CT2 CACBAGTTGGGTGTCCCATCARARCGATCCGTCTRABATCAACACCCGATCGATCCGARA 120
Jo9 TATGAATTGGGTGTCCCATCARARCGATCCETCTAAAATCAACACCCAARARATCCCGAGG 420

* W dekkkkkkkhkkkhkhkhkhkkIhkhk bbbk rhhdhhkkkhkhkrdhhbhhhk * dk ok kokk

NTG27/CT2 TTTTATGGARARTATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATARAGRRARRGCAGAGTTTTT 1680
Joeo TTTTATGGARRATATCATACAACCCCCTATCTCTGATGATAAAGAGARAGCGGAGTTTTT 480

dhkkkk kR R IR KA AR AR A kb kdkkkdhhkdhdkdhe dhkhkhkhhkhdrhbdkhk *hkdk Fhikkkhkhdk

NTGZ7/CT2 GABATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAARTCCGARCGGATCA 240
J98 GAGGTCTGCCARACAAGCTTTTGCAGGARTTATCATAGGARACCAARATCCGATCGGATCA 540

* Kk kdkkhkhkhkhokhkhkdt Fhhhkhhhhhdbdkbhkhkhkhkhdhokdk kk khhhrkrhkrdr *hdkhdkhk

NTG27/CT2 BAAAGTTCATGGGCGTGTTTGATGAATCCTTGRARGAARGGCARGAAGCAGAARARARTGG 300
399 ARAATTCATGGGCGTGTTTGATGAATCT T TGAARGAGAGGCAAGAAGCAGAARARRATGG 600
dkk kohkkkkkkkkhkkkkkhhkhkhhdrdk dhkkkhkdhhkk hkhkhhkhhkkhkkdkkkkbhhkrhkdh
NTG27/CT2 BGGGCCTA-——-——-——-—- CTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTCTCTCTCATTTATATT 348
J99 AGAGCCTABTGGAGATCCTACTGETGEGGAT TGGCTTGATATTITTTTATCATTTGTGTT 660
*k khEkkkk hkhkkhhkhkkhkbhkkd * *uxrkhkhkk *x F* khkdkkw Kk kk
NTG27/CT2 TGACARARAACRATCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCARGRACCCAGTTCCCCCAT 408
J99 TAACAARRAACAATCTTCCGATCTCARAGARACGCTCAATCAAGARCC-AGTTCCTC-AT 718
d kkhkkkkdkhkkkdkhkkkhkdk khkk dhkkhkhkkkk K dhhkhkhkhkhhkhkkhkdhd Fhhkhkndk ® &
NTG27/CT2 GTCCARCCAGATATAGCCCCCTACCACCNCCGNACATACAAGGCTTACCGCCTGNARGCT 468
J99 GTCCARCCAGATGTAGCCAC-TACCACCACTGA-CATACARAGCTTACCGCCTGAA-GCT 775

kkkkkhkkdkdkhkk *hkkdkk * dhkEkkhk Kk & dkkrrkhhk hhkhkFrekkkhkdhk K kdk

Figura 15. Alineamiento de un clon de E. cofi que tiene clonado el hibrido NTG/CT2 en
pET27b, con la secuencia publicada de cagA de J99
EI alineamiento inicia en el codén 100 de J99, que corresponde al 2 en el hibrido, y finaliza en el

limite de secuenciacién (aproximadamente 500 pb). Se emmarca el segmento extra que presenta
la secuencia de J99.

La regién extra de 12 nucledtidos de J99 se utilizé para realizar una
bisqueda en BLAST. Dentro de los resultados, se enconird sélo 4 secuencias que
corresponden a segmentos del gen cagA de H. pylori, obtenidas en 3 laboratorios
diferentes (dos en Asia y otro en Europa), lo que sugiere que la insercion
aminoacidica NGDP tuvo lugar después de la divergencia de la especie, en alguna
cepa ancestral (Fig 16 a). La secuencia de los primeros 500 aminoacidos fue
alineada utilizando el software ptblico ClustalWW (EMBL — EBI), y el alineamiento
obtenido se utilizé para construir un cladograma, utilizando el software asociado
(Fig. 16 b). El cladograma agrup6 separadamente las secuencias que poseen la
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insercion NGDP, lo que sugiere fuertemente que poseen un origen comun (Fig. 16
b).

A
NCTC11639 RSAKQAFAGITIIGNQIRSDOKFMGVFDESLKERQEAEKNGE NGO BT GGOWLDI FLSEVE 225
147c RSAKQAFAGIIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGEPNGDPTGGDWLDIFLSFVF 225
l47a RSAKQAFAGIIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGEPNGDPTGGDWLDIFLSFVF 225
Du52m2 RSAKQAFAGEIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGEPNGDPTGGDWLDIFLSFVF 220
Je9 RSAKQAFAGIIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGEPNGDPTGGDWLDIFLSFVF 220
NTG/CT?2 KSAKQSFAGIIIGNQIRTDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGGP————TGGDWLDISLSFIF 117
NCTC11¢37 KSAKQSEAGIIIGNQIRTDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGE?————TGGDWLDIFLSFIF 216
HPAG1 KSAKQSFAGIIIGNQIRTDQKFMGVFDEFLKERQEAEKNGGP————TGGDWLDIFLSFIF 216
ATCC435265 KSAKQSFAGITIGNQlRTDQKFMGVFDEFLKERQEAEKNGEP——ﬁ~TGGDWLDIFLSFVF 216
26695 KSAKQSFAGIIIGNQIRTDQKFMGVFDESLKERQEAEKNGGPwm——TGGDWLDIFLSFIF 221
3578 RSAKQSFAGIIIGNQIRSDEKFMGVFDESLKARQEAEKNAEP- - - - AGGDWLDIFLSEVE 217
OK159 RSAKQSFAGIIIGNQIRSDEKFMGVFDESLKERQEAEKNAEP————AGGDWLDIFLSFVF 217
F57 RSAKQSFAGIIIGNQIRSDEKFMGVFDESLKARQEAEKNAEP—~——AGGDWLDIFLSFVF 215
QK212 RSAKQSFAGIIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKARQEAEKNAEP————AGGDWLDIFLSFVF 228
CPY3401 RSVKQSFAGIIIGNQIRSDQKFMGVFDESLKERQEAEKNAGP————AGGDWLDIFLSFVF 221
:-k‘-k'k:*-k** ******:*:******** * *******. * :******* ***:*
B
NCTCL1659
1 Slate
T Ins.
la7a NGDP
Dusz 2
J89
1l £PY3401
F57
J578
0K15%
- k212
¥ WTG/CT2
26695
ATCCA35265
1 HNCTC11637
HPAGL

Figura 16: La cepa J89 presenta una insercién poco comtin de 4 aminoacidos '
a) Alineamiento del sector N terminal de la proteina CagA de varias cepas de H. pylori, cuyas

secuencias son de acceso publico, y NTG/CT2. Se destaca el segmento extra que posee
J9g

* aminocécido idéntico; : sustitucién conservativa; . sustitucién semiconservativa
b) Cladograma construido a partir del alineamiento anterior. Se destaca con linea gruesa ¥
llave el grupo que presenta la insercién, y sélo con linea gruesa el hibrido NTG/CT2




