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RESUMEN

La bacteria Helicobacter pylori esta reconocida como el principal agente
etiologico de la gastritis crénica activa en humanos. Los polifosfatos son moléculas
que tienen muchas funciones, entre ellas ser fuente de energia para la célula. Se
ha demostrado que H. pylori contiene multiples agregados de polifosfato en su
citosol, el polo flagelar y asociados a la membrana , sin embargo, no se conoce
hasta el momento su funcidn en esta bacteria.

La Polifosfato cinasa o PPK es la enzima que cataliza la conversion
reversible del fosfato terminal del ATP a polifosfato La PPK esta presente en
bacterias pero no en eucariontes lo que plantea la posibilidad de disefiar agentes
antimicrobianos especificos contra esta enzima, con mecanismos de acciéon que
blogueen la sobrevivencia y virulencia de las bacterias que la presenten.

Debido a la importancia médica de H. pylori, asi como del papel de los
polifosfatos como fuentes de energia, el objetivo de este trabajo fue el estudio de
la PPK de este organismo.

El gen de la PPK se obtuvo mediante su amplificacion utilizando la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). El gen obtenido (de alrededor de 2027 pb) fue
clonado y sobreexpresado en Escherichia coli. Se encontro que la expresion de la
proteina es dependiente del tiempo de induccion, alcanzando su maximo a las 3h
de haber afiadido el inductor y presentando un bajo nivel de expresion.

La_mayor parte de la enzima sobreexpresada se localiza asociada a las
membranas o bien formando parte de granulos de inclusién, sin embargo, de la
fraccion soluble se obtuvo una cantidad suficiente para hacer posible la
purificacion de la misma. En solo tres pasos se logré purificarla cerca de 40 veces.

La PPK de H. pylori muestra una cinética con comportamiento Michaeliano
con una Kn, aparente de 1.6 mM y una Vimax de 28 pmol de poliP min”pg Prot .

Los datos obtenidos de la caracterizacion bioquimica muestran que la PPK
parcialmente pura es altamente especifica para el sustrato ATP-Mg, la sintesis de
polifosfato es dependiente de la cantidad de enzima afiadida; la enzima tiene un
pH optimo de 7.5 y su temperatura 6ptima esta entre los 35y 40 °C.



ABREVIATURAS

ADN
ADP
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Amp
ATP
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

Hasta principios de los afios 80, las ideas respecto a la patogenia de la gastritis y
la Glcera péptica se centraban en el papel de la secrecion acida y de pepsina (Adams y
col., 1981). A partir del descubrimiento, aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori de la
mucosa gastrica humana de pacientes con gastritis cronica por Warren y Marshall
(1983), el panorama general de la enfermedad acido péptica cambié debido a la gran
cantidad de trabajos desarrollados para estudiar a H. pylori y a las enfermedades
asociadas a la infeccion por este microorganismo. Solo en los Gltimos afios se ha tenido
un mayor avance en el estudio del metabolismo basico de H. pylori que ha permitido
conocer aspectos fisioldgicos y bioquimicos de este patégeno (Hazell y col., 1997).

El contar con la secuencia completa del genoma de la cepa 26695 de H. pylori
(Tomb y col., 1997) ha proporcionado una idea mas amplia de sus caracteristicas
biolégicas y la publicacion de la comparacion de e ste genoma conelgenomade la
cepa J99 (Alm y col.,, 1999) ha servido para profundizar en el conocimiento de la
diversidad de esta bacteria. Sin embargo, conocer el genoma completo no es suficiente
para entender el mecanismo por el cual H. pylori produce la enfermedad (Graham,
1998) y es necesario hacer la integracion fisioldgica de los resultados de los genes
funcionales identificados, las vias metabdlicas involucradas y las caracteristicas
bioquimicas observadas en este microorganismo para poder entender su fisiologia, la
adaptacion a su nicho ecologico, su patogenicidad y explicar las caracteristicas
fenotipicas que aun no se han entendido completamente, asi como las propiedades
que se predicen del genoma y que aun no han sido observadas experimentalmente
(Marais y col., 1999).

Actualmente se reconoce a H. p yloricomo el principal agente etiolégicode |la
gastritis cronica activa en humanos (Marshall y col., 1984; Morris y col., 1987; Wyatt y
col., 1988), su asociacion con la Ulcera péptica (Hornick, 1987; Dixon, 1991) y su
vinculo al desarrollo de cancer gastrico (Correa y col., 1990; Parsonnet y col., 1991;
Nomura y col.,1991) y al linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a la mucosa

gastrica) (Wotherspoon y col., 1993; Parsonnet y col., 1994).
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El objetivo general de los trabajos realizados sobre H. pylori (incluyendo el
presente), ha sido obtener conocimiento de la fisiologia de la bacteria que ulteriormente
pueda permitir identificar blancos potenciales para la intervencion terapéutica.

El presente trabajo es parte de un gran proyecto desarrollado en el laboratorio
que pretende estudiar las fuentes y reserva de energia de H. pylori, mismas que han
sido poco y parcialmente estudiadas. Este trabajo comprende la sobreexpresion, la
purificacion y la caracterizacion bioquimica parcial de la enzima polifosfato cinasa

(PPK) de Helicobacter pylori, enzima encargada de la sintesis de polifosfatos.

I.1. Caracteristicas clinicas de la infeccion por Helicobacter pylori.

1.1.1. Epidemiologia. Estudios seroepidemioldgicos realizados a nivel mundial
indican que la infeccion por H. pylori s e e ncuentra a mpliamente d istribuida ( Taylor y
col., 1991; Pérez-Pérez y col.,1988). La prevalencia de la infeccidbn por este
microorganismo aumenta con la edad y en personas de bajo nivel socioeconémico
(Sitas y col., 1991). En paises desarrollados como Estados Unidos, la infeccion se
presenta aproximadamente en el 50% de las personas asintomaticas después de los
50 afios de edad, mientras que en nifios menores de 10 afios rara vez se presenta. En
paises en vias de desarrollo la infeccion se adquiere a muy temprana edad (Sitas y col.,
1991; Mitchell y col., 1992), lo cual trae como consecuencia la alteracion de las
funciones del aparato digestivo, provocando que la absorcién de los nutrientes sea
deficiente en edades criticas del crecimiento, asi como la posibilidad de que la gastritis
causada por H. pylori aumente el riesgo de desarrollar cancer gastrico a largo plazo
(Correa y col., 1990). Estudios realizados en Chiapas, México, reportan una prevalencia
de infeccion por H. pylori de 85% en adultos y de 30% en nifios (Guarner y col., 1993).
La alta prevalencia de la infeccién en la poblacion infantil de paises en vias de
desarrollo, asi como en las personas que viven hacinadas en habitaciones en donde las
condiciones de higiene son deficientes, apoyan la hipétesis de que la infecciéon se
transmite de persona a persona a través de la ingestion de comida o agua contaminada
con saliva, materia fecal o contenido gastrico (Graham y col., 1990; Lee y col., 1991).

Sin embargo, el mecanismo por el cual se adquiere la infeccion ain no se conoce.

rJ
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I.1.2. Patogenia. H. pylori presenta varias caracteristicas que se consideran
determinantes para su patogenicidad:

1) alta motilidad dada por su morfologia espiral y la presencia de uno a seis
flagelos cubiertos en uno de sus extremos que le permite permanecer en un medio
altamente viscoso y resistir el peristaltismo gastrico (Hazell y col., 1986),
demostrandose que las cepas mas moviles son las mas patégenas (Eaton, 1992; Haas
y col., 1993; Johensans y col., 1995).

2) produce una ureasa (Ferrero y col., 1988), con caracteristicas Unicas dentro
de las ureasas bacterianas, que contiene las subunidades UreA y UreB (Mobley y col,
- 1995) que le permiten sobrevivir en un medio acido a través de la producciéon de
amonio para neutralizar el pH gastrico, reproduciéndose eficientemente en la capa
mucosa gastrica, pero no sobrevive en el lumen gastrico (Dunn y col., 1990).

3) produce una catalasa que puede proteger a la bacteria del peroxido de
hidrégeno producido por los leucocitos polimorfonucleares (Hazell y col., 1991).

4) presenta varias adhesinas, la primera es una proteina HpaA que se une a un
receptor tipo N-acetilneuraminolactosa (Evans y col., 1988) y que es una lipoproteina
de la cubierta flagelar que se une a una hemaglutinina fibrilar (Jones y col., 1996); un
lipopolisacarido (Piotrowski y col., 1992); y una proteina que funciona como mediadora
en la adhesion a antigenos de Lewis de grupo sanguineo (Boren y col., 1993). La
secuencia del genoma (Tomb y col., 1997) ha identificado otras 19 lipoproteinas y 32
miembros de la familia de adhesinas OMP, que pudieran contribuir a la adherencia de
la bacteria .

5) sintetiza una citotoxina codificada por el gen vacA que se produce in vitro en
el 50-60% de las cepas aisladas, lo que sugiere que la citotoxina no es el unico factor
involucrado en la Ulcera péptica. La proteina se sintetiza en forma de protoxina de 139
kDa e induce la formacion de vacuolas en las células gastricas en cultivo (Cover y col.,
1992b). Los inhibidores de la ATPasa vacuolar evitan el efecto v.acuolizante inducido
por la citotoxina, pero no se sabe si el efecto primario es sobre la citotoxina o sobre una

ATPasa celular (Cover y col., 1993). La citotoxina vacuolizante se asocia a una proteina

3



INTRODUCCION

de 128 kDa codificada por el gen cagA (Covacci y col., 1993; Tummuru y col.,1993) y
es el principal agente inmunogénico, aunque se desconoce su participacion en la
patogénesis.

6) otras enzimas producidas por H. pylori son: una proteasa (Slomiany y col.,
1992) que desintegra la estructura polimérica de la mucina y varias lipasas y
fosfolipasas (Mauch y col.,, 1993; Ottlecz y col.,, 1993) que alteran la capa de
fosfolipidos de la superficie apical de las células mucosas produciendo dafio celular.

En junio de 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer, una
rama de la Organizacion Mundial de la Salud, declar6é a H. pylori como un carcinégeno

clase 1.

1.1.3. Anatomia patolégica. Varios estudios histopatolégicos de biopsias
gastricas obtenidas por endoscopia muestran que las principales caracteristicas
patologicas son: a) infiltracion de la lamina propia con neutréfilos, monocitos, linfocitos y
células plasmaticas y b) alteracién de la estructura e integridad de las glandulas
mucosas epiteliales (Correa y col., 1990). El microorganismo solo coloniza las células
epiteliales de la mucosa gastrica de secrecion no-acida y no se ha encontrado en sitios
donde las células parietales de secrecion acida son numerosas. La mas importante
forma de inflamacion gastrica es la gastritis tipo B que involucra el antrum gastrico,
aunque mas tarde puede afectar al fundus. H. pylori también se ha identificado en el
corpus gastrico cuando se presenta atrofia gastrica, que se caracteriza por la pérdida
en el numero de glandulas pudiendo llegar éstas a desaparecer y ser sustituidas por
células caliciformes, hablandose entonces de metaplasia intestinal (Lopez, 1992).
Tambien se ha encontrado al microorganismo en el duodeno asociado a células
metaplasicas epiteliales gastricas (Wyatt y col., 1987; Lee y col., 1993; Dubois, 1995).

Hasta ahora no se sabe si la lesidon inflamatoria precede o mantiene el dafio epitelial.

1.1.4. Fisiopatologia. Si bien es cierto que la infeccién por H. pylori no involucra
una respuesta autoinmune, se produce una intensa respuesta inmunolégica local y

sistémica que se caracteriza por la produccion de IgA, la cual se une a los antigenos de
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H. pylori in vitro y cubre a la bacteria in vivo, asi como por un marcado incremento de
IgG plasmatica que permanece durante meses después de curar la infeccion. La
infeccion por este microorganismo desencadena la cascada inflamatoria con la
presencia de neutréfilos, macréfagos, linfocitos T y B y células plasmaticas. La
actividad asesina de los linfocitos en sangre periférica se aumenta posiblemente por la
estimulacién de interleucinas (IL) IL-1¢a, IL-1B, IL-6 e IL-8, de interferon gamma (IFN-y),
de otras citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) clase |l (Tarkkanen y col., 1993; Peek y col.,
1994). Aunque estas respuestas aparentemente hacen muy poco para conferir
proteccion inmunologica contra H. pylori, éstas pueden inducir varios cambios en el
epitelio gastrico. Por un lado, al tratar de mantener la estructura gastrica normal
(provocando un aumento en la liberacion de gastrina ala circulaciéon porlas células
endocrinas G localizadas en el antro g astrico), se produce una hipergastrinemia que
estimula a las células parietales gastricas productoras de acido clorhidrico y como
consecuencia aumenta la acidez en el lumen gastrico (hiperclorhidria), manteniéndose
la gastritis crénica activa que puede evolucionar a ulcera péptica (Calam y col., 1997).
Por otro lado, la cascada inflamatoria puede dafar las células epiteliales gastricas,
provocando la pérdida de la estructura glandular normal y conducir a la atrofia gastrica
que se manifiesta como hipoclorhidria, la cual se considera un signo previo al
adenocarcinoma gastrico (Ernst y col., 1997).

Aun no se sabe por qué la bacteria persiste durante tanto tiempo en el

hospedero a pesar de la intensa respuesta inmune.

1.1.5. Patologia gastroduodenal asociada a la infecciéon por H. pylori. Se
considera que la enfermedad gastroduodenal asociada a H. pylori depende de varios
factores que incluyen el genotipo bacteriano, el genotipo del hospedero y las
condiciones fisioldgicas y los habitos dietéticos del hospedero (Go y col., 1994; Mobley,
1996 y 1997).

Una vez adquirida la infeccion por H. pylori, el microorganismo persiste por afios

y posiblemente durante toda la vida (Blaser, 1993). Aunque la mayoria de las personas
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INTRODUCCION

infectadas no presenta manifestaciones clinicas de la infeccion inducida por H. pylori,
su presencia se asocia con la gastritis cronica activa tipo B (por su localizacion principal
en el antrum gastrico) de acuerdo a la clasificacion de Strickland y McKay (Lopez,
1992) y su erradicaciéon siempre es seguida por la remision de los sintomas de gastritis
(Marshall y col., 1984; Morris y col., 1987; Wyatt y col., 1987; Dubois, 1995).

El proceso inflamatorio crénico puede llevar a la aparicion de ulcera péptit:a
(Hornick, 1987; Dixon, 1991). Casi todos los pacientes con ulcera duodenal presentan
gastritis por H. pylori y la recaida de la Ulcera es rara después de la erradicacion del
microorganismo (O'Connor, 1994). La presencia de H. pylori es necesaria para la
produccion de ulcera duodenal, con excepcion de las Ulceras atribuidas al uso de
farmacos antiinflamatorios no-esteroideos y al sindrome de Zollinger-Ellison. La
infeccion por H. pylori se ha demostrado en casi el 100% de los pacientes con Ulcera
duodenal (Dixon, 1991). Aunque H. pylori solo coloniza la mucosa gastrica, en la ulcera
duodenal se ha encontrado al microorganismo asociado a células de metaplasia
gastrica (Wyatt y col., 1987; Lee y col., 1993; Dubois, 1995). Se piensa que una vez
que H. pylori se establece en el duodeno puede producir la ulceracion por la liberacion
de la citotoxina vacuolizante (VacA). También se ha sugerido que las cepas que se
asocian a la ulcera duodenal son genéticamente diferentes a las cepas que se asocian
a otras enfermedades g astricas (Moss y col., 1992). La evidencia que comprueba lo
anterior,-es que el 100% de los pacientes con Ulcera duodenal presentan anticuerpos
contra la citotoxina vacuolizante, mientras que solo en el 61% de los pacientes
infectados con H. pylori que no presentan Ulcera se detectan estos anticuerpos (Cover
y col., 1990).

La asociacion de H. pylori con la ulcera gastrica no es tan alta, debido a que el
microorganismo solo se ha encontrado en el 70 a 80% de los pacientes con Ulcera
gastrica (Hornick, 1987; Dixon, 1991, Dubois, 1995); muchos casos de Ulcera gastrica
en personas no infectadas se relacionan con la ingestion de farmacos antiinflamatorios
no-esteroideos (Dixon, 1991; Cover y col., 1992a).

La infeccion de H. pyloritambién es un factor de riesgo para el desarrollo de

adenocarcinoma gastrico. La patogénesis del cancer asociado a la infeccién es un
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proceso complejo y poco entendido; sin embargo, en algunas personas infectadas, la
gastritis crénica de larga duracion (20 a 40 afios) progresa a la atrofia gastrica que per
se se considera una lesion precancerosa que conduce a la carcinogénesis, aun en
ausencia de H. pylori (Correa y col., 1990; Nomura y col., 1991; Parsonnet y col., 1991,
Blaser, 1993; Lee y col., 1993, Dubois, 1995). Otro tipo de neoplasia que se encuentra
asociada a la infeccion de H. pylori es el linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a la
mucosa) de bajo grado, llamado comunmente maltoma géastrico (Wotherspoon y col.,
1993; Parsonnet y col., 1994).

1.1.6. Diagnoéstico. Actualmente se dispone de diferentes métodos de
diagnodstico que se clasifican en invasivos y no-invasivos (van Zwet y col., 1998). Los
primeros incluyen a todos aquellos en los que se emplea la endoscopia para tomar una
muestra de biopsia gastrica que es utilizada inmediatamente para probar la actividad de
ureasa (CLO test, Pylori-Tek) (Elitsur y col., 1998), o bien, para identificar
histolégicamente a H. pylori a través de diferentes tinciones o mediante su cultivo. La
biopsia también puede emplearse en procedimientos moleculares (PCR, hibridacién in
situ) que identifiquen al gen cagA (gen de la proteina asociada a la citotoxina) o al gen
vacA (gen de la citotoxina) (van Zwet y col., 1998). Los resultados negativos de
identificacion del bacilo en biopsias géastricas no excluyen la posibilidad de la infeccién
debido a que la colonizacion de H. pylori es focal y la biopsia puede no incluir esta area.

Los métodos de diagnoéstico considerados no-invasivos incluyen pruebas
inmunolodgicas y pruebas respiratorias. Las primeras consisten en el analisis por
inmunoblot de las inmunoglubulinas (Ig) A e IgG, o la determinacién de sus niveles en
plasma y saliva; o bien, la deteccion de anticuerpos contra la proteina CagA (proteina
asociada a la citotoxina) o contra VacA (citotoxina) (van Zwet y col.,, 1998).
Recientemente se dispone de la deteccion de antigenos de H. pylori en heces fecales
(Vaira y col., 1998). En las pruebas respiratorias se emplea la administracion oral de
urea marcada con C' o C', (Pytest y Meretek, respectivamente) y se hace la
deteccion de C™ o C™ en el aliento a través de un contador de centelleo o de un
espectrometro de masas (Graham y col., 1987; Kim y col., 1997; McColl y col., 1997).
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1.1.7. Tratamiento y Profilaxis. Aunque H. pylori es sensible a muchos
antimicrobianos in vitro, ha sido dificil erradicarlo del estomago. Los tratamientos
recomendados en 1996 por en Instituto Nacional de Salud (NIH) en EUA, incluyen el
empleo de dos o tres antibidticos administrados por lo menos durante una semana a
base de sales de bismuto, metronidazol y amoxicilina o tetraciclina o claritromicina
(Chiba y col., 1992). El uso de un antibiético asociado con farmacos antagonistas de
receptores H; (ranitidina) no ha dado buenos resultados en contraste con la
administracion de un inhibidor de la bomba de protones (omeprazole) con amoxicilina o
claritromicina (Graham y col., 1993; Logan y col., 1994). La eliminacién de la infeccion
alivia la gastritis y disminuye la incidencia de ulcera duodenal.

La antibioticoterapia empleada para la erradicacion de H. pylori continta
teniendo muchas limitaciones como son el alto costo, el que los pacientes no cumplen
al 100% el tratamiento, los efectos adversos que se presentan y los riesgos de

seleccidn de cepas resistentes.

1.2. Caracteristicas de Helicobacter pylori.

1.2.1. Morfologia y taxonomia. En frotis de cultivos tefiidos con hematoxilina y
eosina, Gram, Giemsa, Genta o Warthin-Starry, H. pylori puede observarse en el
microsco-pio de luz como un bacilo gram negativo en forma curva, espiral o de "alas de
gaviota". A través de microscopia electronica se observa que la bacteria tiene una
longitud de 2.5 a 3.5 um y de 0.5 a 1.0 um de diametro, con una periodicidad en la
espiral de 1 a 2 um. Presenta superficies lisas y de cuatro a seis flagelos polares
cubiertos, de aproximadamente 30 nm de diametro que emergen de uno de sus

extremos redondos, con un bulbo terminal cuya funcién ain no se ha determinado (Fig.
1) (Jones y col., 1985).
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Fig. 1. Micrografia electrénica de Helicobacter pylori. Bacilo e spiral que presenta de cuatro a seis
flagelos cubiertos en uno de sus polos, cada uno con un bulbo terminal.

La forma mas comun que presenta H. pylori durante la infeccion humana es la
forma bacilar, aunque también se han encontrado formas cbcoides que infectan la
mucosa gastrica (Chan y col., 1994). El cambio de la morfologia bacilar a cocoide se ha
observado durante la privacion de nutrientes (West y col.,, 1990), la exposicion a
antibidticos (Bode y col., 1993a) o cuando se prolonga el tiempo de incubacién, aun
cuando se cultive bajo condiciones adecuadas (atmosféricas y de nutrientes) (Catrenich
y col., 1991; Moshkowitz y col., 1994). Existe controversia en relacion a la viabilidad de
la forma cocoide y su posible papel en la transmisiéon de la infeccion (Bode y col.,
1993a; Eaton y col., 1995, Benaissa y col., 1996; S érberg y col., 1996), aunque las
formas cocoides ya no son cultivables (Bode y col., 1993a; Catrenich y col., 1991).

Originalmente se clasific6 a este microorganismo dentro del género
Campylobacter por sus caracteristicas morfologicas, la composicién de las bases de su
ADN vy los requerimientos para su cultivo, por lo que se nombré Campylobacter pyloridis
(Marshall y col., 1987). Posteriormente en 1989 se reclasificé y denominé Helicobacter
pylori con base en su analisis ultraestructural, a la composiciéon de sus acidos grasos y
a la secuencia del ARN ribosomal 16S (Goodwin y col., 1989).

H. pylori pertenece al dominio eubacteria (Woese y col., 1990), dentro del grupo
de bacterias purpura no-sulfurosas (Stackerbrandt y col.,, 1988). El andlisis de la
secuencia del ARN ribosomal 16S relaciona al género Helicobacter con Campylobacter,

Wolinella, Arcobacter y Thiovulum. Se clasifica dentro de la subdivision epsilon de las
9
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Proteobacterias. Actualmente el género Helicobacter incluye mas de 70 especies
(www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Taxonomy/), algunas que colonizan, como en el
humano, la mucosa gastrica de otros animales y muchas de estas especies también
son patdgenas (Stanley y col., 1993). Se han encontrado tres especies que colonizan el

intestino y otras dos hepaticas (Fox y col., 1995).

1.2.2. Cultivo de H. pylori. Por su naturaleza microerofilica, H. pylori requiere de
una atmoésfera que contenga 5-10% (v/v) de O, 5-10% (v/v) de CO; y 80-85% (v/v) de
N,. Se han empleado medios de cultivo enriquecidos con moléculas organicas
complejas como son sangre, peptona y extracto de levadura; asi como medios de
cultivo que contienen almidén, suero fetal bovino, carbdn activado, catalasa y
ciclodextrinas para estimular el crecimiento bacteriano (Buck y col., 1987; Westblom y
col., 1991; Qlivieri y col., 1993),

H. pylori presenta un tiempo de duplicacién de 4-8 horas en condiciones

optimas (Morgan y col., 1987).

1.2.3. Caracteristicas generales del genoma. El genoma completo de dos
cepas de H. pylori no relacionadas, la 26695 (Tomb y col., 1997)y la J99 (Almy col.,
1999), han sido secuenciadas de cromosomas circulares que contienen 1,667,867 pb y
1,643.83j pb, respectivamente. El andlisis comparativo del genoma de las dos cepas
ha demostrado que aunque los cromosomas estan organizados de manera diferente en
un nimero limitado de regiones pequefias, el tamafio del genoma, el contenido
genético y el orden de los genes en las dos cepas es extraordinariamente similar. El
promedio del contenido de G+C es de 39%, pero cinco regiones del genoma de la cepa
26695 (nueve en la J99) tienen una composicion distinta (Alm y col., 1999).

Los dos genomas de H. pylori se encuentran altamente conservados con
respecto al contenido de genes, en la cepa 26695 s e identificaron 1,552 marcos de
lectura abierta (ORFs), que representa el 91% del cromosoma y en la cepa J99 se
identificaron 1,495 ORFs, que corresponde al 90.8% del cromosoma. En ambas cepas,

aproximadamente al 58% de los productos génicos se les ha asignado una funcién
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putativa con base en la similitud de la secuencia de proteinas de funcion conocida;
alrededor del 18% de los productos génicos se encuentran conservados en otras
especies pero no se conoce su funcion; y cerca del 23% se han designado especificos
de H. pylori. Los genes especificos que se encontraron fueron 117 y 89 para las cepas
26695 y J99, respectivamente (Alm y col., 1999).

La comparacion de genes ortdlogos y sus productos codificados muestran un
alto grado de conservacion. La variacion en la secuencia entre las cepas 26695 y J99
fue significativamente mayor a nivel de nucleétido que a nivel de aminoacido. Debido a
que la variacion de un nucleotido ocurre mas frecuentemente en la tercera posicion de
un triplete codificador, la secuencia primaria de la proteina codificada se encuentra
altamente conservada. El hecho de que muchas de las diferencias de nucle6tidos son
silenciosas con respecto a la secuencia de la proteina, sugiere que existe una fuerte
presion selectiva para la conservacion de la funcion a nivel de la proteina. El
desplazamiento del nucleétido de la tercera posicion de un triplete codificador
probablemente sea el responsable de la “diversidad” reportada para H. pylori, basada
en el andlisis del ADN. Aunque el contenido genético y las capacidades fisiologicas
resultantes de las cepas 26695 y J99 son casi idénticas, las pocas diferencias en el
arreglo de los genes hacen que estas cepas se consideren como diversas (Doig y col.,
1999).

1.2.4. Metabolismo de H. pylori. En el estudio de H. pylori y de las
enfermedades asociadas a la infeccion por este microorganismo se han desarrollado
una gran cantidad de trabajos enfocados principalmente en las areas de epidemiogia,
clinica y terapéutica, debido a la caracteristica de ser un patégeno humano y a la alta
prevalencia de la infeccion a nivel mundial. Solo en los dltimos afios se ha tenido un
mayor avance en el estudio del metabolismo basico de H. pylori que ha permitido
conocer aspectos fisioldgicos y bioquimicos de este patdgeno (Hazell y col., 1997). Con
el analisis reciente de la secuencia completa de las cepas 26695 (Tomb y col., 1997) y

J99 (Alm y col., 1999) de H. pylori, el interés en su metabolismo ha aumentado.
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La mayor parte de los datos experimentales de las actividades bioquimicas,
presentes o ausentes en H. pylori, coinciden con las capacidades metabdlicas que se
predicen del genoma; sin embargo, aun quedan por comprobar las predicciones de
algunas vias metabdlicas y las funciones de algunos productos génicos, y hacer un
analisis mas detallado del genoma debido a que H. pylori presenta actividades
bioquimicas para las cuales no se ha identificado una secuencia codificadora.

El analisis del genoma ha mostrado varias vias metabdlicas en las cuales no se
han identificado todos los genes que deberian estar presentes para que esa via sea
funcional, lo cual indica que probablemente algunos de estos genes podrian no estar
presentes en el genoma, o bien, que los genes no identificados en las vias metabdlicas
aparentemente incompletas, observadas en las dos cepas de H. pylori, podrian ser
diferentes a otros genes ortdlogos previamente descritos. E stos genes p odrian e star
dentro del 40% del genoma al cual aun no se le ha asignado una funcion.

Los detalles de aspectos metabdlicos, fisioloégicos y genéticos de H. pylori han
sido descritos ampliamente en la literatura (Hazell y col., 1997; Kelly, 1998; Marais y
col., 1999; Doig y col., 1999), por lo que a continuacién se presentaran solo algunas
caracteristicas  relacionadas con el metabolismo de los polifosfatos en este

microorganismo.

.I.g.4.1. Polifosfatos. L a principal fuente de e nergia en H. pylori, como en los
demas organismos vivos, es el ATP, pero existen otras moléculas que contienen
enlaces de alta energia, como el pirofosfato (PPi) y los polifosfatos (Kornberg, 1995;
Lahti, 1983), que también pueden ser utilizadas como fuente de energia y que hasta el
momento no se ha evaluado el papel que desempefian en este microorganismo.

El polifosfato es un polimero lineal formado por decenas a cientos de residuos
de fosfato unidos por enlaces fosfoanhidridos de alta energia. Constituye una fuente de
nucledtidos y es posiblemente un precursor en la evoluciéon prebiotica. Se cree que
aparecio sobre la Tierra antes que el ARN, el ADN y las proteinas. Se genera por la
deshidratacion y la condensaciéon de P; a elevadas temperaturas. Ha sido encontrado

en los condensados volcanicos, en las ventilas oceanicas hidrotermales y en todos los
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organismos vivos, desde bacterias hasta mamiferos. (Kulaev, 1979; Wood, 1987;
Wood y col., 1988; Kornberg, 1995; Gavigan y col.,1999; Kornberg y col.,1999). Se les
han atribuido diversas funciones biolégicas dependiendo de la especie, de las
necesidades de la célula y de su localizacién subcelular.

Dentro de estas funciones se encuentran las siguientes: 1) fuente de energia en
la sintesis de ATP (Kornberg, 1957; Ahn y col.,1990; Bonting y col.,1991); 2)
sustituyente del ATP en la fosforilacion de la glucosa (Hsieh y col.,1993) y de algunas
proteinas (Skorko, 1989); 3) reserva de Pi (Akiyama y col., 1993; Andreeva y col., 1993;
Keasling y col., 1993; Wurst y col., 1994); 4) ventaja osmética sobre el Pi, debido a que
como polimero ofrece baja solubilidad en agua (Wood y col., 1988; Kornberg, 1995); 5)
quelante de cationes divalentes (Archibald y col.,, 1982; Dunn y col., 1994), 6)
amortiguador intracelular de iones alcalinos en algunos microorganismos (Pick y col.,
1991); 7) elemento estructural junto con el polihidroxibutirato y el Ca®* en la membrana
de células competentes para la transformacion bacteriana (Reusch y col., 1988; Reusch
y col., 1995); 8) regulador del desarrollo celular debido a que se ha encontrado que el
polifosfato y las actividades enzimaticas involucradas en su metabolismo se modifican
durante los cambios en el desarrollo de algunos microorganismos en respuesta a la
deficiencia de uno o varios nutrientes (Voelz y col., 1966); 9) componente de la capsula
bacteriana que podria contribuir en la patogénesis de la infeccion debido a que mas del
50% del polifosfato total de las especies de Neisseria se localiza en este sitio (Tinsley y
col., 1993; Lee y col., 1994).

Entre las aplicaciones industriales del polifosfato se documentan la siguientes:
1) Remediacion de los ambientes contaminados por fosfato. El fosfato acumulado en
aguas residuales que contienen desechos fertilizantes y descargas de agentes
industriales constituye un grave peligro para los organismos de las bahias, lagos , etc.,
y es de hecho un problema de importancia global. Se ha encontrado que este fosfato
puede ser removido mediante procesos biologicos en donde bacterias activadas
aerobicamente utilizan el Pi y lo convierten a polifosfato. Para acelerar el proceso
natural se han hecho modificaciones genéticas en cepas de Acinetobacter y en otros

organismos gram-negativos. Asi también, plasmidos con el gen ppk han sido
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introducidos en especies coliformes seleccionadas, lo cual se reporta como altamente
eficaz. 2) Accién antibacteriana. El polifosfato, como un polimero biodegradable seguro,
es adicionado a productos procesados como carnes de bovinos, aves, peces; a quesos;
dentrificos; y agua potable. Tiene una accion emulsificante, retiene el color, retarda la
oxidacion y funciona como agente antibacteriano. 3) La enzima polifosfato cinasa (PPK)
estd considerada como uno de los blancos mas interesantes para drogas
antimicrobianas. 4) Una forma comercial de polifosfato a bajo costo puede ser usada
para regenerar ATP y otros nucleosidos trifosfatos. La enzima PPK tiene una capacidad
nucledsido difosfato cinasa que ha sido utilizada para la regeneracion de uridina
trifosfato en la produccion de oligosacaridos reemplazando fosfoenolpiruvato por
polifosfato. 5) El polifosfato puede ser usado también como substituto de asbesto con

todas sus propiedades aislantes. (Kornberg y col. 1999).

.2.4.1.a. Polifosfatos en Helicobacter pylori. A través de microscopia
electronica se ha demostrado que H. pylori contiene multiples agregados de polifosfato
localizados en diferentes partes de la célula (Bode y col, 1993) (Fig. 2). La
acumulacion mas importante de granulos de polifosfato que se observa en este
microorganismo es a nivel intracitoplasmico, los cuales pueden representar un
reservorio para el almacenamiento energético y de fosforo, y una fuente alternativa de
energia cuando el ATP se encuentra en niveles bajos (Dawnes y col., 1973). Otros
sitios en los que se observa la acumulacién d e polifosfatos es cercade la base del
flagelo y pequefios agregados asociados a la membrana celular. El depésito cercano al
flagelo podria estar relacionado con la fuente de energia para la motilidad bacteriana
(Berg y col.,, 1979) y los agregados asociados a la membrana podrian estar
relacionados con el mantenimiento de la integridad de la membrana citoplasmica
(Skorko, 1989). H. pylori puede ser observada con dos fenotipos distintos: la forma
espiral tipica y la forma cocoide en la cual el crecimiento esta detenido o latente. Esta
ultima forma es observada en cultivos viejos y bajo condiciones de estrés como la
privacion d e nutrientes, | as altas temperaturas, condiciones oxidantes en su medio y

estrés osmotico. Los organismos cambian su morfologia durante la fase estacionaria,
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pasando, de manera mucho mas evidente a la forma cocoide bajo condiciones
anaerdbicas que en condiciones microaerofilicas. Los granulos de polifosfato se
acumulan predominantemente en el citoplasma de las células cocoides. Se piensa que
esta forma de vida de la bacteria interviene en la transmisiéon de la misma y puede ser
parcialmente responsable de la reinfeccion después de tratamientos antimicrobianos
(Shirai y col. 2000). No obstante, ain queda mucho por estudiar sobre la importancia y

el metabolismo de estas moléculas en H. pylori .
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Fig. 2. Polifosfatos en Helicobacter pylori. A) H. pylori asociado a células de la mucosa gastrica. B)
Cultivo de H. pylori aislado de tejido gastrico mostrado en A. Los granulos de polifosfato se sefialan con
las flechas. (Micrografias electrénicas tomadas de Bode y col., 1993).

1.2.4.1.b. Metabolismo del Polifosfato.El estudio del metabolismo de los
polifosfatos en organismos procariotes y eucariotes ha permitido establecer que la
Unica via para su sintesis es la polimerizacion del fosfato terminal del ATP a través de
la polifosfato cinasa (PPK) (EC 2.7.4.2) (Ahn y col., 1990; Robinson y col., 1987,
Tinsley y col., 1993; Kulaev y col., 1987). La misma PPK puede sintetizar ATP mediante
la reaccion en reversa (Kornberg, 1957; Ahn y col., 1990). Se ha encontrado que los

polifosfatos pueden ser utilizados como sustrato para la sintesis indirecta de ATP a
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través de la accion concertada de una AMP-fosfotransferasa (AMP-PT) y de la adenil
cinasa (AC) (Bonting y col.,1991). Los polifosfatos pueden sustituir al ATP en la
fosforilacion de la glucosa a través de una polifosfato glucocinasa (GK) (Hsieh y col.,
1993) y en la fosforilacion de algunas proteinas (Skorko, 1989). Los polifosfatos de alto
peso molecular pueden ser reserva de Pi al ser hidrolizados a través de las
exopolifosfatasas (PPX). Se han identificado dos tipos de PPX, una que hidroliza al
polifosfato terminal para producir Pi (Akiyama y col., 1993; Keasling y col., 1993;
Andreeva y col., 1993; Wurst y col., 1994) y otra para producir PPi ( Loreny y col., 1995)
(Fig. 3).

Poli-P,, +2 ADP _"° > AMP+ ATP

2

AMP.PT #
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2 AMP PPK
Poli-P, + ADP  g—® mATP

b
glucosa il " . PPPi
ppy © ppx2 ¢ 6
? Trinnlifnsfatasa 2
Poli-P,., + G-6-P _
1 Poli-P,, + PPi
R 7
PPasa
Poli-P,., + Pi

Fig. 3. Esquema general del metabolismo de los polifosfatos tomando en cuenta a las enzimas
encontradas en diferentes organismos. Los detalles se describen en el texto..Polifosfato cinasa (PPK)
(1). AMP fosfotransferasa (AMP-PT) (2). Adenil cinasa (AC). Polifosfato glucocinasa (GK) (3).
Exopolifosfatasas (PPX1, PPX2) (4,5). Tripolifosfatasa (6). Pirofosfatasa (PPasa) (7). Las actividades
enzimaticas no estan presentes en todos los organismos. La letra supraindice colocada en algunas
enzimas indica el organismo en donde se ha encontrado su actividad.

® Acinetobacter (Bonting y col., 1991).

® Mycobacterium tuberculosis (Hsieh y col., 1983).

¢ E. coli (Akiyama y col., 1993; Kaesling y col., 1993), S. cerevisiae (Andreeva y col., 1993; Wurst y col.,
1994), T. lyncunum (Loreny y col., 1995).

“ T. lyncunum (Loreny y col., 1995).
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¢ Aspergilus, Neurospora, Escherichia, Saccharomyces (Kulaev, 1979).

Para la sintesis de polifosfato en E. coli se requiere que exista una cadena de
tetrapolifosfato, que sirva como cebador para la elongacién de la cadena (Ahn y col.,
1990) y hasta el momento no se ha encontrado una tetrapolifosfato cinasa para su
sintesis. En los géneros Aspergilus, Neurospora, Escherichia y Saccharomyces, se ha
identificado una actividad de tripolifosfatasa (Kulaev, 1979), pero su capacidad para
llevar a cabo la reaccion en reversa no ha sido estudiada (Fig. 3).

Tomando en cuenta a las enzimas involucradas en el metabolismo de los
polifosfatos que se han encontrado en diferentes organismos, elaboramos un esquema
que incluye a todas estas enzimas (Fig. 3), con el proposito de tener un panorama
general del metabolismo de los polifosfatos y buscar las actividades enzimaticas en H.
pylori, como parte del proyecto general del laboratorio para estudiar las fuentes y
reserva de energia en este microorganismo. Es importante sefialar que las actividades
de las enzimas antes mencionadas no estan presentes en todos los organismos.

El analisis del genoma de H. pylori (Tomb y col., 1997; Alm y col., 1999) ha
mostrado que de las enzimas involucradas en el metabolismo de los polifosfatos,
sefialadas en el esquema de la Fig. 3, solo se han identificado los genes de la
polifosfato cinasa (PPK) y de la glucocinasa (GK), asi como también el gen de la
PPasa. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que las otras enzimas
involueradas en el metabolismo de los polifosfatos no estén presentes, debido a que
como se menciond previamente, aun queda el 40% del genoma de H. pylori al que no

se le ha asignado una funcion.

1.2.4.2 La Polifosfato Cinasa (PPK). La enzima de E. coli es un homotetramero
de subunidades de 80 kDa, que se encuentra periféricamente asociada a la parte
externa de la membrana celular, aunque la naturaleza de dicha asociacion permanece
incierta todavia (Seung-Jin y col. 2003; Akiyama y col. 1992). Sin embargo, las PPKs
de Propionibacterium shermanii (Robinson y col.,1987), y Acinetobacter sp. (Trelstad y

col.,1999) parecen ser activas como mondmeros, la primera como monémerode 83
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kDa y la segunda como mondémero de 79 kDa. No ha sido encontrada una homologia

entre la secuencia de la PPK y otras proteinas.

Esta enzima cataliza la conversion reversible del fosfato terminal del ATP a
polifosfato mediante la siguiente reaccion (Gavigan y col. 1999) :

poli(P,)+ADP S ATP+poli(Pn.1)

La PPK de E. coli es de las mejor estudiadas, requiere, para la sintesis de
polifosfatos de Mg** como cofactor con un 6ptimo de 5-10 mM a 1 mM de ATP. La K,
para ATP es de 2 mM con una Vpax de 51 umol / mg / min (Ahn y Kornberg, 1990).

Un evento inicial en el mecanismo de reaccion de la enzima es la formacion de
un intermediario fosforilado. Se ha encontrado que un residuo de histidina del sitio
activo es fosforilado y este fosfato puede ser incorporado a la cadena de polifosfato por
adicion de ATP o regresar a formar ATP por adiciéon de ADP (Kornberg y col.,1999 ). La
enzima tiene un mecanismo en el que el polifosfato es procesado en serie en su
totalidad, es decir que la cadena entera es sintetizada o utilizada sin disociacion
repetitiva de la enzima (Robinson y col., 1987, Kornberg y col.,1999). Mas alla de esta
informacién, no se sabe acerca del mecanismo de como la enzima forma
progresivamente la gran cadena de polifosfato.

La sintesis de polifosfato a baja concentracion de ATP presenta una fase inicial
de retraso que puede ser eliminada por la adicion de tetrapolifosfato. Esta fase de
retardo, -se piensa que, puede representar la sintesis de un “primer” o cebador que
podria ser el tetrapolifosfato. A altas concentraciones de ATP no se observa fase de
retardo, esto podria ser el resultado de una rapida sintesis del cebador (Ahn y
Kornberg, 1990; Tinsley y col.,, 1993). Sin embargo, no se ha aislado ninglun
intermediario de la cadena de polifosfato hasta ahora (Kornberg y col., 1999).

El ADP, que es el sustrato para la reaccion reversa inhibe la sintesis
competitivamente con una K;de 0.09 mM.

Otra actividad de la PPK que se ha detectado es que puede usar polifosfato
como donador de fosfato en lugar de ATP y convertir GDP y otros nucledsidos difosfato

a nucledsidos trifosfato, sin embargo, esta actividad es de menos del 5% de la
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conversion de ADP a ATP. (Kornberg y col, 1999). La enzima puede estar involucrada
también en la regulacion del nivel de ribonucledsidos trifosfato y deoxirribonucledsidos
que controlan la division celular y la sobrevivencia en el fase estacionaria. (Kulaev y
Kulakovskaya, 2000).

Hasta el momento, ain quedan muchas caracteristicas del mecanismo fino de la

enzima por ser elucidadas.

Se han purificado la PPK de E. coli (Kornberg y Ahn, 1990) , P. shermanii
(Robinson y col.,1987), Neisseria meningitidis (Tinsley y col., 1993), Acinetobacter sp.
(Trelstad y col.,1999) Sulfolobus acidocaldarius (Skorko y col.,1989), Corynebacterium
xerosis (Muhammed, 1961) y Arthrobacter atrocyaneus ( Levinson y col.,, 1975).
Recientemente Zhu y colaboradores reportan haber obtenido cristales de la PPK de E.
coli que difractan a una resolucién de 2.5 A pero el detalle de su estructura
tridimensional y de dominios aun esta siendo determinado. (Zhu, et col. 2003).

En extractos crudos de otros organismos se ha identificado también actividad de
PPK, como en Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Vibrio cholerae, Helicobacter
pylori, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Kornberg y col., 1999).

La PPK esta codificada por el gen ppk que contiene alrededor de 2064 pb en el
caso de E. coli , las cuales resultan en una proteina de 687 aminoacidos (80,278 Da) .
A 7 pb rio abajo del gen de la PPK, se encuentra un marco de lectura abierto que
codifica -para una exopolifosfatasa (PPX), que en coordinacién con la PPK, constituye
un nuevo operon. (Akiyama y col.1992). El gen ppk ha sido clonado y secuenciado
también en las siguientes especies: Acinetobacter sp. cepa ADP1 (Trelstad y col.,
1999), Neisseria meningitidis (Tinsley y Gotschlich, 1995), Klebsiella aerogenes (Kato y
col., 1993), Pseudomonas aeruginosa 8830 (Zago y col., 1999) y Serratia marcescens
(Lee y col., 2003).

Utilizando todas las secuencias reportadas como PPKs de bacterias contenidas
en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) se realizé un
alineamiento multiple de sus secuencias de aminoacidos ( por  Clustalx),

encontrandose un porcentaje alto de identidad entre ellas; como puede verse en la
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tabla 1 para la PPK de H. pylori. Asimismo, de éste analisis se elabor6 el arbol
filogenético de la figura 4 (por MEGA version 2.1) donde se pueden observar las

posibles relaciones evolutivas para los organismos empleados.

TABLA 1. Porcentaje de identidad entre la secuencia de aminoacidos de la
Polifosfato cinasa de Helicobacter pylori y otros organismos bacterianos. El
porcentaje de identidad se obtuvo a partir de la matriz calculada por el programa MEGA
version 2.1 (Kumar y col. 2001).

ORGANISMO PORCENTAJE DE
IDENTIDAD %
Bacillus anthracis 40
Staphylococcus epidermis 41
Clostridium acetobutylicum 38
Lactobacillus plantarum 39
Wolinella succinogenes 54
Helicobacter hepaticus 52
Campylobacter jejuni 49
Brucella melitensis 39
Mesorhizobium loti 41
Agrobacterium tumefaciens 40
Sinorhizobium meliloti 39
Caulobacter crescentus 42
Mycobacterium tuberculosis 39
Neisseria meningitidis 37
* | Nitrosomonas europaea 38
Chromobacterium violaceum 38
Bordetella pertussis 36
Ralstonia solanacearum 37
Xanthomonas campestris 37
Xylella fastidiosa 38
Pseudomonas aeruginosa 38
Yersinia pestis 34
Shigella flexneri 32
Escherichia coli 32
Salmonella typhimurium 32
Photorhabdus luminescens 32
Vibrio cholerae 31
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Fig. 4. Posibles relaciones filogenéticas entre las secuencias de la Polifosfato cinasa de los
col. 2001).

organismos citados en la Tabla 1. El arbol fue calculado por el programa MEGA version 2.1 (Kumar y
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Recientemente se descubrié en una mutante de P. aeruginosa carente del gen
de la PPK, una actividad de sintesis de polifosfato diferente (designada PPK2). Esta
nueva actividad, se diferencia de la conocida previamente (ahora llamada PPK1) por
varias caracteristicas: la sintesis de polifosfato es a partir de GTP o ATP, prefiere
como cofactor al Mn?" mas que al Mgz+ y es estimulada diez veces por polifosfato
(Tabla 2). Un caracter sobresaliente de la PPK2 es que la sintesis de polifosfato a partir
de GTP tiene una menor potencia catalitica (Vmax ¥ Kcat) que la reaccion reversa para
formar GTP. La proporcién de polifosfato utilizado/polifosfato sintetizado es 75 para la
PPK2, pero sélo 0.07 para la PPK1 de E. coli. El correspondiente gen ppk2 mide 1,074
pb, codifica una proteina de 357 aminoacidos y tiene una masa molecular de 40.8 kDa.
Secuencias homologas de PPK2 estan presentes en otras dos proteinas en P.
aeruginosa, en dos Archaea y en 32 bacterias mas que incluyen rhizobia,
cyanobacteria, Streptomyces y varias especies patogenas. Parece probable que la
PPK1 en P. aeruginosa y en otros organismos que la tengan, funciona en el sentido de
la sintesis de polifosfato a partir de ATP mientras que la PPK2 funciona rompiendo
polifosfato para generar GTP a partir de GDP. Con base en esta idea, la aparicién de
esta enzima en la fase logaritmica tardia correlaciona con la necesidad del organismo
de GTP para la sintesis masiva de alginato, el exopolisacarido que forma una capa
mucoide alrededor del organismo. Este es un ejemplo de su utilizacién pero deben
existir_ otras funciones para esta enzima ya que existen otros organismos (como
Streptomyces) en los que esta enzima se encuentra presente y no asi el recubrimiento

mucoide. (Zhang y col.2002).

22



INTRODUCCION

TABLA 2. Caracteristicas de la PPK1 y PPK2 de P. aeruginosa en la sintesis
y utilizacion del polifosfato.* (Tomada de Zhang y col. 2002).

PPK1* PPK2
SINTESIS de Polifosfato
ATP o GTP Sélo ATP ATP o GTP
Metales Mg*" Mn**
Estimulacion por polifosfato | No Si
Vimax, Unidades/mg 2.1X10° 6.7X10°
Residuos de polifosfato como | 500-800 200-800
producto
UTILIZACION de Polifosfato
ADP/GDP 34 0.9
Tamano del polifosfato que|Largo Corto
predomina
Metales Mg** Mg**
Vmax, Unidades/mg 5.1X10° 5.0X10°

- & Sintesis/utilizacion

Tasa Viax 4.1 0.013

En muchas especies de bacterias como Rhodospirillum rubrum, Mycobacterium
tuberculosis y Vibrio cholerae, entre otras, se presentan tanto la PPK1 como la PPK2.
Otros organismos como H. pylori, E. coli, S. typhimurium y otras varias especies de
importancia médica, poseen unicamente PPK del tipo 1. Corynebacterium glutamicum,
Magnetococcus MC-1 y Plectonema boryanum presentan solo PPK2. Finalmente,
varias especies de Archaea, entre ellas Methanococcus jannashi y eucariotes como

Saccharomyces cerevisiae no presentan ninguna de las dos. (Zhang y col., 2002)
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La PPK es una enzima altamente conservada en muchas bacterias entre las
cuales se encuentran patogenos importantes (Fig. 4). Las cadenas de polifosfato
juegan un papel relevante en las respuestas bacterianas al estrés y a la deficiencia de
nutrientes, ademas de ser esenciales para la infeccion del hospedero y la virulencia de
los organismos patogenos. Por ejemplo, mutantes de Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium y Shigella flexneri, en las cuales se ha eliminado el gen de la
PPK, han demostrado que la enzima es esencial para la infeccion y virulencia de estos
patégenos (Rashid y Kornberg, 2000; Kim y col., 2002 y Rashid y col., 2000). La PPK
esta presente en bacterias pero no en eucariontes lo que plantea la posibilidad de
disefiar agentes antimicrobianos especificos para la PPK con mecanismos de accion -

que bloqueen su sobrevivencia y su virulencia (Zhu y col. 2003).
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I.3. Objetivo general.

Estudio de la Polifosfato Cinasa de Helicobacter pylori .

1.3.1. Objetivos particulares.

a) Clonar el gen de la Polifosfato Cinasa (PPK) de Helicobacter pylori a partir de
dos clonas obtenidas de la American Type Culture Collections (ATCC).

b) Sobreexpresar el gen de la PPK en E. coli

c) Purificar la enzima PPK.

d) Caracterizacion bioquimica parcial de la PPK.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Materiales.

Todos los reactivos quimicos empleados en este trabajo fueron del mas alto

grado de pureza disponible comercialmente.

Il.2Métodos.
I.2.1Cultivo de bacterias. Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este

trabajo fueron:

NM522 hsdA5,A[lac-pro], F', pro” Gough & Murray

lac 19ZAM15 (1983)
GHPBS08 (627754) pUC'® (Amp") ppk (BamH I-EcoR1)  ATCC
GHPBY79 (627845) pUC'® (Amp") ppk (BamH I-EcoR 1)  ATCC
BL21(DEj) pLysS (Cm')

Se crecieron en medio Luria Bertani (LB) liquido o sdlido, afiadiéndoles las
siguientes concentraciones de antibidticos dependiendo de las resistencia que

presentan: 100 pg/ml de Ampicilina (Amp) y 34 pg/ml de Cloranfenicol (Cm).

I.2.2 METODOLOGIA PARA LA SOBREEXPRESION DEL GEN DE LA PPK DE H.
pylori.
11.2.2.10btencion del gen de la PPK de H. pylori

Para la obtencion del gen de la PPK de H. pylori se compraron las clonas de E.
coli, 754 y la 845, que contenian al gen de la PPK fragmentado y para obtenerlo
completo se decididé amplificarlo por PCR. ‘
a) Disefio de Desoxioligonucleétidos para amplificar el gen de la PPK.

Para la sintesis de los desoxioligonucledtidos se escogieron las secuencias.
pertenecientes a la region amino y carboxilo de la proteina para obtener completa la
secuencia del gen de la PPK de H. pylori.

Desoxioligonucleétodo Sentido:
1342 5 TTGAATCGTTTCTTT AAC 3’ amino terminal de la PPK
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Desoxioligonucle6todo Antisentido:
1343 5 TTAAAAGGT TTTAAGGGC TTG 3'  carboxilo terminal de la PPK

b) Amplificaciéon por PCR del gen de la PPK..

Para la reaccion de PCR se mezclan los siguientes reactivos:

[Final]
ADN plasmidico de
clonas 754 y 845 100-200 ng
Oligo sentido 100 picomolas
Oligo antisentido 100 picomolas
MgCl, 3 mM
DNTPS 0.1 mM
Buffer Vent 10 X 1X
Vent ADN Polimerasa 1 unidad
H,O (aforar a 100 pl totales).

Una vez mezclados los componentes, la reaccion se lleva a cabo utilizando un

termociclador, sometiendo la mezcla a los siguientes ciclos:

98°C 5 min
55°C 2 min } 2 veces

76°C  2min

94° C 1 min

557 C 30 seg 25 veces
122C 1 min

94° C 1 min

55°C 1 min 2 veces
72°C 5 min

c) Purificacion del producto de PCR.
Una vez detectada la banda esperada se realiza una electroforesis preparativa en

un gel de agarosa de bajo punto de fusion 1% en amortiguador TAE a 70 V.
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Limpieza de la Banda.
Para purificar la banda se utilizé el método GENECLEAN II, de la siguiente manera:

A. Se corta la banda del gel de agarosa y se coloca en un microtubo de 1.5 ml.

B. Se agregan 3 voliumenes de solucién de Nal, se incuba la banda durante 5 min a
una temperatura de entre 45°C y 55°C para disolver la agarosa.

C. Se le afiaden 5 pl de la suspension de “glassmilk” (perlas de vidrio afines al ADN) y
se incuba a 4°C de 5 a 10 min.

D. Se centrifuga 5 sega 14,000 rpm en una microcentrifuga p ara b ajar el complejo
ADN-“glassmilk”.

E. El producto se lava tres veces con la solucion “New Wash” que contiene etanol.

F. Se eluye el ADN con el volumen deseado de H,O precalentada a 50°C.

d) Clonacion del producto de PCR.

Una vez que se tiene la banda de ADN correspondiente se procede a su clonacion
en un vector para posteriormente secuenciarla.

El producto de PCR se clon6 en el vector PCR™!II, utilizando el sistema de TA
cloning (Invitrogen). Este método se basa en la propiedad de la enzima Taq polimerasa
de poseer una actividad, templado independiente, de afiadir una sola desoxiadenosina
(A) a los extremos 3" de fragmentos de ADN de cadena doble, en este caso del
producto de PCR; el vector linearizado de este sistema tiene en los extremos 3" una
desoxitimdina (T), lo que permite que el producto de PCR se ligue con eficiencia al
vector.

Dado que en la reacciéon de amplificacion se utilizd Vent polimerasa en lugar de Taq
polimerasa y debido a que la primera no deja las colas de A, es necesario afiadir estos
extremos a nuestros productos purificados de PCR, para lo cual se llevan a cabo los
siguientes pasos:

A. Se colocan los ng de ADN a utilizar en microtubos, se incuban en hielo y

posteriormente se afiaden 0.7-1 unidades de Taq polimerasa por tubo.
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Los tubos se incuban a 72° C por 10 min.

La muestra se extrae inmediatamente con un volumen igual de fenol:cloroformo 1:1.
Se afiade 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volimenes de etanol al 100
%.

E. Se centrifugan las muestras a 14,000 rpm durante 5 min para precipitar el ADN.

Se retira el sobrenadante, la pastilla se lava con etanol al 80 % y se deja secar al

aire.

. La pastilla se resuspende en agua o en buffer TE, en el volumen deseado.

Una vez obtenido el producto de PCR con las colas de A se lleva a cabo la ligacion:

Se estima la cantidad del producto de PCR necesario para la ligacién con 50 ng de

vector PCRTMII, mediante la formula:

X ng de inserto = (Y pb del inserto)(50 ng de vector pCR™!II)
(pb del vector pCR™II: ~ 3900)

Utilizando la concentracion del producto de PCR previamente determinada, se
calcula el volumen necesario para la ligacion, la cual puede ser hecha con una
relgci()n 1:1, o bien una relacién 1:3 vector/ inserto.

Se incuba la reaccion de ligacién a 14°C por un minimo de 4 h, de preferencia toda
la noche.

Se transforma la ligacion en células competentes de E. coli NM522.

I1.2.2.2 Obtencidn de Células Competentes y Transformacion

A.

B.
C.
D.

Se crecen 5 ml de bacterias en un tubo de LB durante la noche.

Se inoculan 50 ml de LB en un matraz de 250 ml con 1 ml del cultivo anterior.

Se crece el cultivo a 37°C durante 2 h.

Se centrifuga 10 min a 4°C en centrifuga clinica y se resuspenden las células en 6

ml de CaCl, 100 mM estéril (manteniendo en hielo).
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E. Se incuban las células en hielo 45 min.

F. Se centrifugan en centrifuga clinica 10 min a 4°C a 1500 rpm y se resuspenden en
1.2 ml de CaCl; .

G. Seincuban las células en hielo 30 min.

H. Se le adiciona la ligacién a 100 pl de estas células y se dejan en hielo 30 min en
tubos de microcentrifuga.

I. Se les da un choque térmico incubandolas 45 seg a 42°C.

J. Seles afiade 1 ml de LB y se crecen las células 1 h a 37°C.

K. Centrifugar las células 3 min en una microcentrifuga a 15,000 rpm, se decanta el
sobrenadante y la pastila se resuspende en lo que quedé de medio
(aproximadamente de 50-100 pl).

L. Se plaguean las células en cajas LB, con: los antibidticos necesarios (las
resistencias del plasmido), 25 ul de Xgal (40 mg/ml) y 25 pl de IPTG 0.1 M.

11.2.2.3 Secuenciacion

Una vez determinada la presencia del inserto (que correspondia al gen completo de
la PPK) en la clona llamada NM522 pCR™II -PPKjq, se llevé a cabo la secuenciacion
completa d e e ste, utilizando |os desoxioligonucledtidos sentido y antisentido del fago
M13 y otros disefiados a partir de secuencias internas del gen de la PPK, con el objeto
de verificar la secuencia del gen en ambos sentidos. La secuenciacion se realizé en un
secuenciador automatico en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia

Celular.

1.2.2.4 Preparacion del gen para Sobreexpresarlo.

Para poder clonar el gen en el vector de sobreexpresion, se le afiadieron al
extremo amino el sitio de restriccién Xho | y al extremo carboxilo el sitio Nco |, por PCR,
para lo cual se disefiaron los siguientes:

Desoxioligonucleétodo Sentido:
2654 5 CAT GCCATG GCTTTGAATCGTTTCTTT AAC &
Nco |
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Desoxioligonucle6todo Antisentido:
2655 5 CCG CTC GAG AAAGGT TTT AAGGGC TTG 3’
Xho |

Los medios de reaccién y las condiciones de PCR fueron las mismas que yase
indicaron. El producto se purificé y se ligd en el vector de sobreexpresion pET-23d,
(Amp"), se transformé en células competentes de E. coli NM522 para asegurar aqui la
construccion del vector y secuenciar nuevamente al gen. Posteriormente se transformé
en las células para sobreexpresion, E. coli BL21(DE3) pLysS (Cm") y se seleccionaron
las clonas resistentes a Amp y Cm. Se hizo un analisis de restriccion del vector de las
clonas obtenidas para verificar la presencia del gen de la PPK y se escogid una,
denominandose BL21 pLys-pET23d-PPK.

11.2.2.5 Sobreexpresion de la PPK.

1. Se inoculan tubos con 5 ml de LB Amp (50 pg/ml) Cm (34 pg/ml) con la cepa BL21
pLys-pET23d-PPK y BL21 pLys-pET23d sin el gen de la PPK como control (ambos de
un cultivo en placa fresco) y se crecen a una Agg de 0.6-1.0 a 37°C a 250 rpm.

2. Dos mililitros de los cultivos anteriores se inoculan en un matraz de 250 ml con 50 ml
del mismo medio fresco y se crecen a una Agy de 0.55-0.6 a 37°C a 250 rpm

3. Se toma una alicuota de 1 ml de cada cultivo (Muestra sin inducir) y se guarda para
procesarla como se explicara mas adelante. Al resto de los cultivos se les afiade IPTG
a una concentracién final de 0.4 mM para inducir la expresion de la PPK y se incuban
los cultivos a 25°C en agitacion durante 6 h (se toman alicuotas de 1 ml cada hora),
finalmente se cosechan las células por centrifugacion del cultivo a 3,000 rpm y se
guarda la pastilla a —=70°C.

11.2.2.6 Procesamiento de las alicuotas tomadas de los Cultivos.

Una vez colectada la alicuota de los cultivos, se centrifuga a 14,000 rpm por un
min y el precipitado se resuspende en 50 pl 0 100 pl de Mezcla de Digestion para SDS-
PAGE, se calientan a 95°C por 5 min y se vuelven a centrifugar brevemente para bajar

la muestra. Asi se puede guardar a —-20°C hasta que se analicen en geles de
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acrilamida.

11.2.2.7 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Se llevé a cabo en presencia de SDS al 1% y B-mercaptoetanol al 10% como
describe Laemmli (1970). La concentracién de acrilamida fue de 4% para el gel
concentrador y de 10% para el resolvedor. Se utilizaron marcadores de color de peso

molecular de Sigma en el intervalo de 6,500 a 205,000 daltones

11.2.2.8 Inmunorréplica tipo Western Blott.

La transferencia de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa de 0.2
um se realizé en una camara de Transferencia semiseca TE 70 (Hoefer) aplicando 0.8
mA/cm?h por una hora.

1. La membrana con las proteinas transferidas se bloqued con una solucion de
TTBS conteniendo 5% de leche descremada durante 1 h con agitacion suave a
temperatura ambiente.

2. Se realizaron 3 lavados con TTBS, el primero por 15 min y dos lavados mas
de 10 min.

3. Se incubd con anticuerpo anti-His en una dilulcion 1:10,000 en TTBS a
temperatura ambiente durante 1 h.

4. Se realizaron 3 lavados mas como en el paso 2.

5. La membrana se revela con anticuerpos conjugados con peroxidasa de
rabano (ECL/Amersham). La reaccion de quimioluminisencia genera un tipo de
radiacion a la que una placa de fotografia es sensible.

6. Se expone la membrana en una placa fotogréafica Kodak.

TTBS para 1l TBS 10X para1l

TBS 10X 100ml Trizma base 2429

Tween20 1ml NaCl 292.0¢g
pH 7.5
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11.2.2.9 Obtencion de Fraccion Soluble y Fraccion Membranal de las Bacterias de
los Cultivos sobreexpresados para analisis por SDS-PAGE.

1. Se descongela la pastilla de cultivo precipitado y se resuspende en
aproximadamente 5 ml de NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM, H 8.0, se
le aflade 1 mM de PMSF y se sonica 3 veces por 45 seg., con descansos de 1 min en
un Sonicador Branson (Sonifier 250) a maxima potencia y enfriando en un bafio a 4°C.
Se centrifuga el sonicado a 7,000 rpm por 20 min.

2. El precipitado y el sobrenadante se tratan de manera diferente para obtener
las muestras correspondientes que se analizaran por electroforesis:

Sobrenadante: se toman 50 ul de sobrenadante, se afiaden 350 pul de H,0 , 400
ul de metanol al 100%, 100 pl de cloroformo y se agitan vigorosamente. A continuacién
se centrifugan por 5 min. a 14,000 rpm. Se quita el sobrenadante hasta 1 mm de la
interfase proteica y se afiaden 300 pl de metanol, se agita y se centrifuga de la misma
manera. E| sobrenadante se descarta y el precipitado se deja secar por 5 min. para
finalmente resuspenderlo en 20 pl de Mezcla de digestion.

Precipitado: Resuspender el precipitado en 1 ml de NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 5 mM, pH 8.0, se toman 10 pl y se afiaden 20 ul de Mezcla de digestion.
Cargar en el gel 5 ul de el precipitado o del sobrenadante asi tratados.

Mezcla de Digestién (2X): Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, 2-

mercaptdetanol 10% y azul de bromofenol 0.004 %.

I1.2.3 Purificacion de la PPK en condiciones nativas.

1. Se descongela la pastilla de cultivo precipitado y se resuspende en el amortiguador A
que contiene: NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM,pH 8.0 (5ml/gr de
pastilla), se le afilade 1 mM de PMSF y se sonica 3 veces por 45 seg, con descansos de
1 min en un Sonicador Branson (Sonifier 250) a méaxima potencia y enfriando en un
bafio a 4°C. Se centrifuga el sonicado a 7,000 rpm por 20 min.

2. Del sobrenadante obtenido se toman 5 mly se afiade 1ml de Resina Ni-NTA, se
agitan suavemente por 1 h a 4°C.

3. Se carga en una columna con la salida tapada. Se destapa la salida y se colecta el
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eluido ( E ).

4. Lava dos veces con 5 ml de amortiguador de lavado B: NaH,PO, 50 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 20 mM, pH 8.0 y colectar los lavados (7L y 2°L ).

5. Eluir las proteinas con 5 o 6 ml del amortiguador de elucion C: NaH,PO4 50 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM, pH 8.0 y se colectan fracciones de 500 pl.

6. Se determina actividad de PPK y se juntan las fracciones con actividad. Se dializan
toda la noche a 4°C en el siguiente amortiguador: NaH,PO4 50 mM, NaCl 50 mM, 0.1
mM EDTA, 0.5 mMDTE, 15 % glicerol, pH 7.0. Se puede concentrar |a muestra o
mantenerse diluida a -70°C.

11.2.4 Determinacién de Actividad de PPK.

Se utilizé el método reportado por Tinsley et al (1993) para medir la sintesis de
Polifosfatos por la PPK.

El medio de reaccién contiene Glicilglicina-KOH 40 mM pH 7.0, KH,PO; 10 mM
pH 7.0, MgCl, 10 mM, glicerol 15%, mas el sistema regenerador de ATP: ATP 1 mM
pH 8.5, Fosfoenol piruvato 6 mM y Piruvato cinasa 10 U/ml. El volumen final de la
reaccion es de 300 ul . La reacc:ién.se inicia afadiendo 5 pg de PPK obtenida de la
purificacién y se incuba por 30 min a 30 °C.
Precipitacion de Polifosfatos con CTAB.
1. Setermina la reaccion afiadiendo 80 pl de Reactivo de CTAB (Tris 0.5 M (pH 8.0),
EDTA 0.25 M, CTAB (bromuro de cetil-trimetilamonio) 2.5%, NaCl 0.5M y se espera 15
min.
2. Se centrifuga a 10,000 rpm por 3 min en la microfuga.
3. La pastilla se lava con 1ml de etanol con acetato de sodio 50 mM para eliminar al
detergente.
4. Se centrifuga a 10,000 rpm por 3 min y la pastilla se resuspende en 1 ml de agua
bidestilada.
5. Se toman 800 pl y se les afiaden 200 pl del Reactivo de azul de o-toluidina y se lee
la disminucién de |a absorbencia a 650 nm (el color es estable durante 60 min). Se

realiza una curva patrén con polifosfatos-65 (Poli-P-65) como estandar.
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Reactivo de azul de o-toluidina (Damle y Krishnan, 1954): azul de o-toluidina 30mg/mi

en acido acético 0.2 N.

I1.2.5 Determinacion de proteina. La proteina se determiné por el método de Bradford

(1976) usando albamina sérica bovina como estandar.

1.2.6 Calculo de las concentraciones reales del Complejo Mg-ATP y Mg?* libre en
los ensayos. Las concentraciones libres de iones metalicos, ligandos y complejos
metal-ligando se calcularon a través del programa de computo lones. Las constantes
de asociacion utilizadas (K,) se tomaron de la publicacién de Martell y Sillén (1971)
: Pi-Mg =2.91, PEP-Mg=2.26, ATP-Mg= 4.04
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION.

lll.1 Obtencion del gen de la Polifosfato cinasa (PPK) de Helicobacter pylori.

Poco después que en 1997, se publicé el genoma completo de Helicobacter
pylori (Tomb y col., 1997 ), la American Type Culture Collections (ATCC) empezd
a vender comercialmente los genes de H. pylori clonados en Escherichia coli. Por
esta razon se decidié comprar la clona con el gen de la PPK. Sin embargo, el gen
venia como dos fragmentos en dos clonas distintas de E. coli: la clona 627754 y la
clona 627845.

Regiones de pUC18 donde se encuentra el gen de la PPK

Eco RI

Clona
Bam HI 0.508 * 627845
—— o —— %
Inicio ppk _
A o138 < 0812
:’ LR ] }
Final ppk Clona
_IIIIIIIP 627754
1.382 0.138
Bam HI EcoRI

pb compartidas en las dos clonas de la secuencia de la PPK
=== Secuencia de la PPK no compartida

Para obtener el gen completo, se realizd una amplificacién por PCR,
utilizando los desoxioligonucleétidos 1342 y 1343 que corresponden al extremo
amino y carboxilo terminales, respectivamente, de la proteina. De esta manera se
obtuvo un fragmento de 2027 pb, correspondiente al tamafio del gen completo de
la PPK. Este fragmento se purifico y se ligé en el vector especial para fragmentos

de PCR, pCR™i, posteriormente se transformé en E. coli NM522 y se
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seleccionaron las clonas resistentes a Amp. Una de las transformantes se eligio
para corroborar, mediante analisis de restricciéon y secuenciacion completa, que se
trataba del gen competo de la enzima. Esta clona se denomind: NM522 pCR™|| -
ppkio (Fig. 5). Finalmente, se determind por el andlisis de restriccion la direccion
en la que estaba el gen en el vector.

R lac C=_H-pylori_ppk ™ jac z

2027 pb

Fig.5 Vector pCR™II -ppkio

1.2 Sobreexpresion de la Polifosfato Cinasa.

Existen diversos vectores comerciales para la expresion de proteinas, en
este trabajo se eligié al vector pET-23d debido a que, ademas de haberse utilizado
ampliamente con buenos resultados, resulté el mas conveniente por el tipo de

sitios de restriccidon que presenta y porque permite la produccién de una proteina
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de fusion con una cola de histidinas en la parte carboxilica, que se utiliza para la

purificacion de la proteina.

I11.2.1 Construccion del plasmido de sobreexpresion.

Para lograr la clonacion del gen en una direccion precisa dentro del vector
pET-23d, se disefiaron dos nuevos desoxioligonucledtidos del extremo amino y
carboxilo terminal de la proteina pero anadiendo los sitios de restriccion Xho | y
Ncol, respectivamente (desoxioligonucleétidos No. 2654 y 2655). Utilizando estos
desoxioligonucledtidos y ADN plasmidico de la clona NM522 pCR™II-PPK," se
amplifico por PCR un fragmento que contenia al gen flanqueado con los sitios de
restriccion ya indicados. Este fragmento se purificé y se ligd en el vector pET-23d,
(Amp"), dando origen a la construccion pET-23d-PPK. A continuacion se
transform6 en células competentes de E. coli NM522 para asegurar aqui la
construccion del vector. Posteriormente se transformé en las células para
sobreexpresién, E. coli BL21(DE3) pLysS (Cm'") y se seleccionaron las clonas
resistentes a Amp y Cm. Se hizo un andlisis de restriccion del vector de las clonas
obtenidas para verificar la presencia del gen de la PPK y se escogié una,
denominandose BL21 pLys-pET23d-PPK.

l11.2.2 Sobreexpresion de la PPK en E. coli.

La sobreexpresion de la PPK se llevo a cabo en primera instancia a baja
escala 'y "en las condiciones sugeridas por el proveedor del sistema utilizado
(Materiales y Métodos) las cuales fueron induccién con 0.4 mM de IPTG a 37°C.
Bajo esas condiciones las células expresaron una proteina que, en geles de SDS-
PAGE (Fig. 6 A), migré en un peso arriba del marcador de 66 kDa y se identifico
como la PPK debido a que al transferir el gel a una membrana de nitrocelulosa y
realizar un inmunoblot con anticuerpos anti-His, es decir que detectan las colas de
His adicionadas a la proteina, la aﬁtorradiografia correspondiente reveld a dicha
banda. Esta banda no se detecté en los controles de células transformadas con el
plasmido sin el gen de la PPK e inducidas de la misma manera (datos no

mostrados). Asi mismo, se observé que la expresion de la PPK es dependiente
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del tiempo de induccion, ya que al tiempo 0 (antes de la adicion de IPTG) no se
observa banda en la autorradiografia y alcanza su maximo de expresion alrededor
de las 3 h después de afadir el inductor, manteniéndose asi hasta las 5 h en que
fue tomada la Gltima muestra de cultivo (Fig. 6 B). Hay que hacer notar que el nivel

de expresion de la proteina no es muy elevado, ain en su maximo.

A B
thy 0 1 2 3 45

kDa

160 _,

66.0 _, — G WD g
450 — P S IS

20.0 —> i ‘!

BEREE

142 —> @ .- £= 2o St MR
6.5 b e i —a b Sl

Fig. 6. A. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de las
muestras tomadas a diferentes tiempos de los cultivos sobreexpresados. Gel al 10% tefiido
con azul de coomassie. Las muestras se procesaron como se indica en Materiales y Métodos. En
el primer carrii se presentan los marcadores de peso molecular. B. Autorradiografia de la
inmunorreplica tipo Western de un gel corrido en paralelo a A.

El gen de la PPK predice una proteina de 80 kDa, por lo que podria
pensarse que hay una discrepancia con la masa molecular observada en los geles
de SDS-PAGE, sin embargo, esto ya ha sido reportado para la PPK de E. coli
(Akiyama y col., 1992) y se ha atribuido a la naturaleza anfipatica de la proteina y
sucede frecuentemente en proteinas de membrana.

Para ubicar la localizacion de la proteina expresada, se lisaron vy
centrifugaron a las células del cultivo de 4 h como se indica en Materiales y
Métodos, obteniéndose una fraccién soluble y una de precipitado. Se corrié un gel
SDS-PAGE con estas fracciones observandose claramente que la proteina
expresada se localiza principalmente en el precipitado y en la fraccion soluble
practicamente no se detecta (Fig. 7). Esto quiere decir que la mayor parte de la

PPK se localiza asociada a las membranas o bien formando parte de granulos de
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inclusion, muchas proteinas cuando son sobreexpresadas a altos niveles, forman

estos granulos de inclusion ya que no son toleradas bien por las células.

Mt to pp sol M tn t pp sol

1 - S —

o

B . s

kg

Fig. 7. Localizacion de la PPK en las células sobreexpresadas . A. Gel SDS-PAGE al
10% tefido con azul de coomassie. Las muestras se procesaron como se indica en Materiales y

Métodos to: muestra del cultivo antes de la sobreexpresién; tsn: muestra del cultivo a las 4 h de
inducida la sobreexpresion; pp: fraccion precipitada; sol: fraccion soluble. En el primer carril se
presentan los marcadores de peso molecular . B. Autorradiografia de la inmunorreplica tipo
Western de un gel corrido en paralelo a A.

Para lograr una buena purificacion en condiciones nativas, de las proteinas
sobreexpresadas, es necesario que la proteina este soluble, por tal razéon se traté
de variar las condiciones de sobreexpresion y de lisis de las células para tratar de
obtener mayores cantidades de enzima en la fracciéon soluble. Las condiciones
variadas fueron las siguientes:

'I_'er_nperatura: 25°C, 30°C y 37°C

Concentraciéon de IPTG: 0.4 mMy 0.7 mM

Amortiguador utilizado para la Lisis:

Tris-HCI 50 mM, pH 8.0

Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, EDTA 1mM, Imidazol 5 mM, NaCl 300 mM
NaH,PO4 50 mM, pH 8.0, Imidazol 5 mM

NaH;PO, 50 mM, pH 8.0, Imidazol 5 mM, NaCl 300 mM

NaH,PO4 50 mM, pH 8.0, Imidazol 5 mM, EDTA 1 mM.

NaH,PO,4 50 mM, pH 8.0, Imidazol 5 mM, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM.

L
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La eleccién de los componentes de estos amortiguadores se realizd con
base en la asociacion de la PPK con la membrana, Akiyama y col. (1992) han
demostrado que la enzima puede disociarse de la membrana por tratamiento con
altas concentraciones de sales o quelantes de cationes divalentes.

En ninguna condicién de las probadas se logré incrementar la cantidad de
proteina sobreexpresada, sin embargo, a 25°C, IPTG 0.4 mM y en el amortiguador
No. 4, se logré detectar una sefial débil pero consistente, en la autorradiografia de
la fraccion soluble de los cultivos sobreexpresados en dichas condiciones(datos no
mostrados). A pesar de que era poca la cantidad de enzima detectada, se intentd

llevar a cabo la purificacion de la enzima.

111.2.3 Purificacién parcial de la PPK.

La purificaciéon de la PPK se llevd a cabo como se indica en la seccion de
Materiales y Métodos a partir de la fraccion soluble de los cultivos
sobreexpresados de la manera que se especificé en la seccidn anterior.

El gel de la Fig. 8 presenta todas las etapas del proceso de purificacion,
observandose que desde que se aplica el amortiguador de elusién C (con 250 mM
de Imidazol) la PPK empieza a salir de la columna de Ni-NTA y en la fraccion VI
decrece considerablemente la cantidad de enzima eluida, por tal razon se
colectaron las fracciones / a V, se juntaron, concentraron y dializaron 12 h contra
un amortiguador con 50 mM NaH.PO,; pH 7.0, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.5
mM D TE;15% de glicerol y fueron las que se utilizaron para la caracterizacion
bioquimica de la enzima.

En la Fig 9, se muestra la identificacion por autorradiografia del proceso de
purificacion de la PPK. Es claro que, aunque la mayor parte de la PPK esta en la
fraccion precipitada, se pudo obtener de la fraccion soluble una cantidad suficiente

para cargar la columna de Ni-His y purificar la enzima.
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M S Sol pp E 1L 2°L 1 I M moIiv v Vi VIV IX X

—— [

Fig. 8. Etapas de purificacion de la PPK sobreexpresada . Gel SDS-PAGE al 10%
tefido con azul de coomassie. Las muestras se procesaron como se indica en Materiales y
Métodos. M: marcadores de peso molecular; S: cultivo sobreexpresado y sonicado; Sol: fraccion
soluble del cultivo sonicado; pp: fraccion precipitada del cultivo sonicado; E:Eluido de la columna
con amortiguador A (5 mM Imidazol); 1% Ly 2°L :Primero y Segundo lavado de la columna con
amortiguador B (20 mM Imidazol); /- X: Fracciones eluidas de la columna con amortiguador C (250
mM Imidazol) .

A B

M S pp Sol E 1L 2°L C ty, M S pp Sol E 1L 2°L C t4
3 Www—-.--w"-" =3 _ : 5

Fig. 9. Identificacion de la PPK en las diferentes etapas de purificacién. A. Gel SDS-
PAGE al 10% tefido con azul de coomassie. Las muestras se procesaron como se indica en
Materiales y Métodos. M: marcadores de peso molecular; S: cultivo sobreexpresado y sonicado;
Sol: fraccion soluble del cultivo sonicado; pp: fraccién precipitada del cultivo sonicado; E:Eluido de
la columna con amortiguador A (5 mM Imidazol); 1%Ly 2°L :Primero y Segundo lavado de la
columna con amortiguador B (20 mM Imidazol); C: fracciones /-V concentradas; t45: muestra del
cultivo a las 4 h de inducida la sobreexpresion . B. Autorradiografia de la inmunorréplica tipo
Western de un gel corrido en paralelo a A.
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La purificaciéon fue de alrededor de unas 40 veces con solo tres pasos,
logrando una actividad especifica de 17.1 pmoles de poliP min™ ug prot. (Tabla

3). La enzima purificada de esta manera es estable a —80°C por al menos 5

meses)
TABLA 3. Purificacion de la PPK de H. pylori.
Fraccion Vol total Prot. Total A.E. Veces de
(ml) (mg) purificacion

Sonicado 30.0 146. 7 0. 435 1
Fracc. soluble 30.0 86.1 8. 62 19.8
Cromatografia
Agarosa Ni-NTA 8.8 3.0 17:1 39.3

A.E. = pmol Poli-P/min/ug Prot.

La actividad obtenida es baja si la comparamos con las actividades
obtenidas de otras PPKs. Las actividades especificas reportadas van desde las
11,000 pmoles de PoliP min™ ug prot. = para Acinetobacter (Trelstad, y col.,1999)
y Neisseria meningidits (Tinsley y col.,1993) hasta 150 pmoles de PoliP min™ pg
prot. ' para E.coli K-12 (Li y Brown, 1973) ). Debido a que no existen muchas
PPKs p'uﬁficadas es dificil establecer cual es la trascendencia en esta diferencia
en los valores de actividades en las diferentes bacterias. Los valores obtenidos de
la actividad de Acinetobacter, son los de una enzima sobreexpresada y se ha
reportado que la actividad especifica de esta enzima varia hasta 10 veces de
acuerdo a la cantidad de Pi en el medio y esta en relacién a la cantidad de
polifosfato (Trelstad, y col.,1999). También se ha reportado que algunas PPKs
purificadas requieren, para expresar el maximo de su velocidad de proteinas
basicas o histonas (Li y Brown, 1973; Levinson y col. 1975).

Por otra parte, hay que tomar en cuenta que la enzima de H. pylori fue

obtenida de la fraccion soluble de las bacterias y la mayor cantidad permanece en
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la fraccion precipitada, por lo que puede existir la posibilidad de que la PPK que se
purifico este en algin estado que no le permita tener mayor actividad, esta
posibilidad no fue explorada mas en este trabajo y queda para futura investigacion.
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1.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA.

11l.3.1 Especificidad de Sustrato. La PPK parcialmente pura obtenida de
la cromatografia de afinidad es altamente especifica para el sustrato ATP-Mg. La
enzima no es capaz de sintetizar polifosfato con otros sustratos tan eficientemente
como el ATP, en el mejor de los casos, la sintesis de polifosfato a partir de GTP-
Mg fue del 10% de la obtenida con ATP (Tabla 4). Estos resultados concuerdan
con la especificidad reportada para E. coli (Kornberg y col., 1999), sin embargo, en
el caso de N. meningiditis, s6lo se ha visto que utiliza ATP, pero no GTP u otros
trinucléotidos (Tinsley y col.,1993).

TABLA 4. Especificidad de Sustrato

Sustrato Actividad Especifica %

ATP 9.70 100.0
ITP 0.11 1.1
GTP 0.96 9.9
PPi 0.56 5.8

El medio contiene Glicilglicina 40 mM pH 7.0, KH,PO4 10 mM, MgCl, 10 mM, Glicerol 15 %, PEP 3
mM, Piruvato cinasa 10 U/ml y ATP, ITP, GTP o PPi a concentracién de 1 mM. La reaccién se lleva
a cabo a 30°C por 30 min.

Hay que hacer la aclaracién que en el ensayo se utiliza un sistema
regenerador de ATP para mantener constante la concentracion de ATP, ya que
como sabemos el ADP, producto de la reaccion de sintesis es inhibidor. La enzima
encargada de hacer este sistema regenerador es la piruvato cinasa y es capaz de
utilizar casi con la misma afinidad ITP o GTP, por lo que podemos estar seguros
que en este ensayo se mantuvo constante la concentracion de estos nucleétidos
trifosfato, para el caso del PPi, no se sabe si esta enzima pueda usarlo como

sustrato, por lo que no se puede concluir nada de el valor obtenido.
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l11.3.2 Efecto de la Cantidad de PPK en la Sintesis de Polifosfato. En la Fig. 10,
se muestra como la sintesis de polifosfato depende de la cantidad de enzima
anadida. Con 2.5 y 5 pg de proteina la curva es sigmoidal, pero con 7.5 ug la
curva parece perder esa forma, sin embargo, no se exploraron tiempos
intermedios entre 0 y 5 min, por lo que no se puede descartar que a esta ultima
concentraciéon de enzima también la curva sea sigmoide. Esta sigmoidicidad
podria indicar que se requiere un tiempo de preparacion para iniciar la sintesis de

polifosfato, al menos en las condiciones utilizadas en estos experimentos.

Curva de Tiempo
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Fig. 10. Efecto de la cantidad de proteina en el curso temporal de la Sintesis de Polifosfato
por la PPK de H. pylori. Las condiciones del ensayo son Glicilglicina 40 mM pH 7.0, KH,PO4 10
mM, MgCl, 10 mM, Glicerol 15 %, ATP 1.0 mM, PEP 3 mM, Piruvato cinasa 10 U/ml, variando las
concentraciones de enzima como se indica.
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l11.3.3 Efecto del pH sobre la Actividad de Sintesis de Polifosfatos. La Fig 11
muestra que el pH optimo para la sintesis de polifosfatos por la PPK
sobreexpresada de H. pylori es de 7.5. A pH de 5.0, la actividad es baja y arriba de
pH 8.5 no fue posible seguir midiendo la actividad debido a que el medio de
reaccion se precipitaba. Utilizando otros sistemas de amortiguadores (MES,
MOPS, AMPSO Y CAPS), en sus respectivos intervalos de capacidad
amortiguadora, los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos en la Fig.
11 en que se utiliz6 Tris-maleato. Este éptimo es similar al de la PPK de E. coli
((Ahn y Kornberg, 1990) y de C. xerosis (Muhammed, 1961), sin embargo, el pH
6ptimo de la PPK de Acinetobacter sp. es un poco mas amplio (entre 7 y 8)
(Trelstad y col.,, 1999) y en el caso de las enzimas de N. meningiditis y A.
atrocyaneus el pH 6ptimo es ligeramente mas bajo, entre 6.0 y 7.0 (Tinsley y
col.,1993).

Fig. 11. Curva de pH de la PPK de H. pylori. Las condiciones del ensayo son Tris-maleato 40
mM a los pHs indicados, KH,PO4 10 mM, MgCl, 10 mM, Glicerol 15 %, ATP 1.0 mM, PEP 3 mM y
Piruvato cinasa 10 U/ml . La reaccion se lleva a cabo a 30°C por 30 min.
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lll.3.4 Efecto de la Temperatura sobre la Sintesis de Polifosfato. La actividad
de la PPK depende de la temperatura con un 6ptimo entre los 35 y 40°C (Fig. 12).
A temperaturas mas altas de 40°C no se pudo realizar el ensayo debido a
precipitacion en el medio. Este 6ptimo es comparable con el que presenta la PPK
de Acinetobacter sp. (Trelstad y col., 1999).
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Fig. 12. Efecto de la Temperatura en la Sintesis de Polifosfato por la PPK de H. pylori. Las
condiciones del ensayo son Glicilglicina 40 mM pH 7.0, KH,PO4 10 mM, MgCl, 10 mM, Glicerol 15
%, ATP 1.0 mM, PEP 3 mM y Piruvato cinasa 10 U/ml a las temperaturas indicadas. La reacci6n se
lleva a cabo a 30°C por 30 min.

l11.3.5 Cinética de la Sintesis de Polifosfato. La velocidad de la reacciéon a
diferentes concentraciones del sustrato ATP-Mg sigue una cinética de Michaelis-
Menten (Fig 13 A). La grafica de Lineweaver-Burk (Fig. 13 B), mostré una Kn,
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aparente de 1.6 mM y una Vpma de 28 pmol de poliP min™ ug Prot ~'. Estos
parametros cinéticos se obtuvieron de las velocidades iniciales de reaccion a pH
7.0. Se grafico la velocidad contra los valores calculados del complejo
equimolecular Mg-ATP. La concentracién de Mg*? libre varié en el experimento
desde 6.5 mM para la concentracion de Mg-ATP de 0.25 mM hasta 4.0 mM para la
concentracion de Mg-ATP de 3.5 mM. _

La cinética del tipo michaeliano que mostré la PPK de H. pylori es
semejante a la de la PPK de E. coli, sin embargo, la de las enzimas de
Acinetobacter sp. cepa ADP1 y la de N. meningiditis no se ajustan al modelo de
Michaelis-Menten, sino a una cinética sigmoidal. No obstante, los valores de Ky
reportados (extrapolados para el caso de las enzimas de Acinetobacter-sp. cepa

ADP1y N. meningiditis) son similares para las cuatro enzimas (Tabla 5).

TABLA 5. Valores de K, Reportadas para PPKs de Bacterias.

Organismo Km (mM) Referencia

H. pylori 1.6 este trabajo

N. meningiditis 1.5 Tinsley y col.,1993
Acinetobacter sp 1.0 Trelstad y col.,1999
E. coli 2.0 Kornberg y col.,1956

E. coli 14 Li y Brown, 1973

49




RESULTADOS Y DISCUSION

>
N N
o (8}

- -
o 18)

pmol Poli-P min™ pg Prot”
(8]

0 1 | | |
0 1 2 3 4 5
[Mg-ATP] mM

0.16 =

0.12 4 @

1V

- 0.08

0.04 +

o

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

1/Mg-ATP

Fig. 13. A. Cinética de la PPK. El medio contiene Glicilglicina 40 mM pH 7.0, Pi K 12.5 mM, MgCl,
10 mM, Glicerol 15 %, ATP 0.25 a 3.5 mM, PEP 3 mM y Piruvato cinasa 10 U/ml. En el eje de las
abscisas se grafica la concentracion calculada del complejo Mg-ATP (ver Materiales y Métodos). B.
Grafica de Lineweaver-Burk de los datos de A.
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Hay muchas preguntas que quedan por contestar acerca de la estructura, y
del mecanismo de la PPK de H. pylori y en general de las PPKs. De las PPKs que
se han estudiado, la mayor parte solamente han sido parcialmente purificadas y no
se ha generado suficiente informacion para llegar a conclusiones concernientes a
su estructura y funcion. Como por ejemplo, la localizacion de la enzima, se sabe
que esta adherida la membrana por interacciones débiles, pero no se conoce con
exactitud el tipo de interacciones ionicas que la hacen interactuar con la
membrana. Por otra parte no ha sido esclarecida su dependencia a fosfato o
polifosfato y si se requiere de una cadena corta de polifosfato como cebador o
“primer”, para iniciar la sintesis de las cadenas de polifosfato. Tampoco se ha
estudiado a fondo su dependencia a cationes divalentes, asi como las condiciones
en las que puede usar otros donadores de grupos fosforilo ademas del ATP. Por
otra parte, falta por definir su papel para mantener las concentraciones de fosfato
intracelular en respuesta a los cambios extracelulares.

En cuanto a la PPK de H. pylori, la estructura cuaternaria funcional, no se
estudié en este trabajo y queda aun por definir, se sabe que la PPK de E. coli,
funciona como tetramero (Ahn y Kornberg, 1990), pero las PPKs de Acinetobacter
y P. shermanii funcionan aparentemente como monémeros (Trelsted y col., 1999;
Robinson y col., 1987).

Acerca de la dependencia de la enzima de H. pylori a Mg?*, es claro que la
PPK requiere Mg?* como cofactor del ATP, sin embargo, en este trabajo se tratd
de explorar esta dependencia con detalle y no se logré establecer. La PPK de E.
coli, N. meningiditis y de Acinetobacter tienen un maximo de actividad de sintesis
de polifosfato en un intervalo de concentracién de Mg®* que va de 5-10 mM y a
concentraciones menores de 1 mM su actividad es baja o nula (Ahn y Kornberg
1990; Tinsley y col., 1993; Trelstad y col.,1999).
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IV. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

7)

8)

El analisis de restriccion y secuenciacion completa confirmé que el gen
obtenido mediante PCR corresponde efectivamente al gen de la Polifosfato

cinasa (ppk) de Helicobacter pylori.

La expresion de la PPK de H. pylori en Escherichia coli es dependiente del
tiempo de induccién y alcanza su maximo alrededor de las 3h despues de
anadir al inductor.

El nivel de expresion de la proteina no fue muy elevado, ain en su maximo.

Lamayor parte de |la PPK se |localiza asociada a |as membranas o bien

formando parte de granulos de inclusion.

Aunque la PPK se encuentra de manera importante en el precipitado, se
pudo obtener de la fraccion soluble una cantidad suficiente para purificar la
enzima.

La purificacion fue alrededor de unas 40 veces con solo tres pasos.

La actividad especifica de la enzima fue de 17.1 pmoles de poliP min™ g

prot. ', actividad baja en comparacién con las actividades de otras PPKs.

La PPK parcialmente pura obtenida es altamente especifica para el
sustrato ATP-Mg.

La sintesis de polifosfato depende de la cantidad de enzima afiadida, tiene

un pH éptimo de 7.5 y su temperatura éptima esta entre los 35 y 40 °C.

10)La PPK de H. pylori muestra una cinética del tipo michaeliano con una Kn,

aparente de 1.6 mM y una Vmax de 28 pmol de poliP min™'ug Prot ~".
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