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RESUMEN

La enolasa es una enzima que participa en la via clasica de la glucdlisis de las
células; esta enzima cataliza la conversion de 2-fosfo-D-glicerato en fosfoenolpiruvato.
La enolasa es una enzima altamente conservada en todos los organismos, desde bacterias
hasta humanos, lo que es un indicio de su importancia en las células. Aunado a esto, en
la ultima década, se han descrito nuevas funciones para esta enzima, lo que ha llevado a
que sea considerada como una proteina “moonlighting”, con mas de una funcion.
Helicobacter pylori es un patégeno humano comin que causa enfermedades gastricas,
incluso céncer géstrico, sin embargo, la funcion de la enolasa de H. pylori (hpENO) no
ha sido descrita en lo absoluto. En el presente proyecto se llevd a cabo un analisis de
secuencia, estructural y bioquimico de la hpENO. El analisis de la secuencia de la
hpENO; muestra la conservacién de los sitios importantes para la catalisis (sitio activo,
sitio de union del substrato y sitios de union del cofactor), indicando que la hpEno
deberia ser capaz de llevar a cabo su funcion glucolitica. La enzima recombinante
hpENO se sobreexpresd en E. coli Rosetta-gami y se purificd a partir de cuerpos de
inclusion. En el andlisis de estructura secundaria y terciaria de la hpENO los resultados
(espectros de DC-UV lejano y de fluorescencia, obtenidos en tres soluciones buffer
distintas: tris-acetatos, tris-HCI y fosfato de postasio, cada uno complementando)
exponen algunas sutiles diferencias en las lecturas de Ourw Yy de intensidad de
fluorescencia respectivamente de la apo y holo-hpENO en los tres tampones; sin
embargo, en general podemos indicar que la hpENO reveld espectros caracteristicos de
una proteina plegada (con estructura secundaria y terciaria), similares a los espectros
reportados para las enolasa de otras especies. Asimismo, la hpENO mostré diferentes
perfiles de desplegamiento térmico y de efecto estabilizador de su cofactor propios de
cada tampdn. Adicionalmente, estudiamos la cinética de la reaccion de desplegamiento y
calculamos la entalpia de activacion para la hpENO. En la comparacion de la hpENO
con las enolasa de otras especies, la hpENO muestra caracteristicas similares de

estructura  secundaria y terciaria, asi como de la reaccibn de
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plegamiento/desplegamiento. Particularmente la entalpia de activacién asociada con la
reaccion de desplegamiento térmico, cuyo valor para la hpENO fue muy similar a la de
la enolasa de levadura, lo que sugiere que estas comparten un camino de plegamiento
similar y estabilidad cinética. Sin embargo, aun bajo un gran nimero de condiciones
experimentales evaluadas, la actividad enzimatica de hpENO no pudo detectarse, lo que
implica que esta proteina no tiene una funcion glucolitica en H. pylori. Este hallazgo es
consistente con los experimentos previos sobre la oxidacion de la glucosa a través de la
via Entner-Doudoroff y la ausencia en el genoma de un conjunto de enzimas necesarias

para la glucdlisis. Los resultados revelan nuevas caracteristicas de hpENO.
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ABSTRACT

Enolase, which catalyses the conversion of 2-phospho-D-glycerate to
phosphoenolpyruvate, is an important enzyme in the classic glycolysis pathway in cells.
Enolase is highly conserved in organisms from bacteria to humans, indicating its
importance in cells. Thus, enolase is a good target for developing new drugs. In the last
decade, new functions of this enzyme have been found. Helicobacter pylori is a common
human pathogen that causes gastric diseases, even gastric cancer. In this study, the
sequence of H. pylori enolase (hpENO) was analysed; the conservation (at least partial)
of binding sites for cofactor, plasminogen and host extracellular RNA, as well as
catalytic site indicate that HpEno should be capable of performing the functions.
Recombinant hpENO was overexpressed and purified from E. coli. Compared to the
enolases from other species, hpENO had similar characteristics for its secondary
structure. The temperature-induced profiles indicate that hpENO is quite stable to
temperature, compared to other homologs. Regarding the kinetics of the unfolding
reaction, we found that the activation enthalpy associated with the thermal unfolding
reaction, is equivalent to the reported activation enthalpy for yeast enolase, indicating a
similar scaffold and kinetic stability. Although a wide range of experimental conditions
were assayed, no any enzymatic activity of hpENO was detected. This finding is
consistent with previous experiments on the oxidation of glucose through the Entner-
Doudoroff pathway and the absence in the genome of a set of enzymes necessary for
glycolysis, which implies that this protein does not have a glycolytic function in H.
pylori cell. To prove the lack of activity, still a much wider range of experiments should
be carried out. The results reveal new characteristics of hpENO and shed new light on

the function of proteins in bacteria with a reduced genome.
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1. INTRODUCCION

1.1. Género Helicobacter

El nombre del género Helicobacter deriva del griego hélix que significa “espiral”
(Stephen LW On et al. 2005). Este género fue establecido en 1989 después de una
reclasificacion de bacilos Gram-negativos que pertenecian al Género Campylobacter,
esta re-organizacion fue realizada debido multiples diferencias morfoldgicas,
bioguimicas y genéticas presentadas por estos bacilos. Sin embargo, no todas las
especies del nuevo género Helicobacter provenian del género Campylobacter, muchas

de ellas fueron especies recientemente descubiertas (Owen 1998).

El género Helicobacter esta formado por un grupo de organismos que colonizan
la mucosa gastrointestinal de los seres humanos y una variedad de especies animales.
Las ultimas revisiones de taxonomia del género Helicobacter enumeran 22 especies
validadas para este género; 6 especies aisladas de tejido gastrico y 16 especies
enterohepaticas. Asi mismo presentan una creciente lista de cepas candidatas aun no
validadas (Solnick et al. 2006; Solnick and Vandamme 2001). El Cuadro 1 muestra las
especies validadas del género Helicobacter. Sin embargo, a la fecha la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) muestra alrededor de 50

especies para el género Helicobacter.

Las bacterias pertenecientes al género Helicobacter comparten ciertas
caracteristicas bioquimicas y morfolégicas entre las que podemos destacar las siguiente;
son bacterias Gram-negativas, no formadoras de esporas, poseen una morfologia celular
curva, espiral, o fusiforme, tienen un diametro que va de 0.2 a 1.2 um y un tamafio de

1.5a10.0 um (Dewhirst et al. 2000).

El género Helicobacter agrupa especies bacterianas que infectan el moco
superficial, el cual recubre los epitelios del tracto gastrointestinal de humanos y
animales, como H. felis, H. acinonychis y H, pylori (Solnick and Vandamme 2001). Esta
ultima es la especie mas estudiada del género Helicobacter esto debido a su predileccion
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por infectar el tracto gastrointestinal de humanos y su correlacion con el desarrollo de
diferentes enfermedades del tracto gastrointestinal.

Cuadro 1. Especies del género Helicobacter.

No. de acceso de

GenBank Referencia

Hospedero

Helicobacter de tejido gastrico

H. acinonychis Leopardo ATCC 51101 M88148 Eaton et al., 1993

H. bizzozeronii Perro CCUG 35545 Y09404 Hanninen et al., 1996

H. felis Gato, perro ATCC 49179 M37642 Paster et al., 1991

H. mustelae Hurén ATCC 43772 M35048 Fox et al., 1988, Goodwin

etal., 1989

H. pylori Humano, ATCC 43505 M88157 Goodwin et al., 1989
macaco

H. salomonis Perro CCUG 37845 U89351 Jalava et al., 1997

Helicobacter enterohepatico

H. aurati Hamster ATCC BAA-1 AF297868 Patterson et al., 2000

H. bilis Raton, perroy ~ ATCC 51630 U18766 Fox et al., 1995
humano

H. Canadensis Humano ATCC 700968 AF262037 Fox et al., 2000

H. canis Perroy ATCC 51401 L13464 Stanley et al., 1993
humano

H. cholecystus Hamster ATCC 700242 U46129 Franklin et al., 1996

H. cinaedi Humano, CCUG 18818 M88150 Totten et al., 1985
rr;]é(;?%ter y Vandamme et al., 1991

H. fennelliae Humano ATCC 35684 M88154 Totten et al., 1985

Vandamme et al., 1991

H. ganmani Ratén CCUG 43526 AF000221 Robertson et al., 2001

H. hepaticus Raton ATCC 51448 u07574 Fox et al., 1994

H. Hamster ATCC 700932 AF072471 Simmons et al., 2000

mesocricetorum

H. muridarum Raton y rata ATCC 49282 M80205 Lee et al., 1992

H. pametensis Pajaro y cerdo  ATCC 51478 M88147 Dewhirst et al., 1994

H. pullorum Polloy ATCC 51801 L36141 Stanley et al., 1994
humano

H. rodentium Ratén ATCC 700285 U96296 Shen et al., 1997

H. trogontum Rata ATCC 700114 U65103 Mendes et al., 1996

H. typhlonius Ratén MU96-1 AF061104 Fox et al., 1999, Franklin et

al., 1999

Tomado de Solnick et al., 2006 (Solnick et al. 2006)
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1.2 Helicobacter pylori

En 1983 Barry James Marshall y John Robin Warren describen a H. pylori y
relacionan su infeccion con el desarrollo de Ulceras por primera vez. Esta publicacién
fue muy controvertida, pero, finalmente aceptada una vez que se logré el aislamiento de
la bacteria y se demostr6 que dicho microorganismo cumplia los postulados de Koch, ya
que al ser ingerido se provocaba una gastritis (Marshall and Warren 1984; Warren and
Marshall 1983).

En un inicio Marshall sugiere el nombre formal de Campylobacter pyloridis para
esta bacteria (Marshall et al. 1987), sin embargo, en 1987 después de una correccién
gramatical cambian el nombre a Campylobacter pylori apareciendo asi en las posteriores
publicaciones cientificas. Estudios posteriores de secuenciacion de la region 16S del
RNA ribosémico demostraron que la especie conocida como Campylobacter pylori era
distinta de las especies de Campylobacter descritas hasta entonces, por lo que en 1989 se
adopté el nuevo género denominacion de Helicobacter, pasando a denominarse
Helicobacter pylori (Luning 1989).

1.2.1 Morfologia

Helicobacter pylori es una bacteria fastidiosa, Gram-negativa y microaerofilica,
esta bacteria se caracteriza por su morfologia curvada en forma de S. Su longitud oscila
entre 2.5 a5 um y su diametro es de alrededor de 0.5 um, sin embargo esta longitud de
onda en espiral puede variar con la edad, las condiciones de crecimiento y la identidad
de las especies de las células (Robinson et al. 2017; Solnick and Vandamme 2001). En la
Figura 1 se puede apreciar una fotografia al microscopio con la morfologia

caracteristica de la bacteria H. pylori.

En cuanto a la forma celular de la bacteria algunos autores han asociado su
morfologia de espiral (similar a la forma de un sacacorchos) al habitat natural de la
bacteria, mientras que la morfologia cocoide la relacionan con los cultivos viejos o
sometidos a situaciones no favorables para la bacteria (habitats menos Optimos)
(Andersen and Wadstrom 2001; Azevedo et al. 2007a).
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H. pylori posee de 2 a 6 flagelos monopolares, estos son fundamentales para su
movilidad. Sus flagelos estan recubiertos por una estructura lipidica, que parece tener la
mision de proteger a los flagelos de degradacion debida al medio acido (Amieva and El-
Omar 2008).

Figura 1. Morfologia de Helicobacter

pylori.

Emision de campo SEM, bar = 0.5 um
(Mobley et al. 2001)

Es generalmente aceptado que la temperatura éptima de crecimiento de H. pylori
corresponde a 37 °C, aunque también se lleva a cabo un crecimiento normal en el rango
de 35 a 39 °C. Es un organismo microaerofilo que requiere para su crecimiento una
atmosfera con las siguientes caracteristicas: 5-10% de O, 5-10% de CO, y 80-90% de
N2, asi como de una humedad del 90-95%. Para su cultivo en el laboratorio se requiere
de medios suplementados con suero o sangre entre el 5% y 10%, y una incubacion de
hasta 10 dias (On et al. 2005).

Aproximadamente la mitad de las cepas de H. pylori portan un plasmido, el
tamafo de estos plasmidos varian entre 1.5 a 40 kbp, sin embargo, las funciones de estos

plasmidos aun no se conocen. En general las cepas con o sin plasmido no muestran
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diferencias en el patron de resistencia a los antibidticos, asi mismo no hay evidencia de

la presencia de plasmidos conjugacionales (Goodwin and Armstrong 1990).

1.2.2 Diversidad genética

H. pylori tiene una alta diversidad gendémica, esta diversidad ha sido ya
confirmada mediante técnicas moleculares, tales como; la amplificacion aleatoria de
ADN polimorfico (conocida por el acronimo inglés RAPDs), la tipificacion multilocus
de secuencias (conocida por el acrénimo inglés MLST) y laectroforesis en gel de campo
pulsado (conocida por el acronimo inglés FGE) (Suerbaum and Josenhans 2007). En la
actualidad se encuentran secuenciados 133 genomas de H. pylori, los cuales se
encuentran disponibles en la base de datos del NCBI. Haciendo un rapido analisis
observamos que el tamafio del genoma de Helicobacter pylori oscila de unas cepas a
otras entre 1.5 a 1.7 Mb, mientras que su contenido de G/C se encuentra entre el 38-
39%. Estos rangos coinciden con los dos primeros genomas de cepas H. pylori
secuenciados; 26695 y J99 (Alm and Noonan 2001).

H. pylori ha sido considerada como una de las especies bacterianas mas variables
genéticamente, esta variabilidad de las cepas se ha asociado a diversos factores,
incluyendo: la acumulacidn progresiva de mutaciones puntuales a lo largo del tiempo, el
reordenamiento intragendémico, la transposicion y la transferencia horizontal de genes,
entre otros (Falush et al. 2001; Fu et al. 2014). La diversidad de las secuencias de DNA
de H. pylori de diferentes zonas geogréficas, dada la estrecha relacion que ha existido
entre esta bacteria y el humano desde hace aproximadamente 11,000 afios, ha sido
relacionada también con factores como la migracién y la asociacion de las razas
humanas (Covacci et al. 1999). En estudios de secuencias de ADN de cepas de H. pylori
aisladas de personas con diferentes nacionalidades, fue posible identificar siete
poblaciones (distintos origenes geogréaficos) de cepas, dichas poblaciones exponen las
migraciones humanas desde Africa hacia el resto del mundo en un periodo de 58,000

afnos aproximadamente (Falush et al. 2003).

1.2.3 Epidemiologia
La humanidad ha sido infectada por H. pylori desde la antigliedad, estudios sobre

el analisis de secuencias genéticas, sugieren que los seres humanos habrian estado
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infectados por el Helicobacter pylori desde que el hombre migré de Africa, estos datos
estiman que H. pylori ha permanecido intimamente asociada con las poblaciones de

huéspedes humanos desde hace aproximadamente mas de 58,000 afios (Linz et al. 2007).

Desde su polémico descubrimiento, la infeccion de H. pylori se ha asociado con
enfermedades como gastritis cronica y Ulcera duodenal o géstrica (Marshall and Warren
1984; Warren and Marshall 1983), ademés la infeccion por H pylori aumenta
significativamente el riesgo de cancer gastrico, se estima que H pylori es responsable de
aproximadamente el 90% cancer gastrico (Moss 2017). Sin embargo, la mayoria de los
casos de infeccién de H. pylori son asintomaticos, s6lo entre un 10 y 15% de los
individuos infectados sufren de Ulcera péptica y del 1 al 3% desarrolla cancer gastrico
(\Varon et al. 2009).

Actualmente se estima que la infeccion por H. pylori afecta a mas de la mitad de
la poblacion mundial, aunque existe una amplia variacion en la prevalencia de H. pylori
entre regiones y paises. En Africa se presenta una prevalencia de 79.1% (siendo esta la
prevalencia méas alta a nivel mundial), en América Latina y el Caribe se estima una
prevalencia estimada de 63.4%, mientras que en Asia se presenta una prevalencia de
infeccion de 54.7%, en contraste, en América del Norte y Oceania se presentan las
prevalencias de infeccién de H. pylori mas bajas con valores estimados de 37.1% y
24.4% respectivamente (Hooi et al. 2017). El la Figura 2 se presenta el mapa global de

prevalencia de infeccion con H. pylori.

Con los datos la prevalencia y distribuciéon de infeccion de H. pylori puede
intuirse que la infeccion con esta bacteria se encuentra vinculada con el grado de
desarrollo econdémico de cada pais. A inicios del siglo XXI, la prevalencia de H. pylori
disminuyd en los paises altamente industrializados, mientras que en los paises en
desarrollo y los paises recientemente industrializados la prevalencia no sufri6 cambio
alguno. Estas diferencias en la prevalencia probablemente son reflejo del nivel de
urbanizacion, saneamiento, acceso a agua potable y nivel socioeconémico (Awuku et al.
2017; Hooi et al. 2017; Ramirez-Ramos and Sanchez-Sanchez 2009).

Existen dos modelos de colonizacién de H. pylori: en el primero de ellos se

caracteriza por una tasa de infeccion alta durante la infancia temprana; mientras que en

6]



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

el segundo se identifica por un nivel de prevalencia bajo en la nifiez, junto con un
incremento gradual en funcion de la edad. La colonizacion de H. pylori al igual que la
prevalencia de la infeccion también se relaciona con el nivel socioeconémico del pais,
en los paises en desarrollo es caracteristico del primer patron de colonizaciéon, es decir,
la infeccion se adquiere a edades méas tempranas (antes de los 3 afios) y continla toda la
vida en la ausencia de tratamiento (Robinson et al. 2017), en cambio en las regiones
industrializadas de Europa, Ameérica del Norte y Oceania el segundo patron de
colonizacion es el mas comdn (Awuku et al. 2017; Bruce and Maaroos 2008; Ramirez-
Ramos and Sanchez-Sanchez 2009; Robinson et al. 2017).

-
=
i’ "\_ L 3 *‘ 5 ,J
Prevalence of 4.
Helicobacter pylori (
] unknown
[ < 40% v
= 40-49%
Bl 50 - 69% ;
M >70% 7'

Figura 2. Mapa global interactivo de prevalencia de Helicobacter pylori.

Imagen tomada de URL.: https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/HP2016.html
Fecha de consulta: 14 de enero de 2018

Aunque aun no es reconocido un modo definitivo de transmision de la infeccion,
se ha postulado que ésta puede ocurrir de persona—persona por las vias: gastro-oral, oral-
oral y fecal-oral. Debido a que H. pylori ha sido encontrada con frecuencia en el vomito
de personas infectadas, asi mismo también se ha aislado de saliva y de heces, algunos
autores consideran a la transmision persona-persona el principal mecanismo de

propagacion de la bacteria, principalmente dentro del nucleo familiar (Brown 2000). Sin
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embargo, al igual que en los porcentajes de prevalencia de la infeccion, los mecanismos
de propagacion también presentan patrones diferentes dependiendo del grado de
desarrollo del pais. En los paises desarrollados el mecanismo de contagio mas frecuente
podria ser por contacto interpersonal directo via oral-oral, mientras que en los paises en
vias de desarrollo predominaria la ruta fecal-oral. La tasas elevadas de prevalencia y de
reinfecciones se asocian con la falta de infraestructuras sanitarias, el hacinamiento, los
bajos estandares socioeconomicos y educativos del pais (Ahuja and Sharma 2002;
Awuku et al. 2017; Azevedo et al. 2007b; Brown 2000).

Por otro lado, también se habla de otras vias de transmision como: transmision
zoondtica o por vectores, debido al aislamiento de H. pylori de gatos (Fox et al. 1996),
monos, cerdos (Fox 1995), ovejas, perros (Dore et al. 1999) y moscas (Grubel et al.
1998), no obstante, no se ha demostrado que ninguno de estos organismos tengan un
papel importante en la transmision de H. pylori; transmision a base de agua, debido a la
contaminacion fecal, especialmente en las partes del mundo en las que el agua no tratada
es comun (Adams et al. 2003; Hazell et al. 1994; Sasaki et al. 1999); transmision
iatrogénica, debido a que las pinzas de biopsia tipicamente penetran en la mucosa

gastrica y son dificiles de limpiar (Kotera et al. 1993; Tytgat 1995).

1.2.4 Tratamiento

Actualmente, los tratamientos que ofrecen una mayor eficiencia son varios; En
general se sugiere la combinacion de un supresor potente del &cido gastrico y
tratamientos cuadruples, con una duracién de hasta 14 dias para todos los tratamientos
empiricos de primera linea y de rescate. Los Gltimos hallazgos resaltan la importancia
del empleo de un medicamento altamente eficiente en la supresion acida del estbmago
(que lleve a cabo la modificacion del pH), ya que esto contribuye a incrementar la
eficiencia de los antibioticos empleados (Molina-Infante et al. 2017) (Alarcon et al.
1999). En el margen de los nuevos medicamentos incluidos en el tratamiento de H.
pylori resalta el VVonoprazan, un potente anti-secretor que actda inhibiendo la union del
potasio a la bomba de protones en la célula parietal gastrica (Molina-Infante et al. 2017),

esto a raiz de recientes estudios en donde se demostro que VVonoprazan es muy eficaz en
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la terapia triple de primera linea (obteniendo una eficiencia de tratamiento de 92.6%) y
como parte de la terapia triple de segunda linea (con una eficiencia de 98%) en pacientes
positivos con H. pylori con Ulcera gastrica o duodenal (Murakami et al. 2016). Por otro
lado, también se recomienda el tratamiento en el que se reintegra a el subcitrato de
bismuto a regimenes triples (un inhibidor de la bomba de potasio, amoxicilina y bien
claritromicina, metronidazol, levofloxacino o rifabutina), asi mismo se sugiere la
combinacion del inhibidor de la bomba de potasio, el bismuto y dos antibidticos
(amoxicilina, metronidazol, tetraciclina o furazolidona), estos tratamientos han
demostrado incrementar las tasas eficiencia por arriba del 90% y ser altamente eficaces
frente a cepas multirresistentes de H. pylori (Molina-Infante et al. 2017).

En el fracaso del tratamiento pueden intervenir componentes; factores propios
del tratamiento (dosis inadecuadas, duracion incorrecta y/o el tipo de medicamento de
eleccion), factores del paciente (falta de adherencia al tratamiento) o factores del
microorganismo. Entre los factores del microorganismo los mas trascendentes son; las
caracteristicas particulares de la cepa y la resistencia a los antibioticos. Es por ello que
siempre es recomendable que antes de iniciar una pauta de tratamiento se cuente con
informacion referente al porcentaje de resistencia a los antimicrobianos en esa poblacion
0 area geografica. O bien evaluar la resistencia a los antibidticos a emplear previo a la
administracion del tratamiento, con la idea de que se manden solo a aquellos a los que
sean susceptibles, si bien somos conscientes de que este método no es del todo practico
o viable en la actualidad esto resultaria en una eficiencia mayor del tratamiento (Alarcon
et al. 1999; Graham and Shiotani 2008; Megraud 2012).

1.2.5 Resistencia bacteriana

Helicobacter pylori es muy susceptible a la mayoria de los antibioticos en los
estudios in vitro, sin embargo, cuando se usan en el contexto clinico, no se obtiene la
erradicacion esperada. Las tasas de resistencia a los antibidticos en una poblacion estan
determinadas por varios factores como: la tasa de mutacién, la tasa de uso de
antibioticos y el tamario de la poblacion (Bjorkholm et al. 2001). Como es de esperarse,
el porcentaje de resistencia a cada uno de los antibidticos empleados en el tratamiento

varia de un pais a otro. Por ejemplo, la resistencia al metronidazol tienen los porcentajes
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de resistencia méas altos en los paises en desarrollo (80-90% en Africa), en cambio el
porcentaje de resistencia a la claritromicina es mucho mas baja, generalmente por debajo
del 10% (Alarcon et al. 1999). En la Figura 3 se muestra las tasas de resistencia de H.
pylori a los antibidticos usados en su tratamiento presentadas por Wu y colaboradores en
2012.

m Amoxicilina Tetraciclina
O Clartromicina B Levofloxacina
B Metronidazol B Multresistente

Figura 3. Tasas de resistencia a los antibidticos en diferentes zonas continentales.
(Wu et al. 2012)

La resistencia en bacterias, pueden ser principalmente de dos clases: la
resistencia natural y la resistencia adquirida. La resistencia natural (o0 primaria),
originada por la imposibilidad propia del antibiético para suprimir la infeccion, es
mayormente debida a la imposibilidad del compuesto para penetrar. En cambio, la
resistencia adquirida es aquella que las bacterias desarrollan a medicamentos a los que
inicialmente eran susceptibles. Este Gltimo tipo de resistencia puede ser originada por
mutaciones genéticas, o a la transferencia de plasmidos. En las cepas de H. pylori se
habla ademas de otro tipo de resistencia; la resistencia farmacoldgica, en esta la bacteria
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muestra susceptibilidad al antibi6tico in vitro, mientras que in vivo son resistentes; la
origen de este tipo de resistencia es la dificultad del antibiético de llegar al punto de la
infeccion o bien el uso de una concentracion insuficiente (Pajares Garcia et al. 2007; Wu
etal. 2012).

1.2.5.1 Busqueda de dianas para el disefio de farmacos

Este problema creciente de resistencia a los antibidticos hace primordial la
busqueda de nuevos blancos farmacologicos que den lugar a nuevos antibioticos que
puedan ser usados de manera efectiva y segura en el control de la infeccion por H.
pylori. En el disefio de inhibidores de los blancos farmacoldgicos, la técnica mas
utilizada es la busqueda de moléculas que compiten por el sitio activo de la molécula
blanco. Sin embargo, en muchas enzimas, como el alto grado de conservacion del sitio
activo representa una dificultad en la selectividad del inhibidor. En estos casos se sigue,
otra estrategia, que consiste en guiar el disefio de farmacos en diferencias estructurales,
que conlleven a la disociacion de la estructura oligomerica de las proteinas (Perez-
Montfort et al. 2002).

Por ejemplo, las enzimas de la ruta de la glucdlisis se reconocen como blanco
para el desarrollo de nuevos farmacos anti-tripanosomas, ya que esta via desempefia un
papel primordial en el suministro de ATP. Los conocimientos adquiridos a partir de la
caracterizacion de los mecanismos estructurales y cataliticos han sido aplicados en el
desarrollo de compuestos que inhiben selectivamente a las enzimas glucoliticas de los
parasitos sin afectar las proteinas correspondientes del huésped humano (Verlinde et al.
2001). Asi mismo, otros estudios identificaron a la enolasa (enzima de la ruta de la
glucdlisis) de Mycobacterium tuberculosis con el objetivo de una serie de compuestos de
2-aminotiazoles con propiedades antimicobacterianas, esto sugiere que el desarrollo de
inhibidores selectivos de la enolasa micobacteriana podrian ser una herramienta eficaz

para combatir la tuberculosis (Wescott et al. 2018).

11



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

2.1 Enolasa

La presencia ubicua del gen de la enolasa y su homologia de secuencia aun entre
organismos pertenecientes a diferentes filos, sugieren que el gen de la enolasa proviene
de un antecesor comun y que esté se ha diversificado gracias a la especiacion de los
organismos y a la duplicacion de genes dentro de los organismos (Avilan et al. 2011,
Day et al. 1993). La traduccion del gen de la enolasa resulta en una proteina cuyo
numero de aminoéacidos fluctda alrededor de los 400-450, dando asi una proteina de un

peso molecular de aproximadamente 40-45 KDa.

La enolasa es una enzima que cataliza la deshidratacion de 2-fosfo-D-glicerato (2-
PGE) a fosfoenolpiruvato (PEP) en la via de la glucdlisis y en sentido opuesto durante la
gluconeogénesis, tanto para llevar a cabo estas reacciones cataliticas como para la
misma estabilidad de su estructura la enzima requiere de magnesio como cofactor, es por
ello que esta clasificada como una metaloenzima (Lebioda and Stec 1991). Ademas de
su funcion metabdlica, la enolasa ha sido implicada por su contribucion a varios
procesos biologicos y patofisioldgicos (Chauhan et al. 2012; Diaz-Ramos et al. 2012;
Henderson and Martin 2013). Sin embargo, a la fecha no existen informes sobre la
enolasa H. pylori, referentes a la obtencién de la proteina recombinante, su estructura o
funcién. Es por ello que en este trabajo se llevd a cabo la obtencion de la proteina
recombinante enolasa de H. pylori, para su posterior caracterizacion; estructural,

biofisica y bioquimica.
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2. ANTECEDENTES

2.2.1 Estructura primaria de enolasa
La traduccién de este gen eno da como resultado a la proteina enolasa cuya
extension varia entre 400-450 aminodcidos, obteniéndose asi un peso molecular

estimado entre los 40 y 50 KDa aproximadamente.

Dentro de la secuencia de la proteina enolasa se han identificado aminoacidos y
sitios claves para la funcion catalitica de la enzima, entre ellos se encuentran los sitios de
unién a su cofactor, un catién divalente cominmente Mg?* que le ayuda a llevar a cabo
su funcidn catalitica. La propuesta méas aceptable es que la enolasa posee al menos dos
sitios de unién a Mg?*. Uno de ellos se conoce como el “sitio conformacional”: cuando
Mg? * se une a este dominio, induce cambios conformacionales en el sitio activo que
permite la union de una molécula de sustrato o sus analogos. Posteriormente se une el
segundo Mg’ * a la segunda posicién conocido como el “sitio catalitico” y contribuye
como componente del aparato catalitico (Poyner et al. 2001; Wold and Ballou 1957). Sin
embargo, otros autores hablan de un tercer de union para el Mg2®, el sitio 11l llamado
“sitio inhibitorio” (da Silva Giotto et al. 2003; Faller et al. 1977; Pal-Bhowmick et al.
2007).

Los aminoacidos de la enolasa de levadura importantes para llevar a cabo la
catélisis han sido descritos a detalle (Larsen et al. 1996; Zhang et al. 1997), y se
encuentran disponibles en la base de datos de Unitprot. En el Cuadro 2 se resumen los

aminoéacidos y su papel dentro de la funcion catalitica de la enzima enolasa de levadura.

2.2.2 Obtencion de enolasa recombinante

Con ayuda de las técnicas de biologia molecular en los ultimos afios la
produccion y caracterizacion de proteinas recombinantes se ha incrementado. Estos
trabajos han permitido caracterizar mas eficientemente proteinas de interés, como la

enolasa. Una de las primeras enolasa recombinates estudiadas fue la enolasa de Candida
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albicans, el producto polipeptidico del cDNA clonado fue empleado para la
tranformacion de celulas de E. coli DH5a resistentes a ampicilina, la purificacion de la
proteina recombinante fue lograda mediante su fusion con la glutation S-transferasa. La
obtencion de la enolasa recombinate C. albicans permitid caracterizar su estructura

secundaria y su actividad enzimatica (Sundstrom and Aliaga 1992).

Cuadro 2. Aminoacidos de importancia catalitica para la enolasa de levadura.

Aminoacido Posicion Funcion
Histidina (H) 160 Sitio de unioén Substrato
Glutamico (E) 169 Sitio de unioén Substrato
Glutamico (E) 212 Sitio activo Donador de proton
Aspértico (D) 247 Union de Metal Magnesio
Glutamico (E) 296 Unién de Metal Magnesio
Glutdmico (E) 296 Sitio de union Substrato
Aspértico (D) 321 Union de Metal Magnesio
Aspartico (D) 321 Sitio de unioén Substrato
Lisina(K) 346 Sitio activo Aceptor de proton
Lisina(K) 397 Sitio de union Substrato

Informacion rescatada de Uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/P00924)

El gen que codifica para la enolasa de S. pyogenes fue clonado e insertado en el
plasmido pET-14b (con tracto de histidina), celulas de E. coli BL21 (DE3) fueron
empleadas para la expresion de la proteina recombinante, fue necesario emplear técnicas
de mutagénesis para modificar dos residuos que diferian de la secuecia reportada. Se
empled caldo Luria con ampicilina para el crecimiento de las celulas transformadas, las
celulas se crecieron a 37°C y la producion de la proteina recombinate fue inducida con
0.5 mM de IPTG durante 4 horas a 29 °C, finalmente la proteina fue purificada en una
columna de niquel a partir del sobrenadante celular. La obtencion de la proteina
recombinante de S. pyogenes permitié determinar la estructura cuaternaria de esta
proteina, elucidar su estructura secundaria y los factores relacionados con su
diasociasion oligomerica (Karbassi et al. 2010). Esta misma técnica de purificacion fue
empleada en la obtencion de la a-enolasa de S. pneumoniae; el gen de la enolasa de esta

bacteria fue amplificadd y ligado en el vector de expresion pQE30 (con tracto de
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histidinas en el extremo N-terminal), células de E. coli M15 fueron tranformadas para la
expresion de la proteina recombinante (Bergmann et al. 2001).

Posteriormente el gen que codifica para la enolasa de B. abortus A19 fue
clonado, secuenciado y la proteina recombinante se expreso en celulas de E. coli BL21,
posteriormente la proteina se purific6 mediante un tracto de histidinas afiadido a la
proteina recombinante. La enolasa recombinante de B. abortus A19 fue empleada para la
determinacion de la actividad enzimatica, asi como la elucidaciéon del papel de esta
enzima relacionada a la potogenisis de B. abortus (Han et al. 2012).

En la produccion de proteinas recombiantes siempre es deseable la obtencion la
proteina de interés en el sobrenadante celular, pero esto no siempre es posible, en
muchas ocasiones la expresion de proteinas recombinantes resulta en la acumulacion de
agredados insolubles conocidos como cuerpos de inclusion. Sin embargo, la obtencion
de proteina en cuerpos de inclusion no es un impedimento para su purificacion y
posterior caractericzacion. Existen reportes de la obtencidén exitosa de la enolasa
recombinante a partir de cuerpos de inclusion, uno de esto trabajos es el concerniente a
la caracterizacion de la enolasa recombinante de Xylella fastidiosa. En el cual el gen que
la codifica fue amplificado y clonado empleando el kit pPGEMT System Il (Promega);
posteriormente celulas de E. coli DH10B fueron transformadas por electroporacion (Bio
Rad Gene Pulser 1), posterior a la verificacion del inserto el gen fue sub-clonado en el
vector de expresion pET 3a, y nuevamente por electroporacion fueron transformadas
células de E. coli BL21 (DE3) pLYS-S. Las células se crecieron en caldo 2xTY con
antibiotico y la expresion de la proteina recombinante fue inducida con 0.4 mM de
IPTG. Los cuerpos de inclusion se solubilizaron utilizando urea y se empleo una
columna de CM-Sepharose. La enolasa recobinante de X. fastidiosa fue empleada para la
determinacion de la actividad catalitica de la proteina y su posterior comparacion con la
enolasa nativa de X. fastidiosa (Facincani et al. 2003). Unos afios mas tarde de manera
similar la enolasa de Curvularia lunata se expreso en E. coli, y se purifico a partir de
cuerpos de inclusién con un rendimiento de 0.5 mg/L, posterior a su purificacion la
enolasa recombinante fue empleada para estimar la actividad enzimatica y para analizar

su reactividad inmunologica como alérgeno.
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Previo a este proyecto no existe reporte alguno de la obtencidn de la enolasa

recombinante de bacterias pertenecientes al género Helicobacter.

2.2.3 Estructura secundaria y terciaria de enolasa

La enolasa de levadura es la enzima del grupo mejor caracterizada, su estructura fue
la primera en describirse. Cada mondmero de la enolasa de levadura estd conformado
por dos dominios principales. EI dominio C-terminal que presenta un plegamiento de
ocho cadenas o/p-barril, con el sitio activo cerca del extremo C-terminal de este barril,
mientras que el dominio N-terminal, tiene una estructura de tres cadenas B-hojas anti
paralelas, seguidas de cuatro cadenas a-hélices, se pliega por fuera del dominio principal
(Lebioda et al. 1989). Posterior a este primer reporte ha surgido un gran numero de
descripciones de estructuras secundarias de otras proteinas enolasa, por ejemplo, la
enzima enolasa de Enterococcus hirae, y la a-enolasa de humano; cuyas descripciones
de estructura secundaria de la enzima son idénticas a la de levadura (Hosaka et al. 2003;
Kang et al. 2008). Es relevante mencionar que en el caso de los mamiferos la enolasa se

presenta en tres isoformas llamadas o, B y y enolasa (Kornblatt 2005).

Otras estructuras secundarias importantes en la funcién catalitica de la enolasa son
tres regiones conocidas como bucles (numerados como 1, 2 y 3). Estos bucles se
suscitan cambios estructurales en importantes en estas tres regiones de la enzima, dichos
cambios se llevan a cabo posteriormente a la unién del ligando y del segundo Mg*, y
dan lugar a la conformacion activa (o cerrada) de la enzima (Kang et al. 2008). Por
ejemplo, en la enzima enolasa de T. brucei cuando el sustrato (o el producto) y dos iones
metélicos estan unidos a la enzima, los tres bucles se mueven sobre el sitio catalitico

produciendo la conformacion "cerrada” de la enzima (da Silva Giotto et al. 2003).

La obtencién de informacion referente a la estructura secundaria, terciaria y
cuaternaria de las proteinas de las proteinas tradicionalmente se habia obtenido a partir
de la técnica de difraccion de rayos X, sin embargo, esta técnica requiere de una gran
cantidad de proteina para lograr cristales de buena calidad, asi mismo la obtencién
misma de dichos cristales es pocas veces exitosa. Es por ello que se ha difundido el

empleo de nuevas técnicas, en las que requieren menos cantidad de proteina. Técnicas
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como el dicroismo circular y la espectroscopia de fluorescencia, estas técnicas son
esenciales para el analisis de la estructura secundaria y de la estructura terciaria de las

proteinas respectivamente.

Mediante la técnica de dicroismo circular (DC) ha sido posible caracterizar las
estructuras secundarias y terciarias de la enolasa, asi como también ha permitido la
describir el proceso de disociacion del estado oligomerico de la proteina y estudiar su
relacién con la estabilidad con la estabilidad catalitica y estructural de la enolasa. Por
otro lado, los espectros de emisién de fluorescencia han permitido caracterizar las
interaciones y modificaciones de la estructura teciaria de las proteinas en un medio

ambiente acuoso.

La caracterizacion de las enolasas de tres especies: Plasmodium falciparum, levadura
y musculo de conejo a partir de DC mostrd una correlacion entre altas concentraciones
de imidazol y la disociacion del dimero de la enolasa de P. falciparum en monémeros
actvos, este efecto resultaba maximixado en pH bajos. En la enolasa de musculo de
conejo y de levadura también se lleva a cabo la disociacion del dimero en presencia de
imidazol, sin embargo, en estas proteinas el Mg (1) ejercia un efecto de proteccion en la
disociacion. Los espectros de DC de formas monoméricas y diméricas de la enolasa de
P. falciparum y levadura fueron muy similares, revelando asi que la disociacion de los
dimeros para formar monomeros, involucra Unicamente una ligera disminucion en el
contenido helicoidal y en un aumento en el contenido de la lamina beta. En la Figura 4.
Espectros de dicroismo circular de enolasa de P. falciparum y levadura.Figura 4 se
muestra los espectros de DC reportados para las enolasas de P. falciparum y levadura
(Pal-Bhowmick et al. 2007) (Zhao et al. 2008).

En un proyecto similar se examind el proceso de disociacion de la enolasa
octamérica de S. pyogenes en monomeros inactivos por medio de la adicion de NaClO4 o
por otras sales, asi como por un incrementeo en el pH. Los espectros de DC de la
enolasa octamerica en comparacion con los espectros del monomero de la enolasa de S.
pyogenes monstraron diferencias sutiles pero sin pérdida de la estructura secundaria,
estos resultados fueron semejantes a los reportados para la enolasa de P. falciparum
(Pal-Bhowmick et al. 2007) y levadura (Pal-Bhowmick et al. 2007; Zhao et al. 2008).
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Sin embargo, a diferencia de los monémeros activos obtenidos para P. falciparum, para
S. pyogenes los mondmeros se reportan como inactivos (Karbassi et al. 2010). En la

Figura 5 se muestran los espectros de DC reportados para la enolasa de S. pyogenes.
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular de enolasa de P. falciparum y levadura.

Izquierda. Espectro de dicroismo circular de P. falciparum. Derecha. Espectro de dicroismo circular de

levadura. Dimero: a, monomer: b.
(Pal-Bhowmick et al. 2007)

20

CD signal, mdeg

=20

-30 r r T r
180 200 220 240 280 280 300

wavelength, nm

Figura 5. Espectros de dicroismo circular de enolasa de S. pyogenes.

Proteina en tampon TME pH 7.4 (estado octamerico favorecido): linea continua, proteina en
tampon TME con 0.2 M NaClO,: linea punteada, proteina en tampon glicina pH 10 (estado

monomerico favorecido): linea discontinua.
(Karbassi et al. 2010)
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Continuando con la caracterizacion de la estructura y de estabilidad de la enolasa de
levadura, estudios posteriores describieron las estructuras secundarias y terciarias de esta
proteina en tres ambientes quimicos diferentes: tampon de tris-HCI, tampon de tris-
acetatos y tampon de fosfato de potasio. Los espectros de CD y de emision de
fluorescencia fueron superponibles, lo que indica que la estructura secundaria y los
entornos de aminoacidos aromaéticos (tirosina y de triptéfano) no sufren modificaciones
importantes a causa de un cambio en su ambiente quimico (tampdn). Asi mismo también
se caracterizo el desplegamiento quimico de la enzima en presencia de Urea y cloruro de
guanidinio (GndCl) (Sanchez-Miguel et al. 2010).

Pal-Bhowmick y colaboradores también analizaron los espectros de emision de
fluorescencia para los estados mondmericos, diméricos y desnaturalizados de la enolasa
de P. falciparum y de levadura. Para ambas de estas enzimas, la disociacion de enolasa
en mondmeros condujo a una disminucion en la intensidad de emision. Sin embargo,
para la enolasa de P. falciparum el centro espectral de masas se desplazé a la izquierda
al disociarse, mientras que para enolasa de levadura se observo un ligero desplazamiento
hacia la derecha lo que indica un aumento en la accesibilidad de los fluor6foros de
triptofano (Figura 6) (Pal-Bhowmick et al. 2007).

2.2.3.1 Estabilidad termica

La estabilidad térmica de la enolasa ha sido también estudiada, para la enolasa de
levadura, Moreno-Vargas y colaboradores describieron el perfil de desplegamiento
térmico y experimentos cinéticos, de la enolasa de levadura con o sin su cofactor Mg*".
En la Figura 7 se muestra el espectro de desnaturalizacion inducida por temperatura
para la enolasa de levadura con y sin su cofactor. En los tres ambientes quimicos
examinados se observé que el Mg®* incrementa la estabilidad térmica de la enolasa.
Ademas proponen posibles modelos de la reaccién de desplegamiento para cada

condicion experimental (Moreno-Vargas et al. 2011).
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Figura 6. Espectros de emision de fluorescencia de enolasa de P. falciparum y

levadura.

Izquierda: enolasa de P. falciparum. Derecha: enolasa de levadura. Dimero: a, mondmero: b,
desnaturalizada en urea: c.
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Figura 7. Desnaturalizacion térmica de la enolasa de levadura.

La reaccion de desnaturalizacion fue controlada en un equipo de dicroismo circular, en tampon de tris-
acetato de tris a pH 7,4. Enolasa sin magnesio (1 mM EDTA): linea discontinua. Enolasa con 2 mM de
MgSOQ,: linea continua.

(Moreno-Vargas et al. 2011)
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2.2.3.2 Entalpia de activacion (4H")

El plegamiento de una proteina es comunmente caracterizado a partir de la
desnaturalizacion de la misma. Para el calculo de la entalpia de activacién de la enolasa
de levadura, se exploro el curso de la reaccion de desnaturalizaciéon a una temperatura
constante (varias temperaturas cercanas a el punto medio de la desnaturalizacion térmica
de la proteina fueron examinadas) mediante los cambios en los espectros de DC a 220
nm. Porteriormente las constantes de velocidad asociadas a la reaccion de despliegue
fueron calculadas a partir de los datos. Para la enolasa en ausencia de su cofactor se
sugiere la presencia de al menos un intermedio cinético en estas condiciones
experimentales, cuyos valores de entalpia de activacion calculados fueron: 185 kJ mol™
y 25 kJ mol™, mientras que para la enolasa en ausencia de su cofactor la entalpia de
activacion calculada fue de 190 kJ mol™ (Moreno-Vargas et al. 2011).

2.2.4 Estructura cuaternaria de enolasa

La cristalografia de proteinas ha sido una técnica clave en la determinacion de las
estructuras cuaternarias de las proteinas, incluida la enolasa de distintas especies. Hasta
hace algunos afios la mayoria de las estructuras cuaternarias presentadas para la enolasa
exhibian una estructura de homodimero (S. cerevisiae, E. coli, T. brucei, langosta y
humano) (da Silva Giotto et al. 2003; Duquerroy et al. 1995; Kang et al. 2008; Kuhnel
and Luisi 2001; Zhang et al. 1997). Sin embargo, en los Gltimos afios se han divulgado
diversas estructuras cuaternarias de enolasa organizadas en octameros (Synechococcus
elongatus, Staphylococcus aureus, Streptococcus suis, Sinorhizobium meliloti, Bacillus
subtilis, Anaerostipes caccae, Campylobacter jejuni, Streptococcus pneumoniae), con
ocho subunidades dispuestas como un tetramero de dimeros (Ehinger et al. 2004; Lu et
al. 2012; Newman et al. 2012; Wu et al. 2015). En la Figura 8 se muestran dos ejemplos
de estructuras cuaternarias de dos organismos obtenidas a partir de la técnica de

difraccion de rayos X.
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Figura 8. Estructuras cuaternarias de enolasa de E. coliy C. jejuni.

Izquierda: Estructura enolasa de E. coli (1E9I). Derecha: Estructura de enolasa de C. jejuni (3QN3). Figuras
obtenidas de banco de datos de proteinas. Las estructuras fueron obtenidas a partir de la técnica de difraccién de rayos X
(Kuhnel and Luisi 2001; Osipiuk et al.).
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La estructura cuaternaria para la enolasa de E. coli por ejemplo fue obtenida
mediante difraccion de rayos X a una resolucion de 2.5 A, la estructura cuaternaria de la
enzima fue descrita como un homodimero, y fue obtenida en su conformacion cerrada
(sin inhibidores), esta conformacion es equivalente a la conformacion del complejo
enolasa con sustratos e inhibidores de levadura (Kuhnel and Luisi 2001). En general,
podemos decir que las estructuras de la enolasa de E. coli, Enterococcus hirae, levadura
y langosta son muy similares. Las estructuras de las tres proteinas solo difieren
ligeramente en la conformacion de los bucles. (Kuhnel and Luisi 2001). Aun en las
enolasas octamericas, cada una de las subunidades tienen la mismas topologia bésica e
interacciones de subunidades que las enolasas diméricas, esto indica que la estructura de
la enolasa se conservaba evolutivamente entre los eucariotas y los procariotas (Hosaka et
al. 2003).

2.2.5 Funcion glucolitica de enolasa

Estudios iniciales de mutagénesis dirigida al sitio indican que la reaccion se
produce de manera gradual y secuencial, como primer paso un aminoacido bésico de la
enzima elimina el proton no &cido (H") del C-2 del 2-fosfo-D-glicerato (2-PGE),
posteriormente ocurre la eliminacion del hidroxido (OH) del C-3 del 2-fosfo-D-
glicerato para llevar asi a la formacion del producto fosfoenolpiruvato (PEP) (Anderson
et al. 1994; Dinovo and Boyer 1971).

Se han reportado parametros cataliticos como la actividad especifica de un gran
nimero de proteinas enolasa de diferentes filos, dichos parametros pueden ser
consultados en la base de datos sobre la compresion de la informacion enzimética
BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/) (EC4.2.1.11). Entre la informacion

reportada para esta enzima se encuentra la actividad especifica de la enolasa
recombinante de Plasmodium falciparum, la cual se evalué en 30 Umg™, dicha actividad
fue determina empleando 2-fosfoglicerato como sustrato, esta enzima fue inhibida en
presencia de altas concentraciones de Mg?* (Pal-Bhowmick et al. 2004). Estos valores
pueden ser comparados con la actividad especifica reportada para la enolasa de

Klebsiella pneumoniae, cuyo valor oscila entre los 31 Umg™, esto nos sugiere que estas
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enzima tiene propiedades cataliticas similares, y a su vez estos valores son comparables
a los de la enolasa de musculo de humano (Pietkiewicz et al. 2009).

Si bien los valores de actividad especifica de las proteinas varian en base las
condiciones de evaluacién de la actividad catalitica, por ejemplo, la actividad maxima
presentada por la enolasa recombinante de Brucella abortus, fue mostrada en un tampon
de MgSQO, pH 8.5 a 37°C (Han et al. 2012). En cambio la enolasa de levadura expresa su
actividad especifica maxima (110 U mg ) en un tampén de tris—acetatos, mientras que
en el tampén de tris—HCI su actividad especifica decae a 70 U mg %, en general estos
pardmetros son comparables (Sanchez-Miguel et al. 2010). En el Cuadro 3 se muestran
mas detalles sobre la actividad especifica reportada para enolasas de diversas especies.

Con base en la gran similitud de los parametros cataliticos y la estabilidad de la
funcién catalitica a pesar de la gran distancia entre estas las especies, podemos suponer
que las estructuras del sitio catalitico de esta enzimas son altamente conservadas
(Pietkiewicz et al. 2009).

A la fecha no existe reporte alguno sobre la actividad enzimatica para la enolasa
(recombinante o nativa) de bacterias pertenecientes al genero Helicobacter. Asi mismo
es importante mencionar que previo a este trabajo solo existia un reporte de una enolasa
sin actividad enzimatica (inactiva), estos estudios la enolasa recombinante se expreso6 en
cuerpos de inclusion y se solubilizé con urea (el extractor mas eficiente), Triton X-100 y
TCA. La purificacion de la enolasa fue parcial y did6 como resultado un bajo
rendimiento. No se detectd actividad enzimatica para las enolasas recombinantes y
nativas, lo que indica que X. fastidiosa no utiliza la via glucolitica para metabolizar los

carbohidratos (Facincani et al. 2003).

2.2.6 Enolasa: proteina multifuncional

Como anteriormente se menciond las Ultimas investigaciones indican que la enolasa
es una proteina multifuncional (“moonligting”), esto debido a que en los ltimos afios se
han descubierto otras funciones que la enolasa lleva a cabo en las células, distintas a su

funcién habitual en la glucdlisis.
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La enolasa recombinante de rata mostro actividad de unién al ARN (Hernandez-
Perez et al. 2011), asi mismo recientemente se reportd la union de la enolasa de
Streptococcus pneumoniae a ARN extracelular del huésped en la superficie de la
bacteria (Zakrzewicz et al. 2016). Mientras que algunos estudios de Escherichia coli
indican que en la enolasa junto con otras enzimas forma una multienzima, el
“degradosoma” relacionado con el procesamiento y decaimiento del ARN (Kaberdin and
Lin-Chao 2009).

Cuadro 3. Actividad especifica mostrada por enolasa de diferentes especies.

Actividad especifica

Especie Condiciones Referencia

[umol/min/mg]

(Kustrzeba-Wojcicka and

1 1 o]
35 Candida albicans pH 6.8, 30°C Golczak 2000)
124 Enterococcus hirae pH 7.5, 22°C (Hosaka et al. 2003)
85 Trypanosoma brucei pH 7.6, 25°C (Hannaert et al. 2003)
Temperatura ambiente,
111 Streptococcus pH 7.5, MgCl,, KCI, (Ehinger et al. 2004)
pneumoniae L s
acido 2-fosfoglicerico
30 Plasmodium falciparum  pH 7.4, 20 °C, Tris-HCI (Pal-Bhgggz;ck etal.
48 Curvularia lunata Purificada a partir fje (Sharma et al. 2006)
cuerpos de inclusion
. Después de ser purificada (Bednarz-Misa et al.
& Homo sapiens 83 veces, a pH 6.8 2009)
Purificada 76 veces a pH .
31.2 Klebsiella pneumoniae 7.8, con una tasa de (Bednarz-Misa et al.
h 2009)
recuperacion del 14%.
. . . Enzima recombinante
35.81 Schistosoma japonicum purificada, pH 7.4, 20 °C (YYang et al. 2010)
110 Tampon de tris-acetato o
Saccharomyces tris-HCI. (Sanchez-Miguel et al.
70 cerevisiae 2010)
Tampon de fosfato.
9091 Brucella abortus Enzima recombinante, pH (Han et al. 2012)

8.5,37 °C, 10 mM Mg?*

Tabla elaborada con antecedentes de la base de datos BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/)

25 |


https://www.brenda-enzymes.org/

Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

La enolasa de algunos organismos eucariotas esta involucrada en la regulacion de la
morfologia celular a través de la regulacion de la dindmica del citoesqueleto mediante su
unién a los microtabulos (Keller et al. 2007). Algunos reportes recientes indican que la
ENOL1 tiene una actividad no catalitica en la metéstasis de cancer, en enfermedades
autoinmunes y en enfermedades infecciosas (Kang et al. 2008; Pancholi 2001).
Referente a esta ultima funcion se sabe también que la enolasa en la superficie participan
en la invasion de bacterias patogenas en los tejidos, lo que ayuda a establecer la

infeccion (Bergmann et al. 2003; Kang et al. 2008).

La enolasa se ha encontrado en la superficie de varias células eucariotas y
procariotas en las que actia como proteina de unién al plasmindgeno. Se ha informado
gue un gran numero de especies patdgenas (bacterias y protozoarios) intervienen con el
sistema de plasmindgeno, es decir la union de la enolasa con plasminogeno. Algunos de
los organismos para los que se han reportado esta actividad no catalitica para la enolasa
son: Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans, Trichomonas
vaginalis, Leishmania mexicana, Leptospira y Pseudomonas aeruginosa. Esta funcion
no catalitica de la enolasa tiene grandes implicaciones ya que puede contribuir a
aumentar el potencial invasivo de los agentes patdgenos, asi mismo también se ha
sugerido podria contribuir al potencial de virulencia de los organismos patégenos
(Agarwal et al. 2008; Bergmann et al. 2001; Ceremuga et al. 2014; Chauhan et al. 2012;
Jones and Holt 2007; Mundodi et al. 2008; Salazar et al. 2017; Vanegas et al. 2007).

En el caso de la a-enolasa de Bacillus anthracis ademas de su interaccién con
plasminogeno la enolasa también ha sido clasificada como un antigeno

inmunodominante y como un potente factor de virulencia (Agarwal et al. 2008).

Otra actividad no catalitica de gran relevancia es la recientemente elucidada para la
enolasa de Brucella abortus, esta enzima mostré capacidad de union a la fibronectina,
esto sugiere que la enolasa puede desemperiar un papel importante en la colonizacion,

persistencia e invasion del tejido huésped (Han et al. 2012).

Como anteriormente se mencionoé la enolasa de Trichomonas vaginalis actia como
receptor de plasmindgeno en la superficie celular, e interesantemente la expresién de la

enzima se incrementa al contacto con las células del epitelio vaginal, estos hallazgos han
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servido para clasificar a la enolasa como un blanco molecular idéneo, ya que dos
procesos esenciales en la biologia de T. vaginalis parecen ser realizados por una misma

enzimay un mismo farmaco podria inhibir ambos procesos (Mundodi et al. 2008).

Todo parece indicar que en muchas patologias la enolasa pueda ejercer una de sus
maltiples funciones, principalmente como: receptor de plasmindgeno, promoviendo
invasion de tejidos, activando las vias de supervivencia intracelular, controlando
apoptosis de las células, facilitando la diseminacion del patdgeno y a la virulencia del
patogeno, entre otras (Ceremuga et al. 2014; Cork et al. 2009; Diaz-Ramos et al. 2012;
Kim et al. 2007; Salazar et al. 2017; Whiting et al. 2002). Debido a estos recientes
hallazgos y al gran nimero de especies bacterianas patdgenas que intervienen con el
sistema de plasmindgeno surgio la conjetura de que las bacterias utilizan este sistema
para la migracion a través de barreras de tejido o bien para satisfacer sus demandas
nutricionales durante la infeccion. (Chauhan et al. 2012). En el Cuadro 4 se resumen

algunas de las funciones no glucoliticas reportadas en diversos organismos para enolasa.

A pesar de que se han realizado diversos estudios de la enolasa de distintas
especies biologicas, pertenecientes a varios ordenes filogenéticos, la enolasa H. pylori,
practicamente no ha sido caracterizada; por lo que, en este trabajo de tesis, se llevo a
cabo su clonacion, secuenciacion, purificacién, asi mismo se analiz6 la secuencia,

estructura, estabilidad y catélisis enzimatica de la hpENO.
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Cuadro 4. Funciones no glucoliticas reportadas para la enolasa.

Organismo

Células eucariotas

Mamiferos

Plasmodium spp

Saccharomyces
cerevisiae

Escherichia coli

Homo sapiens
Bacillus anthracis,
Streptococcus
pneumoniae,
Streptococcus mutans
Trichomonas vaginalis
Leishmania mexicana,
Leptospira
Pseudomonas
aeruginosa
Bifidobacterium
longum

Homo sapiens
Streptococcus
Pneumoniae

Bacillus anthracis
Brucella abortus
Trichomonas vaginalis

Rattus norvegicus
Streptococcus
pneumoniae

Funcioén

Morfologia celular y trafico de material

Regulacién transcripcional de genes

Proceso de invasion de tejido

Componente de la superficie celular

Componente del degradosoma

Union a plasminogeno

Participacion en el establecimiento de la
infeccion

Unién a ARN

Referencia

(Keller et al. 2007)

(Lung et al. 2010)

(Bhowmick et al. 2009)

(Lopez-Villar et al. 2006)

(Kaberdin and Lin-Chao
2009)

(Kang et al. 2008)
(Agarwal et al. 2008)
(Bergmann et al. 2001)
(Ceremuga et al. 2014)
(Chauhan et al. 2012)
(Jones and Holt 2007)
(Mundodi et al. 2008)
(Salazar et al. 2017)
(Vanegas et al. 2007)
(Candela et al. 2009)

(Kang et al. 2008)
(Bergmann et al. 2003)
(Agarwal et al. 2008)
(Han et al. 2012)
(Mundodi et al. 2008)

(Hernandez-Perez et al.
2011)
(Zakrzewicz et al. 2016)
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3. JUSTIFICACION

La infeccion por Helicobacter pylori afecta a més de la mitad de la poblacion
mundial y es un factor de riesgo en el desarrollo de cancer gastrico. Este padecimiento
se trata mediante un esquema combinado de antibidticos e inhibidores de la bomba de
protones. Sin embargo, el porcentaje de cepas resistentes a los diversos antibioticos

empleados ha incrementado en los ultimos afios.

La enolasa es una enzima que lleva a cabo la deshidratacion de 2-fosfo-D-glicerato a
fosfoenolpiruvato en la via de la glucolisis, esta funcidn la convierte en una enzima
clave para el metabolismo de la glucosa. Ademas, en los Gltimos afios esta proteina ha
sido causa de gran interés debido a su asociacion con otras funciones importantes en
varios organismos, principalmente estas funciones se asocian a la conservacion de la
estructura, infeccion y mecanismos de virulencia de organismos patdgenos. Lo que hace
necesario su caracterizacion bioquimica y estructural. En este trabajo se realiza la
obtencion de la enolasa recombinante de H. pylori, para su posterior caracterizacion
bioquimica y estructural. Estos aspectos contribuiran a la informacion y caracterizacién
basica de la enzima. Ademas, permitiran enriquecer el conocimiento sobre el

metabolismo de H. pylori.
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4. HIPOTESIS

La clonacion, expresion y purificacion de la enzima recombinante enolasa de
Helicobacter pylori permitira caracterizar su estructura y estabilidad, vislumbrar su
proceso de plegamiento e inferir sobre el funcionamiento de la proteina en la bacteria.
Toda esta informacion serd atil para contribuir al conocimiento del metabolismo,

mantenimiento y proceso de infeccion que conducen a la enfermedad a causa de esta

bacteria.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener y caracterizar bioguimica y estructuralmente a la enolasa

recombinante de Helicobacter pylori.

5.2 Objetivos especificos

1. Analizar las secuencias de enolasas de diferentes especies bioldgicas.

2. Obtener la enolasa recombinante de Helicobacter pylori en su forma mas

pura posible.

3. Caracterizar la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori.

4. Caracterizar bioguimicamente a la enolasa de Helicobacter pylori.

5. Proponer sitios blancos para la enzima enolasa de Helicobacter pylori.

31



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales
6.1.1 Material genético
ADN gendmico de la bacteria H. pylori cepa 26695 fue empleado como molde

para la amplificacion del gen de la enolasa de H. pylori (hpeno).

El material genético de H. pylori cepa 26695 fue amablemente donado por el Dr.
German Rubén Aguilar Gutiérrez del Centro de Investigacion Sobre Enfermedades
Infecciosas (CISEI) del Instituto Nacional de Salud Publica, ubicado en la ciudad de

Cuernavaca, Morelos, México.

6.1.2 Células competentes
Cepas de Escherichia coli fueron pre-tratadas con iones Ca** para producir un

aumento de la permeabilidad de la membrana.

6.1.2.1 Escherichia coli DH50™

La cepa Escherichia coli DH5a™ de la casa comercial Invitrogen estéa
disefiadas para la clonacién y subclonacion en general. Las células de E. coli
DHS50™ se emplearon en la clonacion y subclonacion de hpeno en los vectores
pGEM®-T Easy y pET-19b modificado (pET-19b_modificado) respectivamente, asi

como para la conservacién del inserto hpeno.

6.1.2.2 Escherichia coli BL21 (DE3)

La bacteria Escherichia coli cepa BL21 (DE3) de la casa comercial de la casa
comercial Stratagene, permite una expresion proteica de facil induccién y de alto
nivel. Células calcio-competentes de E. coli BL21 (DE3) fueron empleadas en la

expresion de la enzima enolasa de H. pylori.
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6.1.2.3 Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS

Las células BL21 (DE3) pLysS proporcionan un control mas estricto de la
expresion de proteinas para la expresion de proteinas toxicas y posen un plasmido
con resistencia al cloranfenicol. Células calcio-competentes de E. coli BL21 (DE3)

pLysS fueron empleadas en la expresion de la enzima enolasa de H. pylori.

6.1.2.4 Escherichia coli Rosetta-gami™

La bacteria Escherichia coli Rosetta-gami™ de la casa comercial Novagen,
es una cepa derivada de Origami™ que combinan la formacion mejorada de enlaces
disulfuro con una expresion mejorada de proteinas que contiene codones raramente
utilizados en E. coli. Esta cepa suministra ARNt para los codones AGG, AGA, AUA,
CUA, CCCy GGA.

Células calcio-competentes de E. coli Rosetta-gami™ fueron empleadas en la

expresion de la enzima enolasa de H. pylori.

6.1.3 Vectores
6.1.3.1 pGEM®-T Easy

El vector comercial pGEM®-T Easy de la casa comercial Promega es un
vector linealizado con una Unica timidina -3' terminal en ambos extremos del sitio de
insercion, las cuales mejoran la eficiencia de ligacion de productos de PCR y evitan
la recircularizacion del vector. Este vector también contiene el sistema de
identificacion de recombinantes mediante cribado azul/blanco en placas con
Ampicilina, Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl B-D-Galactopyranoside (X-Gal). El buffer del vector pGEM®-T Easy permite
extender el periodo de incubacion de las reacciones de ligacién para aumentar el
namero de colonias después de la transformacion. En general, una incubacion

durante la noche a 4 °C produce la cantidad maxima de transformantes.

El vector comercial pGEM®-T Easy fue utilizado para la clonacién del
producto de PCR del gen hpeno, este vector nos ayudo a incrementar la eficiencia de

ligacion y clonacion del inserto (gen hpeno), asi mismo nos permitié generar un
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resguardo del gen en dicho vector. En la Figura 9 se muestra un esquema general de
la estructura del vector pPGEM®-T Easy.
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Figura 9. Representacion esquematica del vector de pGEM®-T Easy.

Tomado de Promega®

6.1.3.2 pET-19b modificado

El vector pET-19b modificado (EMD Biosciences, San Diego, CA, EE. UU.),
es una modificacion del vector comercial pET-19b de la casa comercial Novagen
(Figura 10). La innovacion incorporada al vector consistio en la adicion del sitio de
corte de la enzima PreScission Protease (PSP). El vector pET-19b modificado fue
donado por el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO) del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV),
unidad Irapuato.

El vector pET-19b modificado fue empleado para la sub-clonacion del gen

hpeno en y para la expresién de la proteina hpENO.

6.1.3.3 Construccion vector::psp

La construccion del vector::psp fue donada por el Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO) del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados (CINVESTAYV), unidad Irapuato. Este vector se empleé para la
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expresion de la enzima PreScission Protease (PSP), esta enzima fue utilizada en la
eliminacion del tracto de histidinas de hpENO.
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Figura 10. Esquema general de plasmido pET-19b.

6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion de células calcio-competentes

Un matraz con 50 ml de medio de cultivo liquido Luria Bertani (LB) fue
inoculado con 500 pl - 2,000 pl de pre-cultivo de células de E. coli DH5a™ o
Rosetta-gami (segun lo requerido) con 8-12 h de crecimiento. Posteriormente el
matraz se colocd en una incubadora Thermo Scientific (Modelo 435), a una
temperatura constante de 37 °C y con agitacion de 200 rpm. Con la ayuda de un
espectrofotometro Beckman coulter se evalud la densidad optica del cultivo a 600
nm hasta que alcanzo una ODgy de 0.5. Una vez que el cultivo alcanzd la ODgg
requerida el matraz se coloco en un recipiente con hielo en agitacion suave durante
30 min, posteriormente el cultivo se cambi6 a tubos tipo falcon de 50 ml y se
centrifugd 20 min a 4,000 rpm a una temperatura de 4 °C. Cuidadosamente se

decant6 el sobrenadante y el sedimento de células se re-suspendié suavemente en 10

35|



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

ml de CaCl, 0.1 M estéril. Las células en re-suspension se colocaron nuevamente en
un recipiente con hielo por 30 min en agitacion suave, posteriormente se centrifugo
durante 20 min a 4000 rpm a una temperatura constante de 4 °C. El sobrenadante
obtenido se desechod y el sedimento de células se re-suspendié en 1,700 ul de CaCl,
0.1 My 300 pl de glicerol al 100 %. Finalmente se formaron alicuotas de 100 ul en

tubos eppendorf y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

6.2.2 Amplificacion del gen de la enolasa de H. pylori

La amplificacion de gen de la enolasa de H. pylori (hpeno) se llevé a cabo
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos
(sentido y contrasentido) utilizados para la amplificacion del gen hpeno fueron
disefiados en base a la secuencia de la enzima enolasa de Helicobacter pylori 26695
reportada en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Es importante mencionar que en la region 5 del oligonucle6tido sentido se
afiadié la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion Ndel (CATATG),
asi mismo en el oligonucledtido contrasentido se agregd la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion Xhol (CTCGAG). En el Cuadro 5 se

muestra la secuencia completa de los oligonucleétidos disefiados.

Cuadro 5. Oligonucle6tidos disefiados para la amplificacion del gen hpeno.

Oligonucleétido  Nombre Secuencia
Sentido HenoF GGCCATATGATGCTAACCATTAAAGATATTC
Contrasentido HenoR AATACTCGAGCTAGCCATGCTTAAACAACTC

Las concentraciones de los reactivos y las condiciones de la reaccion
empleadas en la amplificacion hpeno fueron previamente estandarizadas. El
Cuadro 6 presenta las concentraciones de los reactivos empleados en la

reaccion en cadena de la polimerasa. En el

Cuadro 7 se exhiben las condiciones de amplificacion de hpeno
estandarizadas. La PCR se llevd a cabo en un termociclador de la casa comercial
Bio-Rad®, modelo DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler.
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Cuadro 6. Concentracion de reactivos empleados en la amplificacion de hpeno.

Concentracion Concentracién

Reactivo nicial final Volumen (pl)
Buffer 10.0 X 10X 2.5
MgCl, 50.0 mM 1.2 mM 0.6
dNTP's 10.0 mM 0.2 mM 0.4
EnoF 5.0 uM 0.2 uM 1.0
EnoR 5.0 uM 0.2 uM 1.0
H,0 mQ 18.1
Taq polimerasa 5.0 U/ul 0.1 U/uL 0.4
DNA genémico H. pylori 250.0 ng/ul 10.0 ng/ul 1.0

Cuadro 7. Condiciones de amplificacion de hpeno.

# de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 94 180
94 40
30 60 40
72 90
1 72 420
1 6 o0

Para verificar la correcta amplificacion del gen enolasa una vez terminada la
reaccion de PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 0.7 % en TAE 1X y se monto en
una camara de electroforesis Wide Mini-Sub Cell GT marca Bio-Rad® empleando
TAE 1X como amortiguador de electroforesis. Se mezcld 1 ul de producto de PCR
(hpeno) con 1 ul de buffer de carga con SYBR Gold y se deposito en el gel. El gel se
corrié a un voltaje constante de 90 V durante 50 min. Una vez finalizada la
separacion electroforética de la secuencia amplificada, el gel se visualizd en un
transiluminador ultravioleta y los resultados fueron capturados fotograficamente con

un fotodocumentador Kodak Digital Science 1D.
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6.2.3 Construccion de vector de clonacion ()GEM®-T Easy::hpeno)
6.2.3.1 Ligacion

El producto de PCR hpeno fue ligado con el vector pGEM®-T Easy. Las
concentraciones requeridas para la mezcla de la reaccion de ligacion se determinaron
en base al protocolo propuesto en el manual del vector pGEM®-T Easy. En el
Cuadro 8, se indican las concentraciones empleadas en la reaccion de ligacion. A
continuacion, se describe brevemente el protocolo propuesto en el manual del vector
PGEM®-T Easy para llevar a cabo la ligacién del producto de PCR. Se realizé la
mezcla de la reaccién de ligacion (Cuadro 8), posteriormente se incubo la mezcla de
la reaccion de ligacion a 4 °C, con el fin de incrementar la eficiencia de ligacion, la

reaccion de ligacion se incubo durante toda la noche.

Para verificar la  construccion pGEM®-T  Easy::hpeno  (vector
clonacion::inserto) se llevd a cabo una electroforesis vertical. Una camara de
electroforesis Wide Mini-Sub Cell GT de la casa comercial Bio-Rad® se llené con
TAE 1Xy en ella se montd un gel de agarosa 0.7 %. EIl primer pozo del gel se cargo
con un 1 ul de marcador de peso molecular y 1 ul de buffer de carga; en el segundo
pozo se cargaron 2 ul de la reaccién de ligacion mezclado y 1 ul de buffer de carga
con SYBR Gold. La electroforesis se corrié durante 30 min a un voltaje constante de
90 V. Una vez finalizada la separacion electroforética, se visualizd el gel en un

transiluminador UV y los resultados fueron capturados fotograficamente.

Cuadro 8. Concentracién de reactivos de reaccion de ligacion pGEM®-T
Easy::hpeno.

Reactivo Concentracion  Concentracion final 1X(ul)
Buffer de ligacion rapida 20X 1.0X 8.0
pGEM®-T Easy 50 ng 3.13 ng 1.0
Ligasa T4 DNA 3 U/l 0.19U 1.0
Producto de PCR (hpeno) 36 ng/ul 6.0ng 6.0

6.2.3.2 Transformacion de células E. coli DH5a.™

La transformacién de las células calcio-competentes de E. coli DH5a™, se

realizd siguiendo el protocolo propuesto en el manual del vector pPGEM®-T easy, el
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cual se describe brevemente a continuacion. La reaccion de ligacion se centrifugd
ligeramente y se mezcld con ayuda de la pipeta, consecutivamente se tomaron 5 pl
de la reaccion de ligacion y se afiadieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml colocado en
hielo. Posteriormente se adicionaron 100 ul de células calcio-competentes de E. coli
DH50™ (previamente descongeladas en hielo), la mezcla de la reaccion de ligacién
y células se incubd por 20 min en hielo, posteriormente se dio un choque térmico al
tubo de reaccion colocandolo a 42 °C por 50 s, y posteriormente se incubd
nuevamente en hielo por 2 min. Se adiciond al tubo 500 ul de medio liquido LB y se
incubo a 37 °C a 200 rpm durante 90 min. Terminado el tiempo de incubacion, se
homogenizo el cultivo con ayuda de la pipeta, se tomaron 100 ul, y se inocularon en
cajas de agar LB con 100 ug/ml de Ampicilina, 100 ul de IPTG [100 mM] y 20 ul de
X-Gal [50 mg/ml] previamente preparadas. Las cajas inoculadas se incubaron a 37

°C durante toda la noche.

6.2.3.3 Confirmacion de colonias

Las colonias blancas crecidas fueron seleccionadas y la presencia del inserto
hpeno en las colonias fue confirmada por PCR en colonia. El protocolo empleado se
describe a continuacion: Se seleccionaron las colonias y fueron re-sembradas en
cajas de LB y ampicilina [100 mg/ml] por duplicado, se crecieron a 37 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente se picaron las colonias con un palillo de madera
estéril y se re-suspendieron en 5 ul de H,O estéril, posteriormente se dio una breve
centrifugacion a los tubos y se llevaron al termociclador para la lisis de las células. El

programa empleado para la lisis se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Condiciones de lisis de células para PCR en colonia.

# de ciclos Temperatura ( °C) Tiempo (s)
1 96 300
1 50 90
1 96 90
1 45 90
1 96 60
1 40 60
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Posteriormente se realiz6 la mezcla para la reaccion de PCR en colonia. Los

reactivos y concentraciones optimizadas se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Concentracion de reactivos para PCR en colonia.

Concentracion

Reactivo Concentracion final Volumen (pl)
Buffer 10.00X 1.00 X 2.50
MgCl, 50.00 mM 1.50 mM 0.75
dNTP's 10.00 mM 0.20 mM 0.50
Eno F 5.00 uM 0.20 uM 1.00
Eno R 5.00 uM 0.20 uM 1.00
H,O mQ - 16.75
Taq 5.00 U/l 0.1 U/pl 0.50
Colonia lisada -- 2.00

La mezcla de reaccion, se homogenizd en vortex, posteriormente se dio una
breve centrifugacion al tubo y las muestras se colocaron en un termociclador marca
Bio-Rad®, modelo DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler. Las condiciones para

la reaccion de PCR en colonia se muestran en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Condiciones de amplificacion de PCR en colonia.

# de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 94 180
94 40
35 60 40
72 90
1 72 420
1 6 00

6.2.3.4 Extraccion de ADN plasmidico

La extraccién del ADN plasmidico de las células transformadas de E. coli
DH50™ con el vector de clonacion (\GEM®-T Easy::hpeno) se llevé a cabo con el

estuche comercial QlAprep Spin Miniprep de la casa comercial QIAGEN. Se siguio
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el protocolo propuesto por QIAGEN , dicho protocolo se describe a continuacion: Se
seleccion6 una de las colonias positivas en la PCR en colonia, y se inocul6 en medio
liquido LB con ampicilina [100 pg/ml], se incub6 a 37 °C a 150 rpm durante toda la
noche. Se agregaronl.5 ml de cultivo a 5 tubos eppendorf de 1.5 ml, se centrifugd
por 1 min a 13,000 rpm y se decanté el sobrenadante, se adicion6 nuevamente 1.5 ml
de cultivo a cada uno de los tubos, se centrifugd por 1 min a 13,000 rpm. El
sobrenadante fue desechado y el sedimento celular se re-suspendié en 250 ul del
Buffer P1, a continuacion, se afiadieron 250 ul de Buffer P2 y se mezclé por
inversion 5 veces, posteriormente se afiadio 350 ul del Buffer N3 y se mezclo por
inversion 5 veces. Las mezclas contenidas en los tubos fueron centrifugadas por 10
min a 13,000 rpm, el sobrenadante se agregd a una mini-columna y se centrifugé por
1 min a 13,000 rpm (Nota: se empleé una sola mini-columna para centrifugar el
sobrenadante procedente de los 5 tubos). Posteriormente la mini-columna se lavé con
500 pl de Buffer PB y se centrifugé por 1 min a 13,000 rpm, a continuacion, el
eluido se descartd y se adiciond a la mini-columna 750 ml de Buffer PE, la mini-
columna se centrifugd por 1 min a 13,000 rpm, el eluido se descartd y se centrifugd
nuevamente la mini-columna por 2 min a 13,000 rpm para eliminar residuos.
Finalmente, la mini-columna fue transferida a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se
afiadieron 50 ml de H,OmQ, se incubd por 5 min a Tamp Y Se centrifugo a 13,000 rpm
durante 1 min. El eluido se afiadié nuevamente a la columna se incubo por 1min vy se
centrifugo a 13,000 rpm durante 1 min, esto Ultimo se repiti6 4 veces mas para
aumentar la eficiencia de eluido del ADN plasmidico. EI ADN plasmidico se

almaceno a -20 °C hasta su uso.

6.2.3.5 Verificacion de inserto

Para la verificacion del inserto hpeno en el vector pGEM®-T Easy se
realizaron dos procedimientos: digestion enzimatica del plasmido pGEM®-T

Easy::hpeno y secuenciacién del inserto hpeno.

La digestion del plasmido pGEM®-T Easy::hpeno se llevé a cabo con la
enzima de restriccion EcoRI de la casa comercial Promega. El plasmido pGEM®-T
Easy posee dos sitos de corte para ECOR1 en su region de clonacién mdltiple. La

mezcla de reaccion de digestion se realizd siguiendo el protocolo y las
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concentraciones sugeridas por la casa comercial de la enzima. A continuacion, se
describe brevemente el protocolo empleado. En un tubo eppendorf de 1.5 ml se
afiadieron uno a uno los reactivos mostrados en el Cuadro 12, posteriormente la
mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C por 4 h. Transcurrido el tiempo de digestion, la
reaccion se detuvo afiadiendo 2 ul de mM &cido etilen diamino tetraacético (EDTA)
[0.5 M]. La visualizacion del resultado de la reaccién de digestion se llevo a cabo en
electroforesis horizontal. Se mezclaron 2 pl de la reaccion de digestion y 1 ul de
SYBR Gold, posteriormente se cargd la mezcla en un gel de agarosa 0.7 % y se

corrié durante 1 ha 90 V.

Cuadro 12. Mezcla de reaccion de digestion de pGEM®-T easy::hpeno.

Reactivo Concentracion  Concentracion final ~ Volumen (ul)
H,0 mQ --- --- 6.00
EcoRlI 12U/l 0.6U 1.00
pPGEM®-T easy::hpeno 1.5ug 2.00

Para la secuenciacién del inserto hpeno se empled un secuenciador de capilar
ABI Prism (AppliedBiosistem Modelo 3130) para secuenciacion en columnas. Los
iniciadores empleados en la reaccion de secuenciacion estaban disefiados sobre la
region del promotor del vector pPGEM®-T Easy; T7 Promoter Primer (T7F) y
pUC/M13 Reverse Primer (M13R), Se realizaron dos reacciones de secuenciacion; la
reaccion sentido (57 a 3”) con el iniciador T7F y la reaccion contrasentido (3’a5’) con
el iniciador M13R (

Cuadro 13).

Cuadro 13. Oligonucleétidos de regién promotora de pGEM®-T Easy.

Nombre Secuencia
T7F TAATACGACTCACTATAGGG
M13R CAGGAAACAGCTATGACC
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Los reactivos y concentraciones utilizados en las reacciones de secuenciacion
se muestran en el Cuadro 14. Las condiciones de amplificacion para la reaccion de

secuenciacion se muestran en el Cuadro 15.

Cuadro 14. Reaccion de secuenciacion de inserto en pGEM®-T Easy.

Reactivo Concentracion  Concentracion final ~ Volumen(ul)
4.0 l
H,0 (MQ) 6.5 ul
Iniciador T7F 6 M13R 5.0 uM 1.0 uM 4.0 ul
BigDye v3.1 ready mix 25X 1.0X 4.0 ul
pGEM®-T Easy::hpeno 400.0 ng 30.0 ng 1.5 pl

Cuadro 15. Condiciones de amplificacion para reaccién de secuenciacion.

# de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 96 60
96 10
25 55 5
62 240
1 62 60
1 6 300

Una vez finalizada la amplificacion el producto de PCR, la reaccion de
secuenciacion se purifico con el estuche comercial BigDye® XTerminator™
Purification de la compafiia Applied Biosystems. Se siguié el protocolo propuesto
por el proveedor, el cual se describe a continuacion, se tomaron 10 ul del producto
de PCR vy se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 10 pl de
XTerminator atemperado a 37 °C, posteriormente se afiadieron 45 ul de SAM, se
homogenizo por vortex y se incubd por 30 min a 25 °C a 11,000 rpm. Posteriormente
se centrifugo por 2 min a 13,000 rpm, se transfirio cuidadosamente el sobrenadante a
un tubo eppendorf de 0.2 ml, se dio un spin a 13,000rpm y se llevé a secuenciar. Las
secuencias del inserto obtenidas fueron analizadas utilizando la herramienta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI.
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6.2.4 Sub-clonacion, construccién de vector de expresion (pET-19b_modif::hpeno)
6.2.4.1 Purificacion y preparacion de plasmidos

La construccién vector::inserto, pET-19b_modificado::hslep fue donado por
el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia del
Instituto Politécnico Nacional. El vector de clonacion pGEM®-T Easy::hpeno, fue

obtenido como se describi6 previamente.

Ambos construcciones de vectores (pET-19b_modificado::hslep y pGEM®-T
Easy::hpeno ) fueron clonadas y posteriormente purificadas con el estuche comercial
QIAprep Spin Miniprep de la casa comercial QIAGEN. Se sigui6 el protocolo de
purificacion propuesto por el estuche, dicho protocolo fue descrito con detalle

anteriormente.

6.2.4.2 Digestion de vectores

Los  vectores  purificados pGEM®-T  Easy:hpeno 'y  pET-
19b_modificado::hslep fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol.
Los reactivos y volumenes empleados para las reacciones de digestion se muestran
en el Cuadro 16. La reaccion de digestion fue realizada en tubos eppendorf de 1.5
ml, se agregaron todos los reactivos con excepcion de la enzima Ndel,
posteriormente la reaccion de ligacion se incubo durante 3 h a 37 °C, posteriormente
se afladié la enzima Ndel y se incub6 durante 2 h més a 37 °C. La reaccion de
ligacion se detuvo afiadiendo a la mezcla de reaccion 5 ul de EDTA 05 M y

finalmente la reaccion se incubo por 10 mina 75 °C.

Cuadro 16. Volumen de reactivos de reacciones de digestion de las
construcciones de vectores.

" Reactivo  Volumen(ul)

Buffer D 12.0
Ndel 5.0
Xhol 5.0
H,0 mQ 73.0
pET-19b modificado::hslep 6 pGEM®-T Easy::hpeno 25.0
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6.2.4.3 Purificacion de vector pET-19b_modificado e inserto hpeno digeridos

El producto de la reaccion de digestion fue corrido en un gel de agarosa 0.7
%, por 60 min a 90 V. Una vez finalizada la separacion electroforética, el gel se
visualizo en un transiluminador ultravioleta y con la ayuda de este, se cortaron las
bandas correspondientes al vector digerido pET-19b modificado y al inserto digerido
hpeno. Las bandas seccionadas se cuantificaron y se colocaron por separado en tubos
eppendorf de 1.5 ml. La purificaron de las bandas se llevé a cabo con el estuche
comercial QIAquick Gel Extraction de QIAGEN. A continuacién, se describe el
protocolo propuesto por el proveedor. Se adicionaron 3 volimenes del Buffer QG
por cada volumen de gel, posteriormente se mezcld por vortex y se incubé a 50 °C
por 10 min, en este lapso de tiempo se mezclaron intermitentemente los tubos en
vortex. Concluido el tiempo de incubacion se adiciond 1 volumen de isopropanol 100
% y se mezcld en vortex. Consecutivamente se transfirio la muestra a una mini
columna QIAquick insertada en el tubo de colecta, la columna se centrifugd por
1min a 13,000 rpm, el filtrado se descartd. Posteriormente se agregaron 500 ul de
Buffer QG a la mini columna y se centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm, el filtrado
se descarto y a continuacion se lavo la mini columna con 750 ul de Buffer PE, se
centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm, el filtrado se desechd nuevamente. Para
eliminar completamente los residuos de las soluciones la mini columna se centrifugo
nuevamente a 13,000 rpm durante 1 min. Subsiguientemente se transfirié la mini
columna a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml, se afiadieron 20 ul de H,O libre de
nucleasas y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo
de incubacion se centrifugod la columna a 13,000 rpm durante 1 min. Para obtener la
maxima concentracion posible del vector pET-19b modificado y del inserto hpeno
digeridos se pasé 4 veces mas el eluido por la columna, finalmente se deseché la
columna y el ADN eluido se recolectd en el tubo eppendorf. Se corrié un gel de
agarosa al 0.7 % para cuantificar la concentracion del vector y del inserto. EI ADN
plasmidico y el inserto purificado fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

6.2.4.4 Ligacion vector pET-19b modificado e inserto hpeno

El inserto hpeno y el vector pET-19b modificado (ambos previamente

digeridos y purificados), fueron empleados para llevar a cabo la reaccion de ligacion.
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Dicha reaccion productos fueron ligados con la enzima T4 Ligasa. Los volimenes
empleados para la reaccién de ligacion se muestran en el Cuadro 17. El protocolo
empleado para la reaccion de ligacion fue el sugerido por la casa comercial de la
enzima T4ligasa. En un tubo eppendorf de 1.5 ml fueron afiadidos cada uno de los
reactivos mostrados en el Cuadro 17, la reaccion de ligacion se incubd a 4 °C

durante toda la noche.

Cuadro 17. Reaccion de ligacion pET-19b modificado::hpeno.

Reactivo Volumen (ul)
1.0
pPET19b modificado 3.0
Inserto Hpeno 5.0
H.0 -
T4 DNA Ligasa 1.0

6.2.4.5 Transformacion de células DH5q¢,™

Células calcio-competentes de E. coli DH5a.™ fueron transformadas con el
producto de la reaccion de ligacion pET-19b modificado::hpeno. La transformacion
de las células E. coli DH50™ se realiz6 siguiendo el protocolo transformacion de

células descrito anteriormente.

6.2.4.6 Confirmacion de colonias

Las colonias de E. coli DH5a.™ transformadas con el vector de clonacién
(PET-19b modificado::hpeno) fueron confirmadas mediante una reaccion de PCR en
colonia. El protocolo de la reacciébn de PCR en colonia se describié a detalle

anteriormente.

6.2.4.7 Extraccion de ADN plasmidico
Se seleccionaron 2 de las colonias transformadas de E. coli DH5a."™ positivas
en la PCR en colonia. Las colonias se inocularon en medio LB liquido con

ampicilina [100 pg/ml] y se incubaron a 37 °C a 150 rpm durante toda la noche.
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Posteriormente se realizd la extraccion del ADN plasmidico (pET-19b
modificado::hpeno) de las células E. coli DH5a.™ transformadas. En la extraccion
del ADN plasmidico se empled el estuche comercial QIAprep Spin Miniprep de la
casa comercial QIAGEN utilizando el protocolo propuesto por el estuche, el cual fue

descrito anteriormente.

6.2.4.8 Verificacion de inserto
La verificacion del inserto hpeno en el vector de expresion pET-19b
modificado se llev0 a cabo mediante la digestion del vector pET-

19bmodificado::hpeno y la secuenciacion del inserto hpeno.

La digestion del plasmido pET-19bmodificado::hpeno se llevd a cabo con las
enzimas de restriccion Ndel y Xhol de la casa comercial Promega. Los sitios de
restriccibn para dichas enzimas fueron adicionados a la secuencia de los
oligonuclettidos disefiados (Cuadro 5). En un tubo eppendorf de 1.5 ml se
afiadieron uno a uno los reactivos mostrados en el Cuadro 18. La reaccion de
digestion se incub6 a 37 °C durante 1 h, posteriormente la reaccion de digestion se
detuvo afiadiendo 2 pl de EDTA 0.5M. La verificacién de los resultados de la
reaccion de digestion se realiz6 mediante electroforesis horizontal. En la
electroforesis horizontal 2 ul de la reaccion de digestion y 1 ul de SYBR Gold fueron
depositados en un gel de agarosa 0.7 %. EI gel se corrié durante 1 h a 90 V. Una vez
finalizada la separacion electroforética, el gel se visualiz6 en un transiluminador
ultravioleta y los resultados fueron capturados fotograficamente con wun
fotodocumentador Kodak Digital Science 1D.

El inserto del gen hpeno en el vector de expresion también fue verificado
mediante secuenciacion, que se llevd a cabo en un secuenciador ABI Prism AB3130
(Applied Biosistem, USA). Se realizaron dos reacciones de secuenciacion
independientes, en ellas se emplearon los iniciadores de la region del promotor T7
del vector pET-19b. En la reaccion sentido (5° a 3°) se utilizo el iniciador T7F y en la
reaccion contrasentido (3’a5’) el iniciador T7R (Cuadro 19). Todos los reactivos y
concentraciones utilizados en la reaccion de secuenciacion se muestran en el Cuadro
20. Las condiciones de amplificacion de la reaccidn de secuenciacion se muestran en
el Cuadro 15.
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Cuadro 18. Mezcla de reaccién digestion de pET-19b_maodificado::hpeno.

Concentracion

Reactivo Concentracion final Volumen (pl)
Buffer D 10.0 X 1.0X 2.0
H,0 mQ 13.0
Ndel 10.0 U/l 05U 1.0
Xhol 10.0 U/l 0.5 1.0
pET-19b_modificado::hpeno 10.0 ug 1.5 ug 3.0

Cuadro 19. Oligonucle6tidos de region promotora de pET-19b.

Nombre Secuencia
T7F TAATACGACTCACTATAGGG
T7R GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Cuadro 20. Reaccion de secuenciacion de inserto en pET-
19b_modificado::hpeno.

Reactivo Concentracion ~ Concentracion final ~ Volumen (ul)
Buffer bigdye v3.1 50X 10X 4.0
H.0mQ 5.0 uM 1.0 uM 9.0
Oligo T7F o T7R 5.0 uM 1.0 uM 1.0
BigDye v3.1 ready mix 25X 10X 1.0
pET-19b_modificado::hpeno 300.0 ng 30.0 ng 2.0

Una vez finalizada la amplificacion el producto de PCR para la reaccion de
secuenciacion del vector de clonacién se purifico como se describié anteriormente y
se llevé a secuenciar. Las secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta
BLAST del NCBI.
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6.2.5 Obtencidn de la proteina recombinante enolasa de H. pylori
6.2.5.1 Transformacion de células E. coli Rosetta-gami

Se transformaron células calcio-competentes de E. coli Rosetta-gami con la
construccién del vector de expresion (pET-19b modificado::hpeno), siguiendo el

protocolo de transformacion descrito anteriormente.

6.2.5.2 Expresion de la proteina recombinante enolasa de H. pylori

Se estandarizaron las condiciones expresién de la proteina recombinante
enolasa de H. pylori (hpENO). El protocolo utilizado se describe a continuacion, a
partir de una sola colonia recombinante de E. coli Rosetta-gami se prepar6 un pre-
cultivo en un matraz Erlenmeyer de 50 ml se adicionaron 25ml de medio 2xYT, 100
ug/ml de ampicilina y 34 ug/ml de cloranfenicol, posteriormente el matraz se incub6
a 37 °C a 150 rpm en una incubadora Thermo Scientific, modelo 435 durante 18 h.
Al dia siguiente se inoculé un matraz con 500 ml de medio 2xYT, 100 ug/ml de
ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol con 25 ml del pre cultivé celular.
Posteriormente se incubd el matraz con cultivo a una temperatura constante de 37 °C
y a 200 rpm hasta alcanzar una DOgg entre 0.6 y 0.8. Una vez alcanzada la ODggo
deseada, se tomo una alicuota de 1 ml se centrifugé por 1 min a 13,000 rpm, se
desechd el sobrenadante y la pastilla se almacenaron a -20 °C (Muestra Ty). Para
inducir la produccidn de la enzima recombinante hpENO, se agregd al matraz con el
cultivo IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubd por 4 h a 37 °C y 200
rpm. Terminado el tiempo de induccion, nuevamente se tomo una alicuota de 1 ml de
cultivo y se le dio el mismo tratamiento que a la muestra de Ty (Muestra T,). El resto
del cultivo bacteriano se centrifugd a 9,000 rpm durante 30 min a 4 °C, finalmente se
descartd el sobrenadante y el sedimento celular fue almacenado a -80 °C hasta su
uso. Como control de expresion se usaron células sin transformar de E.coli Rosetta-
gami. Se verificd la expresion de la proteina por electroforesis vertical en geles de

poliacrilamida.
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6.2.6 Electroforesis vertical SDS-PAGE

La técnica de SDS-PAGE posee un alto poder de resolucién. Lo anterior se
deriva del uso de un sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de
distinta porosidad y pH, en el gel superior o compactador primero se compactan las
muestras y luego en el gel inferior o separador las muestras se separan. Para la
elaboracion de los geles SDS PAGE se sigui6 el protocolo propuesto por Laemmli
(Laemmli 1970) que a continuacion se describe: el gel separador se prepar6 primero,
los reactivos y cantidades empleados se describen en el Cuadro 21, se dejé
solidificar el gel durante 40 min, posteriormente se preparé el gel concentrador y se
afiadio en la parte superior del primer gel, una vez que transcurri6 el tiempo para la
solidificacion del gel, la base fue montada en una camara de electroforesis vertical

con el tampdn de corrida.

Cuadro 21. Reactivos para preparacion de geles acrilamida:bisacrilamida
(29:12).

Gel concentrador 5%

Reactivo Gel separador 12% (ul) (ul)
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 6,000 pl 650 pl
H,0O desionizada 5,250 pl 3,000 pl
Tris 4X CI/SDS pH 8.8 3esopl -
Tris4X CI/SDSpH68 e 1,250 pl
Persulfato de Amonio 10 % 50 pl 25 ul
TEMED 10 pl 5ul

6.2.6 Extraccion de proteinas de cuerpos de inclusion

Se tomo una pastilla congelada de 500 ml de cultivo, se descongel6 en hielo y
se re suspendio en 25 ml de buffer de resuspension (50 mM Tris-HCI pH 80, 1 mM
EDTA, 150 mM KCI y 0.1 mM PMSF), se sonic6 a una amplitud de 50 %, 12 ciclos
de 10 s con descanso de 20 s, después se adicioné 1 mM de MgSO, y 0.1 mg/ml de
lisozima de huevo blanco de pollo (Sigma, USA), se incubo por 20 min a Tamp €N
agitacion, posteriormente se centrifugo a 9,000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se
descarté el sobrenadante y la pastilla se re-suspendié en 25 ml de Buffer de lavado 1
(1 % v/v Triton X-100/50 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA y 0.1 mM PMSF) se
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sonicO nuevamente con condiciones dadas anteriormente, se agregd 1 mM de
MgSOy, y 0.1 mg/ml de lisozima de pollo y se incubo a Tamp por 20 min en agitacion,
a continuacion se centrifugd a 9,000 rpm durante 20 min a 4 °C, se descartd
sobrenadante. La pastilla se re-suspendié en 25 ml de Buffer de lavado 2 (1%v/v
Triton X-100/50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 mM PMSF), se incub6 por 20 min a
Tamb con agitacion, posteriormente se centrifug6 a 9,000 rpm durante 20 min a 4
°C, se descarto el sobrenadante. La pastilla se re-suspendio en 25 ml de Buffer de
lavado 3 (H20 mQ, 0.1 mM PMSF), se incub6 por 20min a Tamb en agitacion y se
centrifugo por 20 min a 9,000 rpm a 4 °C, se descarto el sobrenadante y la pastilla se
re suspendié en 25 ml de Solucién de Urea (8 M urea, 50 mM Tis-HCI pH 8.0, 1 mM
PMSF), se incubd por 4 h a Tamp en agitacion, posteriormente se centrifugd por 30
min a 9,000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se guardé a 4 °C hasta su uso. La integridad
del extracto de cuerpos de inclusion fue verificada por electroforesis en gel de

poliacrilamida al 12 %.

6.2.7 Cromatografia por afinidad a niquel

Haciendo uso de la afinidad del tracto de histidinas afiadida a la proteina
recombinante hpENO al niquel, se empacaron columnas de vidrio con 4ml de resina
Ni-NTA agarosa de la casa comercial QIAGEN. La resina se lavo con 10 volumen de
columna (VC) de H,0 des ionizada y filtrada, posteriormente se equilibré con 10 VC
de Buffer de union (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM KCI, 10mM imidazol). Se
adiciono al extracto de proteinas de cuerpos de inclusion 10 mM de imidazol, se
filtro y se agrego a la columna empacada, se dejo interaccionar la muestra con la
resina a T,mp POr 2 h en agitacion. Posteriormente se recolecto el flujo que paso por
la columna, se lavé con 10 VC de Buffer de lavado (50mM Tris-HCI pH 8.0, 300
mM KCI, 50 mM imidazol) y se desprendid la proteina de la columna con 5 VC de
Buffer de elucion (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM KCI, 300 mM imidazol),
posteriormente la columna se lavo con 15 VC de H20 y 2 VC de etanol 20 %, y se

guardo en etanol 20 % a 4 °C.
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6.2.8 Eliminacion del tracto de histidinas

6.2.8.1 Expresion y purificacion de PreScission Protease (PSP)

Se transformaron células de E. coli Rosetta-gami con la construccion
vector::psp, se selecciond una colonia recombinate y se prepar6 un pre-cultivo
inoculando un matraz Erlenmeyer con 20 ml de medio liquido LB y 100 ug/ml de
ampicilina. El matraz se incub6 a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante toda la
noche. El dia siguiente dos matraces Erlenmeyer con 500 ml de medio de cultivo
liquido LB y 100 pg/ml de ampicilina fueron inoculados con 10 ml del pre-cultivo,
posteriormente los matraces fueron incubados a 37 °C y 200 rpm hasta tener un
cultivo con una ODggo de aproximadamente 0.7. Una vez obtenida la OD de cultivo
se afadio IPTG para una concentracion final de 1 mM y se incubd por 3 h el cultivo
para la produccion de la proteina recombinante PSP. Para obtener el precipitado
celular una vez finalizado el tiempo de incubacién el cultivo se centrifugé durante 30
min a 4 °C y 9,000 rpm, el sobrenadante de descarto y la pastilla se almacené a -80

°C hasta su uso.

Para la purificacion de la PSP recombinante se descongelo en hielo una
pastilla proveniente de 500 ml de cultivo, posteriormente se re-suspendié en 7.5 ml
de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 20% Glicerol, 10 mM &cido
etilen diamino tetraacético, 1 mM Ditiotreitol [DTT]), se adicionaron 300 ul de
lisozima de huevo blanco de pollo (25 ug/ml) y se incubé en hielo durante 45 min.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se adicion6 a la mezcla 75 ml de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM, posteriormente se congelo rapidamente el
lisado en nitrogeno liquido, inmediatamente después de descongel0 en agua a

temperatura ambiente y se centrifugé a durante 30 min a 4 °C y 9,000 rpm

6.2.8.2 Corte del tracto de histidinas

La proteina purificada hpENO se colocé en una bolsa de dilisis y se adiciond
la enzima PSP (200 ul por cada 20 ml de extracto de hpENO), 1ImM EDTAy 1 mM
DTT. Posteriormente la bolsa de dialisis se depositd en un vaso de precipitado con
500 ml de Buffer de corte (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM KCI), se incub6 a 4 °C
en agitacion durante 16 hr.
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6.2.9 Purificacién de hpENO cortada

La mezcla de hpENO con vy sin etiqueta de histidinas y PSP se paso a través
de una columna empacada con Glutation Sepharose (GE Healthcare) para suscitar la
unién de PSP a la resina. Inmediatamente, la desnaturalizaciéon de la proteina fue
inducida con urea 8 M vy, finalmente, la mezcla de hpENO con y sin etiqueta de
histidinas se hizo pasar por una columna empacada con resina NTA- Ni (QIAGEN).
La hpENO sin etiqueta de histidina se recuperé en la fraccion del flujo a través de la
columna y la hpENO con tracto de histidinas se eluyo con el tampon de elucion. La

proteina purificada fue almacenada a 4 °C hasta su uso.

6.2.10 Preparacion de la muestra hpENO

La proteina se dializé en una solucién tampon 50 mM a pH 8.0 de tris-HClI,
tris-acetatos o fosfato de potasio (segln se requiriera), realizando cambio de tampén
cada 4 h. Se realizaron como minimo tres cambios de tampon. Finalizado proceso de
dialisis la proteina se filtrd por centrifugacién a 6,000 rpm y se concentré hasta 60

ug/ml aproximadamente.

6.2.11 Caracterizacion estructural de proteina recombinante hpENO
6.2.11.1 Caracterizacién de estructura primaria

Las secuencias de aminoacidos de enolasa de H. pylori y otras enolasas de
origen procariota y eucariotas se obtuvieron de la base de datos de NCBI. Se realiz
un alineamiento de secuencia multiple con el software SeaView (Galtier et al., 1996)
y se utiliz6 el programa GeneDoc para visualizar y analizar los resultados del

alineamiento.

6.2.11.2 Caracterizacion de estructura secundaria

El dicroismo circular (DC) se basa en la absorcion diferencial de izquierda y
radiacion derecha polarizada circularmente por cromoforos que poseen quiralidad
intrinseca 0 que se encuentran en ambientes quirales. Las proteinas poseen una serie

de cromoforos que pueden dar lugar a sefiales de DC, en la region UV-lejano (240-
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180 nm), que corresponde a la absorcion del enlace peptidico. Es por ello que
mediante el analisis del espectro de DC se puede obtener informacion referente a las
caracteristicas estructurales secundarias, como la a-hélice y B-hoja (Kelly and Price
2000). En la Figura 11 se muestran los espectros caracteristicos asociados a las

estructuras secundarias.
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Figura 11. Espectros de DC UV-lejano asociados con los tipos de

estructura secundaria.

a-helice: linea continua, hoja B anti-paralela: linea discontinua larga, giro B tipo I:
linea de puntos, hélice 3; extendida o hélice 1l poli (Prolina): linea discontinua

cruzada, estructura irregular: linea discontinua corta.
(Kelly et al. 2005)

El DC es una técnica versatil en biologia estructural, con una gama cada vez mas
amplia de aplicaciones, en la actualidad esta técnica es muy valiosa para examinar la
estructura secundaria, las propiedades de plegamiento, para evaluar la integridad
estructural y para seguir el despliegue/plegamiento en funcion de la temperatura de
las proteinas en solucién (obtenidas mediante técnicas recombinantes o bien
purificadas de tejidos) (Greenfield 2006b; Kelly et al. 2005; Kelly and Price 2000).
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La enolasa recombinante se analizé por dicroismo circular (DC) usando un
espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un soporte
de célula de tipo Peltier PFD-425S para el control de temperatura y agitacion
magnética. Los espectros de DC se registraron utilizando celdas de 0.1cm y las
lecturas fueron tomadas en un rango de longitud de onda de 200-250 nm. La
elipticidad es reportada como la elipticidad por residuo medio [0] (Greenfield
2006b).

6.2.11.3 Caracterizacion de estructura terciaria

La espectroscopia de fluorescencia se basa en la fluorescencia intrinseca de
las proteinas, existen tres aminoécidos aromaticos fluorescentes: fenilalanina,
tirosina y triptéfano, aunque el principal contribuyente de fluorescencia es el
triptéfano. No obstante, estos tres aminoacidos son relativamente escasos en las
proteinas, aunque esto en realidad facilita la interpretacion de los espectros de
fluorescencia obtenidos. Los cambios en los espectros de emision de fluorescencia
ocurren en respuesta a transiciones conformacionales, asociacion de subunidades,

unidn a sustratos o desnaturalizacion de la proteina (Lakowicz 2006).

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron usando un espectrofluorémetro
modelo LS-55 (Perkin-Elmer), equipado con un soporte de celda con camisa de agua
para control de la temperatura. Todos los experimentos se realizaron con células con
una longitud de trayectoria de 1.0 cm, a 25 °C. La excitacion de longitud de onda

fueron 280 nm y 295 nm.

6.2.12 Desplegamiento térmico

La estabilidad térmica de apo y holo-enolasa se analizaron mediante des-
plegamiento térmico (desnaturalizacion inducida por la temperatura). El des-
plegamiento térmico de la apo y holo-hpENO se analiz6 mediante dicroismo circular
(DC) usando un espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Inc., Easton, MD). Los
cambios de sefial de DC por efecto del calentamiento de la muestra se registraron
utilizando celdas de 1.0 cm y las lecturas fueron tomadas a una longitud de onda de

220 nm. EIl desplegamiento se inicid a 25 °C y el equipo se program0 para realizar
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incrementos constantes de temperatura hasta llegar a 95 °C. La elipticidad es

reportada como la elipticidad por residuo medio [0].

Los cambios de estructura secundaria durante el enfriamiento se registraron
después de que las transiciones de desnaturalizacion se habian completado y la
proteina se enfriaba hasta regresar a su temperatura inicial de 25 °C. Las
temperaturas de la muestra dentro de la celda se registraron con la sonda de soporte

externa.

En los ensayos realizados las muestras de enolasa (hpENO) se prepararon a
una concentracién de 0.060 mg ml™. Se emplearon tres tampones diferentes en las
evaluaciones: Tris-acetato, Tris-HCI y fosfato de potasio, 50 mM y a pH de 7,4. En
algunos experimentos, las soluciones se complementaron con MgCl, 2 mM o EDTA
1 mM como se establece (Moreno-Vargas et al. 2011; Pal-Bhowmick et al. 2007).

Dado que las transiciones de desnaturalizacion de hpENO no muestran la
aparicion de intermedios detectables, estos datos se analizaron usando el modelo de
desnaturalizacion de dos estados para una proteina dimera, donde las Unicas especies
detectables son el dimero nativo (N) y los mondémeros desplegados (D) , de acuerdo

a.
D
N, == 2D

En este caso, la constante de equilibrio Kp se define como:

« _or
[N.]

y la concentracion total de proteina en términos de monémero, P, es

R =2N,]+[D]

La fraccién de monémeros implicados en dimeros nativos, sz se da como

sz =1-fp, donde fp es la fraccion de mondmeros desplegados, y
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; _D]
° R
Por lo tanto,
KD — [D]2 — 2Pt sz
[N.] f,

La constante de equilibrio puede expresarse en funcion de la temperatura.
Fuera de la region de transicion, la sefial de DC de las especies nativas y
desnaturalizadas varian linealmente con la temperatura; por lo tanto, es posible
estaimar por extrapolacion su valor a cada temperatura. La entalpia de
desnaturalizacion (AHp) se obtuvo al trazar en Kp versus T de acuerdo con la

ecuacion de van’t Hoft:

AH(T) :_R{éln KD}: RTZ[aln KD}AH(:')
o(LIT) T | RT

donde Tm es el punto medio de la desnaturalizacion térmica. Las gréaficas de
van't Hoff (en Kp vs 1 / T) de desnaturalizacion térmica son aproximadamente
lineales a través del intervalo de temperaturas estudiadas, lo que permite una
estimacién de la entalpia asociada a la reaccion de desplegamiento térmico de la

enolasa.

6.2.13 Cineticas de desplegamiento

Las cinéticas de des-plegamiento térmico de la holo-hpENO se realizaron
mediante dicroismo circular (DC) empleando un espectropolarimetro JASCO J-815
(Jasco Inc., Easton, MD). Las cinéticas del desplegamiento de DC se registraron
utilizando celdas de 1.0 cm. Para ello se seleccionaron previamente cinco
temperaturas cercanas a la fase exponencial del desplegamiento de la proteina. Los
cambios en la estructura de la enzima fueron leidos a 220 nm, y los experimentos se
Ilevaron a cabo en una solucién de Tris-HCI 50 mM a pH 7.4 con complementado

con una solucién de Mg?* 4 mM.
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6.2.13.1 Entalpia de activacion (AH?)

Los datos de las curvas cinéticas de des-plegamiento se ajustaron a
ecuaciones de decaimiento exponencial individuales (&t = &f + A; exp [kit]); donde
¢t es la sefial del DC medida en el tiempo t, ¢f es la sefial de CD final, el valor A;
representa la amplitud de la curva exponencial, y, k; es la constante de velocidad de
desplegamiento de la reaccion. La dependencia de las constantes de velocidad en la
temperatura se evalud trazando la In (ky / T) frente a 1 / T, que representa la ecuacion

de Eyring.

T

n

k k #* Ed
In-L=In| =8 +£_ﬁ
R RT
donde kg (1.3807 X 10-23 JK™) y h (6.62 X 10™** J) son las constantes de
Boltzman y Planck respectivamente, AS” y AH” son la entropia y la entalpia de

activacion respectivamente. (Greenfield 2006a).

6.2.14 Actividad catalitica

Las reacciones acopladas de la piruvato cinasa muscular de conejo (PYK) y la
lactato deshidrogenasa de corazén (LDH) se usaron para probar la actividad de la
enolasa recombinante de la hpENO. La reaccién se siguié midiendo la disminucién
de la absorbancia de NADH a 340 nm, esto mediante el empleo de un
espectrofotdmetro Scinco S-3100 UV-Vis. Los ensayos de actividad estandar se
realizaron a 25°C en una mezcla de reaccién de 1,0 ml que contenia 81 mM de
trietanolamina / HCI, pH 7,6, 1,9 mM de 2-PGA, 1,3 mM de ADP, 0,12 mM de -
NADH, 0,5 mM de MgSQO, y 25 mM de KCI. Las enzimas auxiliares PYK y LDH se
usaron en concentraciones finales de 7 y 10 U ml-1, respectivamente. Todos los
reactivos fueron adquiridos en la casa comercial Sigma, las concentraciones y el
protocolo seguido para la determinacion de la actividad de la hpENO fue el sugerido
por la misma casa comercial. La enolasa recombinante se afiadié a una concentracion
final de 400 ng mI™ (Hannaert et al. 2003).

Se realizaron experimentos de control positivo usando de 0,025 a 0,05
unidades de enolasa comercial de Saccharomyces cerevisiae (ScEno), adquirida a

Sigma, sin ninguna purificacion adicional.
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6.2.15 Determinacion de sitios blancos de hpENO

Dada la alta similitud de secuencia de las proteinas enolasas, la busqueda de
sitios blancos en hpENO implico el uso de dos programas. Como primer paso fue
empleado el programa Molecular Operating Environment (MOE) version 2008.10
(Merz et al. 2010), este programa ofrece una funcion conocida como “seleccion de
sitios”, con esta funcion el programa realiza un analisis en toda la superficie de la
proteina y revela los “huecos” en la proteina con capacidad de unién de compuestos.
Una vez identificados los “huecos’’ o sitios blacos de la hpENO se realiz6 un filtrado
de dichos sitios empleando el analisis bioinformatico del alineamiento multiple de las
secuencias de enolasas reportadas. Con estos datos se seleccionaron unicamente los
sitios de unidn en los que se presentaban mas aminoacidos Unicos en la secuencia de
hpENO, esto nos permite aumentar la probabilidad de union especifica de los

compuestos a la enolasa de H. pylori.
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7. RESULTADOS
7.1 Amplificacion del gen de la enolasa de H. pylori

El gen de la enolasa dentro del género Helicobacter se encuentra presente en
todas las especies y tiene un grado alto de conservacion. La amplificacién del gen de
la enolasa de H. pylori (hpeno) mediante PCR convencional dié como resultado un
producto de PCR con el tamafio de banda esperado (~1,281 pb), con un contenido de
GC de 43.56 %. Esto corresponde con el tamafio estimado para este gen y con las

estimaciones del contenido de GC del genoma de H. pylori (Figura 12).

Figura 12. Amplificacion de gen enolasa de H. pylori (hpeno).

En el primer carril corresponde al marcador 1 kb Ladder DNA step, en el
segundo carril se muestra la amplificacion del gen enolasa de H. pylori.

7.2. Construccion de vector de clonacion (pbGEM®-T Easy::hpeno) y vector de

expresion (pET-19b modificado::hpeno)

El gen amplificado de la enolasa de H. pylori (hpeno) fue ligado en el vector
pGEM®-T Easy exitosamente. Con la construccion del vector de clonacién producto
de la reaccién de ligacion (PGEM®-T Easy::hpeno), se transformaron células calcio
competentes de E. coli DH5a™. Dichas celulas mostraron una alta eficiencia y
eficacia de transformacion, ya que en la reaccion de transformacién se obtuvieron

una gran cantidad de colonias transformadas con el vector.
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Gracias a las caracteristicas del vector pPGEM®-T Easy que permite distinguir
visualmente las colonias que contienen el inserto (colonias blancas) de las colonias
que no lo contienen (colonias azules), se realizd un primer cribado de las colonias.
Las colonias con el inserto seleccionadas fueron verificas mediante una reaccion de
PCR en colonia. En la Figura 13 se puede observar el resultado de la PCR en colonia
de algunas de las colonias de E. coli DH5a transformadas con el vector de clonacién
(PGEM®-T Easy::hpeno).

1 2 345 6 7 89 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1Kb

Figura 13. PCR en colonia de transformantes de E. coli DH5a™ con
pGEM®-T Easy::hpeno.

En el primer carril se muestra el marcador molecular de 1 Kb Ladder DNA step, del segundo
al decimonoveno carril se muestra el producto de PCR eno a partir de colonias transformadas
con pET-19b::hpeno, finalmente en el carril vigésimo se muestra el control negativo de la
reaccion.

La transformante de E. coli DH5a™ seleccionada fue empleada exitosamente
para el cultivo y multiplicacion celular de la cepa transformada. La transformacion
de la cepa con el vector no afectd las habilidades de crecimiento de la cepa, a partir
del cultivo celular obtuvimos el ADN plasmidico (pGEM®-T Easy::hpeno). Este
material genético se empleo en la reaccion de digestion enzimatica con las enzimas
Ndel y Xhol. En el Panel A de la Figura 14, podemos observar la liberacion exitosa
de inserto hpeno producida con la reaccién de ligacion a partir de la construccion del

vector de clonacién ()GEM®-T Easy::hpeno).

El inserto liberado fue eficazmente purificado para su sub-clonacion en el

vector de expresion. Para dicho proceso se llevo a cabo una reaccion de ligacion con
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el vector pET-19b modificado y el gen hpeno, ambos previamente digeridos y
purificados. Con el producto de la reaccion de ligacion (pET-19b modificado::hpeno)
se realizé transformacion de células de E. coli DH5a. La sub-clonacion del inserto se
llevd a cabo exitosamente. La eficiencia de transformacion del vector de expresion
fue significativamente menor a la mostrada por el vector de clonacion. EI nimero
total de transformantes fueron analizadas mediante PCR en colonia, con ello se logro
la verificacion de la presencia del inserto en la colonia. Posterior a la verificacion del
inserto se realizé el cultivo de la cepa y su subsecuente extraccion de ADN gendmico
a partir del cual también se verificé la presencia del inserto en el vector mediante una
reaccion de ligacion. En el Panel B de la Figura 14, podemos observar la liberacién
exitosa de inserto hpeno producida con la reaccion de ligacion a partir del vector de

expresion (pET-19b modificado::hpeno).

A

Figura 14. Verificacion de inserto hpeno en vectores por reaccion de
digestion.

Panel A: Liberacion de inserto hpeno de vector de clonaciéon pGEM®-T Easy, Panel B:
Liberacion de inserto hpeno de vector de expresion pET-19b modificado. El primer carril de
cada panel corresponde al marcador 1 kb Ladder DNA step, el segundo carril corresponde al

producto de digestion del inserto y el vector correspondiente.

La reaccion de secuenciacion de los insertos del vector de clonacion y del
vector de expresion dio como resultado secuencias de buena calidad, con un LOR
(Longitud de lectura) alto. Para cada uno de los insertos se realizé la reaccion de

secuenciacion sentido y contrasentido, con los oligonucleotidos del promotor
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correspondiente a cada vector. En general las secuencias nucleotidicas obtenidas
tuvieron una longitud aproximada de 900 pb cada uno. En la Figura 15 se muestra
una pequefia seccion de la secuencia nucleotidica obtenida para el gen hpeno

insertado en el vector de expresion.
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Figura 15. Cromatograma de secuencia de inserto hpeno.

Fragmento de cromatograma correspondiente a la secuencia nucleotidica obtenida para la region del
inserto hpeno.

La identidad de secuencia resultante entre la el inserto hpeno en el vector de
expresion y la enzima enolasa de H. pylori 26695 reportada en el NCBI
(CP003904.1) fue de 99%. Este porcentaje de identidad es resultado de dos cambios
presentes en la secuencia nucledtidica del inserto hpeno, estos cambios se
presentaron en el inserto de ambas construcciones realizadas (pGEM®-T
Easy::hpeno y pET-19b modificado::hpeno). En la Figura 16 se muestra una region

del alineamiento realizado en la plataforma de NCBI.

Los cambios de nucledtidos presentes en la secuencia del inserto hpeno, no
alteraron la secuencia aminoacidica reportada para la enzima hpENO. En la Figura
17 se aprecia el alineamiento realizado con la traduccion de la secuencia nucleotidica
del inserto hpeno y la secuencia aminoacidica de la enzima enolasa de H. pylori
26695 reportada en el NCBI (AFV41375.1). La identidad obtenida en el

alineamiento de dichas secuencias fue de 100 %.
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Figura 16. Fragmento de alineamiento entre las secuencias nucleotidicas del

inserto hpeno y fragmento del genoma (gen eno) de H. pylori 26695.
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Score Expect Method Identities Positives Gaps
867 bits(2241) 0.0 Compositicnal matrix adjust. 426/426(100%) 426/426(100%) 0/426(0%)

Query 1 MLTIKDIHALEVMDSRGNPTIQASYVLSDNTKASAIVPSGASTGKREALELRDNDKTRFL &8
MLTIKDIHALEVMDSRGNPTIQASYVLSDNTKASAIVPSGASTGKREALELRDNDKTREL
Sbjct 1 MLTIKDIHALEVMDSRGNPTIQASYVLSDNTKASATIVPSGASTGKREALELRDNDKTRFL 68
Query 61  GKGVLRACENVNSVIKHHLIGLEAINQAFVDERLRALDGTPNYANLGANAVLGVSMALAR 128
GKGVLRACENVNSVIKHHLIGLEATNQAFVDERLRALDGTPNYANLGANAVLGVSMALAR
Sbjct 61  GKGVLRACENVMNSVIKHHLIGLEAINQAFVDERLRALDGTPNYANLGANAVLGVSMALAR 128
Query 121 ASAKALNLPLYRYLGGANALTLPVPMLNIINGGTHANNSIDFQEYMIMPLGFESFKEALR 188
ASAKALNLPLYRYLGGANALTLPVPMLNIINGGTHANNSIDFQEYMIMPLGFESFKEALR
Shbjct 121 ASAKALNLPLYRYLGGAMALTLPVPMLMIINGGTHANNSIDFQEYMIMPLGFESFKEALR 188
Query 181 ASAEVYHTLKKLLDGKNQLTSVGDEGGFAPNFSHNNVEPLEVISQAIEKAGYKLGEEIALA 248
ASAEVYHTLKKLLDGKNQLTSVGDEGGFAPNFSNNVEPLEVISQAIEKAGYKLGEEIALA
Sbjct 181 ASAEVYHTLKKLLDGKNQLTSVGDEGGFAPNFSMMVEPLEVISQAIEKAGYKLGEEIALA 248
Query 241 LDVASSELVDENFNYHLKGENKILDSHELVAYYKELVAKYPIVSIEDGLSEDDWEGWAFL 3@
LDVASSELVDENFNYHLKGENKILDSHELVAYYKELVAKYPIVSIEDGL SEDDWEGWAFL
Sbjct 241 LDVASSELVDENFNYHLKGEMKILDSHELVAYYKELVAKYPIVSIEDGLSEDDWEGWAFL 228
Query 301 SKELGRQIQLVGDDLFVTMASLLQKGIEKNIANAVLIKPNQIGTISETLETIRLAKHHAY 268
SKELGRQIQLVGDDLFVYTHNASLLOQKGIEKNIANAVLIKPNQIGTISETLETIRLAKHHAY
Sbjct 301 SKELGRQIQLVGDDLFVTMASLLQKGIEKNIANAVLIKPNQIGTISETLETIRLAKHHAY 3268
Query 361 QCVMSHRSGESEDSFIADFAVALNTGEIKTGSTARSERIAKYNRLLEIEHELKGGIYIGK 428
QCVMSHRSGESEDSFIADFAVALNTGEIKTGSTARSERIAKYNRLLEIEHELKGGIYIGK
Sbjct 361 QCVMSHRSGESEDSFIADFAVALNTGEIKTGSTARSERIAKYNRLLEIEHELKGGIYIGK 428
Query 421 ELFKHG 426

ELFKHG
Sbjct 421 ELFKHG 426

Figura 17. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de inserto hpENO y de
enzima enolasa de H. pylori 26695 (NCBI).

7.3 Obtencion de la proteina recombinante enolasa de H. pylori

La expresion de la proteina enolasa de H. pylori (hpENO) resulté en la
acumulacion de la proteina en la fraccién insoluble de Escherichia coli, es decir que

el polipéptido fue secuestrado en agregados de proteinas (cuerpos de inclusion).

Se emplearon cuatro cepas de E. coli; BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3), Artic y
Rosetta-gami para la produccion de la proteina enolasa de H. pylori. En tres de las
cepas evaluadas (BL21(DE3)pLysS, Artic y Rosetta-gami) se observd la produccion
la proteina hpENO, sin embargo en todas ella la proteina enolasa fue obtenida en
cuerpos de inclusion. La cepa BL21(DE3)pLysS mostré una eficiencia de induccion
considerablemente menor a las otras dos. En la Figura 18 se puede observar las

cinéticas de expresion de las cepas BL21(DE3)pLysS y Rosetta-gami.

Se selecciond la cepa Rosetta-gami debido a que mostro mayor eficiencia de
expresion y posee la capacidad de expresar codones raros, dichas caracteristicas la
convertian en la cepa ideal para la produccion de la enzima hpENO. Las condiciones
estandarizadas para la expresion de hpENO en la cepa E. coli Rosetta-gami, la cepa

se crecié en medio liquido 2xYT a 37 °C, una vez que el cultivo alcanzo una DOggo
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se adicion6 1 mM de IPTG para la induccidn de la proteina durante 4 h. En la Figura
19 se muestra la cinética de expresion de hpENO en E. coli Rosetta-gami, como se
puede observar en el gel la mejor relacion eficacia/eficiencia de expresion de hpENO
se obtiene a las 4 h ya que la induccion durante toda la noche no logra un incremento

en la produccién de la hpENO pero si incrementa la produccion de otras proteinas.

70 KDa

55 Kda

40 KDa

Figura 18. Cinética de expresion de hpENO en cepas de E. coli.

Marcador de proteina pre-tefiido (7-175 kDa): carril 1, cinética de expresién en la cepa
BL21(DE3)pLysS: carril 2-7, cinética de expresion en la cepa Rosetta-gami: carril 8-13.

Figura 19. Expresion estandarizada de hpENO en E. coli Rosetta-
gami.

Expresion de hpENO en cepa Rosetta-gami a 37 °C en medio liquido 2xYT con 1mM de
IPTG. Marcador de proteina pre-tefiido (7-175 kDa): carril 1, diferentes tiempos (h) de
induccién de la proteina: Ty, Ty, To, T3, T4 Y toda la noche: carril 2-7.
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La solubilizacion de proteinas de cuerpos de inclusion requiere condiciones
de desnaturalizacion fuertes, por lo que es necesario el uso de agentes caotropicos
tales como la urea y cloruro de guanidinio (GndCl). Para la solubilizacion de los
cuerpos de inclusion de hpENO se empled urea como agente desnaturalizante. Se
evaluaron dos concentraciones de urea 4 M y 8 M para la solubilizacion de los
cuerpos de inclusién. En la Figura 20 se puede observar las bandas obtenidas en el
proceso de obtencion de proteinas de cuerpos de inclusion. Como se puede apreciar
en el gel de acrilamida, la HpENO se obtuvo en el extracto de cuerpos de inclusion.
Dicho extracto fue obtenido en sobrenadante después de la incubacién en urea 8M
(Figura 20, sexto carril).

70 Kda

55 Kda

40 KDa

Figura 20. Obtencion de proteinas de cuerpos de inclusion de E. coli
Rosetta-gami.

Marcador de proteina pre-tefiido (7-175 kDa): carril 1, sobrenadante del buffer de re-
suspension: carril 2, sobrenadantes de los buffers de lavado 1, 2 y 3: carril 3-5, extracto de
cuerpos de inclusién: carril 6, precipitado final: carril 7.

El nimero de proteinas obtenidas en el extracto de cuerpos de inclusion en
comparacion con las proteinas totales disminuyo considerablemente. Esto lo

podemos corroborar al contrastar el nmero de proteinas (o bandas) totales obtenidas
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(Figura 19, sexto carril) con la cantidad de proteinas de cuerpos de inclusién

obtenidas (Figura 20, sexto carril).

La purificacion de hpENO como anteriormente se describio fue llevada a
cabo por cromatografia de afinidad en columna de Niquel. En la Figura 21 se
aprecia los resultados de la purificacion en columna empacada con resina Ni-NTA y
el corte de la etiqueta de histidina. En el tercer carril de la Figura 21 apreciamos la

hpENO eluida de la columna de niquel.

70 Kda

55Kda

40 KDa ”

Figura 21. Purificacion de hpENO por cromatografia de afinidad y

corte de tracto de histidinas.

Marcador de proteina pre-tefiido (7-175 kDa): carril 1, sobreexpresion estandarizada de
hpENO: carril 2, extracto de cuerpos de inclusién: carril 3, hpENO purificada: carril 4,
corte de hpENO a las 18 y 24 hr de incubacion con PSP: carril 5-6, hpENO con tracto de
histidina: carril 7, hpENO sin etiqueta de histidina: carril 8.

Inmediatamente después de la purificacion de hpENO la etiqueta de histidina
fue eliminada para evitar la agregacion de la proteina. Para la separacion de la
etiqueta de histidinas se empled la enzima preScission protease (PSP) previamente
purificada. La PSP mostr6 una baja eficiencia de corte, aunque diferentes

condiciones de corte fueron evaluadas nunca se aprecio mas del 50% de corte. En el
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quinto y sexto carril de la Figura 21 se observa que aun después de incrementar el
tiempo de incubacién de la hpENO no incrementa la eficiencia de corte de la PSP.

Finalmente después de una nueva separacion cromatografia en columna de
afinidad la enzima hpENO sin tracto de histidina fue obtenida en el flujo a través de
la columna y concentrada (Figura 21, octavo carril), mientras que el resto de la
hpENO con tracto de histidinas fue eluida de la columna (Figura 21, séptimo carril).

Con estas condiciones de purificacion para la proteina recombinante hpENO,
la pureza de la proteina aislada fue superior al 95%, y los rendimientos fueron

aproximadamente de 4 a 5 mg por litro de cultivo.

7.4 Caracterizacion estructural de proteina recombinante hpENO

Se llevé a cabo el andlisis de la estructura primaria, secundaria y terciaria de
hpENO para detallar si esta proteina podria ser competente para desarrollar su
actividad enzimatica y/o otras funciones de pluriempleo, descritas anteriormente para

otras enolasas.

7.4.1 Caracterizacion de estructura primaria

La traduccion del gen de la enolasa de H. pylori da como resultado una
proteina de 426 aminoacidos, con un peso molecular estimado de 46.54 KDa. La
proteina enolasa en el género Helicobacter es una proteina conservada, un
alineamiento mdltiple de 6 especies de este género muestra que comparten una
identidad de secuencia superior al 64%. Mientras que el alineamiento de treinta y
seis cepas de H. pylori mostro una identidad entre las cepas superior al 96%. En la
Figura 22 se presenta un grafico de la identidad de la enolasa entre especies del
género Helicobacter y entre cepas de H. pylori.

En el Cuadro 22 se pueden apreciar los porcentajes de identidad de la
proteina enolasa de H. pylori con la enolasa de diferentes organismos. En esta
comparacion de secuencias encontramos que la enolasa de H. pylori comparte el
44%, 52% y 59% de identidad con la enolasa de levadura, E. coli y X. fastidiosa,

respectivamente.
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Cuadro 22. Porcentaje de identidad y similitud entre enolasas.

. pylori H. pylori

87%
94%

. cetorum H. cetorum

. fastidiosa X. fastidiosa

. pneumoniae S. pneumoniae

. histolytica E. histolytica

. falciparum P. falciparum

T. brucei

. cerevisiae S. cerevisiae

. sapiens H. sapiens

Cuadro elaborado a partir de alineamientos multiples de secuencias. El porcentaje de identidad entre ambas secuencias se muestra en negritas en la parte superior de
cada una de las celdas, el porcentaje de similitud se muestra en la parte inferior.
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Kelmogorov-Smirmov analysis of a pair of distributions Kelmogorov-Smimov analysis of a pair of distributions

Fraction of Scores as low or lower than the score being plotted
Fraction of Scores as low or lower than the score being plotted

90 100 110
% ldentity: All % Identity: All

Género Helicobacter Cepas de H. pylori

Figura 22. Porcentaje de identidad de enolasa en género Helicobacter y en cepas

de H. pylori.

Izquierda: Porcentaje de identidad entre especies del genero Helicobacter (H. pylori 26695, H.
cinaedi PAGUG611, H. bizzozeronii ClII-1, H. cetorum MIT-00-7128, H. felis ATCC-49179, H.
canadensis MIT-98-5491). Derecha: Porcentaje de identidad entre cepas de H. pylori (26695, 35A,
F30, F16, F32, 52, F57, Shil12, Shi417, Punol135, Punol120, Cuz20, Shil69, Shi470, Sat464, v225d,
HPAG1, HUP_B14, 2017, 908, 2018, B38, G27, Gambia%94_24, J99, PeCan18, ELS37, SIM180, B8,
P12, SouthAfrica7, Lithuania75, SNT49, PeCan4, 83,51).

7.4.1.1 Sitio de union catalitica y de metal

Se llevo a cabo una busqueda en la base de datos UniProt, la cual recopila la
informacion detalla de proteinas importantes, dado que el sitio catalitico de la
enolasa de diferentes organismos ha sido descrito por maltiples estructuras de rayos
X'y de mutagénesis sitio-dirigida (Ehinger et al. 2004; Kang et al. 2008; Lebioda and
Stec 1991), esta informacidn ya esta disponible en la base de datos de Uniprot para
su analisis y comparacion. En esta base de datos se describe el sitio catalitico de
enolasa de diferentes especies; en general en él se describen siete residuos de amino
acidos para el sitio activo de la a-enolasa de humano (obtenidos experimentalmente);
H8 EX®7 EX° E®3 D38 K3 y K¥*: asi mismo se detallan también los sitios
cataliticos para la enolasa de H. pylori 26695 y de otros muchos organismos
(inferidos por similitud de secuencia). Mediante el alineamiento multiple de las
secuencias de la enolasa de los diferentes organismos observamos que todos los
residuos descritos para el sitio catalitico estdn conservados. La conservacién de los
residuos del sitio catalitico entre diferentes organismos se evidencia en el

alineamiento de secuencias de enolasa mostrado en la Figura 23.
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En cuanto a los sitios de unién a Mg®* para la enolasa, la base de datos
Uniprot, describe en general los mismos aminoacidos para la mayoria de los
organismos analizados con excepcion de la a-enolasa de humano. Para la a-enolasa
de humano se describen cuatro sitios de unién a Mg® *; $* D**, E*® y D3,
mientras que para la enolasa de H. pylori 26695 y el resto de los organismos
analizados son describen Unicamente tres aminoécidos; D*? E®® y D*® Sin
embargo, en el alineamiento multiple realizado con las secuencias de la enolasa de
estos organismos, los cuatro sitios de unién a Mg® * reportados para la a-enolasa de
humano se encuentran conservados en la enolasa de todas las especies analizadas

incluyendo la enolasa H pylori.

Ademés de los aminoacidos de sitio catalitico y de unién a Mg?* para la o-
enolasa humana (hENO1), se han descrito tres bucles implicados también en la
catalisis, L1 *’'SGASTGIY*, L2 ®'SHAGNKLA®™ y L3 ?3*SPDDPSRYI?"* (Kang et
al. 2008). En hpEno, L1 y L2 muestran las secuencias ligeramente conservadas,
mientras que L3 no se conserva en absoluto (Figura 23).

7.4.1.2 Sitio de unidn a plasminégeno

El sitio descrito para la unién a plasminogeno fue analizado también en las
secuencia de la enolasa de los organismos analizados, este analisis in silico mostrd
que en H. pylori, el sitio podria estar compuesto por **LVDENFN-Y?*, lo que
implica que el sitio putativo de union al plasminégeno de hpeno mantiene solo los
residuos acidos caracteristicos, pero no los aminoacidos basicos que han sido

descritos previamente.

7.4.1.3 Sitio de union del ARN extracelular (exARN) del huésped

En cuanto a los sitios de union a ARN extracelular reportados para la enolasa
de Streptococcus pneumoniae (Zakrzewicz et al. 2016), varios de estos residuos de
aminoacidos se conservan (principalmente en los extremos de estos motivos) en la
secuencia de hpeno, a excepcion del segundo motivo, que tiene dos residuos de lisina

ausentes en la secuencia de hpeno (Figura 23).

72|



Clonacioén, sobrexpresion y andlisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLM)

H.pylori 117
H.cetorum 117
X.fastidio : % 117
S.pneumoni : y L VEVYTES F 1] 3 3 &l : 117
E.coli H VI AR VHLEGEEVGMAR d 4 F = 117
E.histelyt : AT I3VE I T T GK] F—IR5C] d 4 : 115
P.falcipar : BVDLETNLET F— F : 123
T.brucei H i BRVEVTTE F =I5 A 115
S.cerevisi : RVELTTEK]| F—gsT 117
H.sapiens H BVDLFTSKELF - 117
VFPSGASTG EA ELRD DK
H.pylori 238
H.cetorum 2386
¥X.fastidic 238
S.pneumoni 236
E.coli 240
E.histelyt 237
P.falcipar 247
T.brucei 237
S.cerevisi 241
H.sapiens 239
* *
H.pylori —KGE-NKILDSH FLSKEL| TLETIR = 353
H.cetorum KGE—-DRVLNAF EFLSKAT TLETIR = 353
¥.fastidio VGE-NKRLTSEQFVDF LDDWVTQ) KOTLEWERT s : 354
S.pneumeni EGEGAAVRTSAEQIDY LEELVNE] ERL = 358
E.ceoli —AGEGNKAFTSEEFTHFLEELTKQ) 357
E.histelyt : LAE| DYGKH, 7 : 362
P.falcipar : DLET DLVEKE]| ) : 371
T.brucei 5 RETMCKWAHD = 358
S.cerevisi : DL4HS LMKR = 361
H.sapiens H DLEK S FI KDV EDiganle ) PKRIAKAVNEKS : 358
YPIVSIED EDDW
-~
O
440
H.pylori KGGI-YIEKELFKHG— : 426
H.cetorum KEGV—Y RELFKRG— : 426
¥.fastidio VCEIRY RDAFVSLKS = 430
S.pneumcni E EY LESFYNLKK = 434
E.coli PY’ REEIKGQA- = 432
E.histolyt DEKGWGWVIMA R 3 R NI P—Y KNWRNSTA- : 436
P.falcipar LS QENNWGWM R 3 < R NN F. EKFRLOQLN- : 446
T.brucei : LCMENGWSWVIM R 3 < R AHEIKFGEFPGWS : 429
S.cerevisi DSFAAGWGWHM R < DN F. EMFHHGDKL = 437
H.=sapiens IEQPANGWC;\]M SHK] KF?ERNFRNPLAK : 434
B SHRSGETED IAD v L GQIKTG RSER AKYNQLLRIE A
*k o —

Figura 23. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de hpeno con homologos de diferentes especies.

Las especies incluyen H. pylori 26695 (P48285), H. cetorum (I0ELQO), X. fastidiosa (Q9PDTS8), S. pneumoniae (Q97QS2), E. coli (POA6P9) and E.
histolytica (N9UZMS6), P. falciparum (Q27727), T. brucei (Q38BV®6), S. cerevisiae (P00924) y humano (o-enolase, P06733). Sitio de union de metal
reportado solo para a-enolasa humana: rectngulo, sitio de union de substrato: circulo abierto, sitios activos: estrella, sitios de union de metales:
triangulo, sitio de unién de substrato en forma inhibida: circulo cerrado, sitios para la unién de ARN: lineas negras, regiones para la unién del
plasmindgeno en S. pneumonie: las lineas punteadas, bucle L1: linea amarilla, bucle L2: linea rosa, bucle L3: linea verde, firma de la enolasa: linea azul.
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7.4.2 Caracterizacion de estructura secundaria y terciaria

Las estructuras secundaria y terciaria de la apo y holo-hpENO recombinante
se analizaron mediante dicroismo circular (CD) de UV lejano y espectroscopia de
fluorescencia respectivamente. Incluso con las condiciones extremas de purificacion

la proteina enolasa mostro contenido de estructura secundaria y estructura terciaria.

La apo-hpENO y holo-hpENO presentaron estructura secundaria en las tres
soluciones amortiguadoras valoradas: tris-HCI, tris-acetato y fosfato de potasio. En la
Figura 24 se muestran los espectros de dicroismo circular obtenidos para la apo-
hpENO nativa en las tres soluciones. En esta figura podemos apreciar algunas
pequefas variaciones en las lecturas de los espectros de dicroismo circular entre las
diferentes soluciones tampdn valuadas. Estas tenues diferencias en los espectros de
UV-DC podrian indicar sutiles modificaciones en la estructura secundaria de la apo-
hpENO.
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Figura 24. Espectros de DC en la region del UV lejano de apo-hpENO,

obtenidos en tres soluciones amortiguadaroras.

Tris-HCI: cuadrado; tris-acetatos; circulo y fosfatos de potasio: triangulo.

Se observan también pequefias variaciones similares en la lectura de los

espectros obtenidos cuando se agrega MgCl, en diferentes concentraciones a la
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hpENO (holo-hpENO). En la Figura 25 se presentan los espectros de UV-DC para la
apo y holo-hpENO en la solucion tampdn de tris-HCI, en la Figura 26 se muestran
los espectros UV-DC para la apo y holo-hpENO en la solucion tampon de tris-
acetato y finalmente en la Figura 27 se muestran los espectros UV-DC para la apo y
holo-hpENO en la solucién tampén de fosfato de potasio. Como se puede observar el
comportamiento de la hpENO es similar en los tampon tris-HCI y tris-acetato. En las
Figuras 21, 22 y 23 se distingue que los espectros de la apo-hpENO en los tampones
antes mencionados arrojan lecturas de 6urw inferiores a las de la holo-hpENO; en
cambio los espectros de la apo-hpENO en la solucion tampodn de fosfatos presentan

lecturas de Omrw Superiores a los de la holo-hpENO.

T T T T T T T
or m P
. e
-
. 2+ . - -
'7 e 1%
= v g
2 b L 3 —
= (=, =4
B fo
NE _6 =  _ : =)
) T m R=!
w2 - —
=] 8 = —
= e .
s : p=
g ol - & |
) [y !_'.__
) 12 .y L o
><> T:.i. o
E -4} e 4
= oo

=
= 16| ul

18 -

! ; ! . ! i ! i ! i 1
200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 25. Estructura secundaria de apo y holo-hpENO en tris-HCI.

Apo-hpENO: cuadrado lleno, el resto de los simbolos corresponde a holo-hpENO, con la
solucion de proteina complementada con MgCl,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: cuadrado vacio; 4 mM:
guién, 10 mM: letra X.

Para el andlisis de la estructura terciaria, fue empleado como anteriormente se
menciono un espectrofluorometro. Los espectros de fluorescencia de la apo-hpENO
como la holo-hpENO concuerdan con las caracteristicas de una proteina plegada (con
estructura terciaria), en las tres soluciones amortiguadoras valoradas: tris-HCI, tris-
acetato y fosfato de potasio. En la Figura 28 se muestran los espectros de intensidad
de fluorescencia obtenidos para la apo-hpENO nativa en las tres soluciones tampones

evaluados. Los espectros de fluorescencia de la apo-hpENO coinciden en la posicion
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de longitud de onda, no se observa desplazamiento del centro espectral de masas. La
diferencia de intensidades de fluorescencia entre los tampones analizadas es un
efecto conocido como “quenching” o atenuacion de la fluorescencia y no tiene nada
que ver con la exposicion de los residuos aromaticos o la perdida de estructura

terciaria de la proteina.
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Figura 26. Estructura secundaria de apo y holo-hpENO en tris-acetato.

Apo-hpENO: circulo lleno, el resto de los simbolos corresponden a holo-hpENO, con la
solucion de proteina complementada con MgCl,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: circulo vacio, 4 mM:
guién, 10 mM: letra X.

En la Figura 29 se presentan los espectros de fluorescencia para la apo y
holo-hpENO en la solucién tampdn de tris-HCI, en la Figura 30 se muestran los
espectros fluorescencia para la apo y holo-hpENO en la solucion tampén de tris-
acetato y finalmente en la Figura 31 se muestran los espectros fluorescencia para la
apo y holo-hpENO en la solucion tampdn de fosfato de potasio. En las Figuras 25,
26 y 27 se observa que los espectros de la apo-hpENO en los tampones antes

mencionados proporcionan lecturas de intensidad de fluorescencia superiores a las de
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la holo-hpENO. Es por ello que en general podemos decir que el comportamiento de
la hpENO es idéntico en los tres tampones evaluados.

Sin embargo, a pesar de la disminucion en la intensidad de fluorescencia de la
holo-hpENO no se observa un cambio significativo en el centro espectral de masas
por lo que no podemos hablar de un cambio en la posicion de los amino&cidos
aromaticos de la hpENO, es decir no se evidencia cambios en la estructura terciaria
de la proteina. En la Figura 32 se muestra el centro espectral de masa obtenidos para
la apo y holo-hpENO con diferentes concentraciones de Mg?* en los tres tampones

evaluados.
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Figura 27. Estructura secundaria de apo y holo-hpENO en fosfatos de

potasio.

Apo-hpENO: triangulo lleno, el resto de los simbolos corresponde a holo-hpENO, con la
solucién de proteina complementada con MgCl,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: tridngulo vacio, 4 mM:
guion, 10 mM: letra X.
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Figura 28. Emision de fluorescencia de apo-hpENO, obtenidos en

tres soluciones amortiguadaroras.

Longitud de onda de excitacién de 280 nm. tris-HCI: cuadrado, tris-acetatos: circulo,
fosfato de potasio: tridngulo.
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Figura 29. Emisién de fluorescencia de apo y holo-hpENO en tris-HCI.

Izquierda: Emision de fluorescencia a 280 nm. Derecha: Emisién de fluorescencia a 295 nm. Apo-hpENO: cuadrado lleno, el resto de los simbolos
corresponde a holo-hpENO, con la solucion de proteina complementada con MgSO,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: cuadrado vacio, 4 mM: guion, 10 mM: letra X.

79|



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLmd

600 |- L AL A, =280 nm 600 A, . =295nm

1
L]
e
- @
L]

500 | 00 x X1 T T IR 2
‘ ) 500 e

400 | : oo A -
400 Lo =
300 |-

300 A —
200 X ﬁ: i,

200 + g, .

Intensidad de Fluorescencia (A.U.)
|

Intensidad de Fluorescencia (A.U.)
|
»

100 —

0 1 A 1 . 1 A 1 A 1 100 L— L : L : L . L . L
320 340 360 380 400 340 360 380 400 420

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 30. Estructura terciaria de apo and holo-hpENO en tris-acetato.

Izquierda: Emision de fluorescencia a 280 nm. Derecha: Emision de fluorescencia a 295 nm. Apo-hpENO: circulo lleno, el resto de los simbolos corresponde a
holo-hpENO, con la solucion de proteina complementada con MgSOy; 0.5 mM: cruz, 2 mM: circulo vacio, 4 mM: guion, 10 mM: letra X.
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Figura 31. Estructura terciaria de apo and holo-hpENO en fosfato de potasio.

Izquierda: Emision de fluorescencia a 280 nm. Derecha: Emision de fluorescencia a 295 nm. Apo-hpENO: triangulo lleno, el resto de los simbolos
corresponde a holo-hpENO, con la solucién de proteina complementada con MgSQy,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: triangulo vacio, 4 mM: guién, 10 mM: letra X.
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Figura 32. Centro espectral de masas de espectros de fluorescencia de

apo-hpENO y holo-hpENO.

Espectros de fluorescencia tomados con una longitud de onda de excitacién de 280 nm.
Tris-HCI: cuadrado, tris-acetatos: circulo, fosfato de potasio: triangulo.

7.4.3 Modelo de estructura de enolasa de H. pylori

El modelo para la enolasa de H. pylori fue obtenido por homologia con el

programa en linea swiss-model. En la Figura 33 se presenta en modelo de hpENO.

La estructura secundaria obtenida en el modelo para la hpENO cumple con las

caracteristicas de armadura tipica de otras proteinas enolasa. En la figura también se

ilustran los amino&cidos aromaticos que contribuyen al espectro de fluorescencia de

la proteina. En la secuencia de aminoacidos de hpENO encontramos solo dos
residuos de triptéfano en cada subunidad (W294 y W297), de los cuales uno de ellos

(W294) se encuentra completamente expuesto en la conformacion de la proteina, lo

que puede explicar el desplazamiento a la derecha del espectro de emision de

fluorescencia.
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Figura 33. Modelo de estructura de enolasa de H. pylori por

homologia.

Liston cian: cadena A, liston azul: cadena B, morado: triptdéfano, rosa: fenilalanina,
amarillo: Tirosina.

7.5 Estabilidad térmica de hpENO

La estabilidad térmica de apo- y holo-HpEno se examind a partir de la
desnaturalizacion inducida de la proteina (pérdida de estructura secundaria) por un
incremento gradual en la temperatura. En la Figura 34 Figura 34. Perfiles de
desplegamiento térmico de apo y holo-hpENO, en tres soluciones amortiguadorasse
muestran los perfiles de desnaturalizacién de hpENO en los tres tampones evaluados.
Los perfiles de des-plegamiento de algunas condiciones de la apo- y holo-hpENO no
pudieron ser monitorizados hasta su terminacion, ya que las temperaturas de
desplegamiento de estas fueron incluso superiores a la temperatura maxima que se
puede alcanzar con el accesorio Peltier del equipo de dicroismo circular. Por lo tanto,
los perfiles obtenidos en estas condiciones experimentales no permiten obtener
parametros termodinamicos precisos asociados a la desnaturalizacion térmica de la
proteina recombinante. Otra caracteristica importante es el efecto del Mg?* en la
estabilidad térmica. Como se observa en la Figura 34 la estabilidad termica de la
holo-hpENO es perturbada por el ambiente quimico. En los tampones de tris-HCI y
tris-acetatos el Mg?* parece tener un efecto desestabilizador en la holo-hpENO,
conforme aumenta la concentracion del cofactor, la holo-hpENO pierde estabilidad
térmica. Por el contrario en el tampon de fosfatos de potasio el cofactor, ayuda a

aumentar la estabilidad térmica de la holo-hpENO.
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Figura 34. Perfiles de desplegamiento térmico de apo y holo-hpENO, en tres soluciones amortiguadoras.

Izquierda: tris-HCI. Centro: tris-acetatos. Derecha: fosfato de potasio. Apo-hpENO: cuadrado, circulo y triangulo relleno, el resto de los simbolos corresponde a holo-hpENO,

con la solucion de proteina complementada con MgCl,; 0.5 mM: cruz, 2 mM: cuadrado, circulo y tridngulo vacio, 4 mM: guion, 10 mM: letra X.
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En el Cuadro 23 se resumen las temperaturas del punto medio de
desnaturalizacion térmica (Ty) de la apo y holo-hpENO en los tres tampones
evaluados. Con base a los datos recaudados podemos decir que la hpENO es

térmicamente més estable en el tampon de fosfato de potasio.

Cuadro 23. Temperaturas del punto medio de desnaturalizacion térmica (Tn,)
para hpENO.

Proteina Tris-HCI Tris-acetatos Fosfato de potasio
apo-hpENG >90 °C >90 °C 73 °C
holo-hpENO (MgS0O4 0.5 mM) > 90 °C > 90 °C > 90 °C
holo-hpENO (MgSO4 2 mM) 78 °C 74 °C > 90 °C
holo-hpENO (MgSO4 4 mM) 68 °C 65 °C > 90 °C
holo-hpENO (MgSQO4 10 mM ) 54 °C 50 °C > 90 °C

Durante los estudios de desplegamiento térmico se estudiaron también los
espectros de la apo y holo-hpENO durante tres instantes del desplegamiento térmico;
el primero se tomd antes de iniciar el desplegamiento (espectro de proteina nativa), el
segundo se obtuvo una vez alcanzada la temperatura maxima de 90 °C (espectro de
proteina desnaturalizada termicamente), y finalmente el tercero se consiguio después
de permitir el decremento gradual de la temperatura (espectro de proteina enfriada).
Los espectros obtenidos de este modo de la apo y holo-hpENO se muestran en la
Figura 35. Los espectros muestran que en tris-HCI vy tris-acetatos, tanto la apo-
hpENO como la holo-hpENO fueron incapaces de recuperar completamente la
estructura secundaria nativa después del desplegamiento térmico. En cambio en el
tampon de fosfato de potasio tanto la apo como la holo-hpENO fueron capaces de

recuperar su estructura nativa previa al desplegamiento térmico.
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Figura 35. Recuperacion de la estructura secundaria de apo y holo-hpENO después del des-plegamiento térmico.

Izquierda: tris-HCI. Centro: tris-acetatos. Derecha: fosfatos de potasio. Apo-hpENO: figuras con relleno, holo-hpENO con 2mM MgCl,: figuras sin
relleno. Proteina nativa: azul, desplegada térmicamente (90 °C): guinda, fria: naranja.
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7.6 Cinéticas de des-plegamiento

Dado que muchas en muchas de las condiciones la apo y holo-hpENO no
completo su desplegamiento térmico, Unicamente fue posible seguir la cinética de la
holo-hpENO (4 mM de MgCI,). La cinética de la reaccion de desplegamiento
inducida por temperatura de la holo-hpENO (4 mM de MgCl,) en el tampén tris-HCI
se siguio a 220 nm en el CD de UV lejano en cinco temperaturas que coinciden con
los perfiles de desplegamiento térmico de la proteina en estas condiciones
experimentales.

En la Figura 36, se muestran algunas curvas de desplegamiento obtenidas
para la holo-hpENO en diferentes temperaturas. En estas imagenes podemos
observar el efecto del tiempo en el desplegamiuento de la proteina. Como es de
esperarse, los cambios de estructura secundaria ocurren en menor tiempo, conforme
aumenta la temperatura del experimento. Cada una de las curvas de cinéticas
muestran perfiles de disminucién de exponencial Unico, por lo tanto, se ajustaron
utilizando ecuaciones de decaimiento exponencial y a partir de estos datos se calculd
la constante de velocidad de reaccion (k) para cada temperatura. Posteriormente las
constantes de velocidad obtenidas para cada curva se emplearon para construir la
grafica de Eyring (Figura 37). Como podemos apreciar en el grafico los puntos
tienen un buen ajuste a la linea recta. En el analisis de regresion lineal el valor de r?
obtenido en el ajuste fue de 0.99153.

Como anteriormente se menciond la apo-hpENO es mas estable térmicamente
en el tampon de tris-HCI. Debido a ello no fue posible estudiar las cinéticas de
desplegamiento de la apo-hpENO, ya que su alta estabilidad térmica hace es muy
dificil controlar (o en su caso alcanzar la Tm) en las condiciones experimentales

utilizadas en este estudio.

7.7 Entalpfa de activacion (AH?)
A partir de la pendiente de esta gréafica, se calculd la entalpia de activacion

(AH 7) asociada al desplegamiento térmico de la holo-hpENO (Cuadro 24). En la
misma tabla también se muestra el correspondiente AH * reportado para la holo-

enolasa de levadura (Moreno-Vargas et al. 2011).
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Figura 36. Cinéticas de des-plegamiento de holo-hpENO.
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Figura 37. Grafico de Eyring.

Cuadro 24. Entalpia de activacién caracteristica de enolasa

Organismo Condicion  AH? (kJ mol™)
H. pylori + Mg** 179 (8)
Levadura (Moreno-Vargas et al. 2011) + Mg** 190 (30)

7.8 Actividad catalitica de hpENO

La actividad enzimatica de la enolasa de H. pylori recombinante (hpENO) se
evalué siguiendo el protocolo estandar, sin embargo, no se pudo detectar la
conversion del sustrato 2-PGA en PEP. Debido a los resultados desfavorables se
exploraron una variedad de condiciones experimentales, algunas de ellas
previamente reportadas para la actividad de enolasa de otras especies. Asimismo, se
evaluaron otros parametros como; concentracion de hpENO o y sin etiqueta de
histidinas (400 a 1800 ng ml™), temperatura de reaccion, tiempo de monitoreo,

solucion de tampdn y la concentracion de reactivos.

A grandes rasgos entre las modificaciones evaluadas podemos mencionar las

siguientes, ambiente quimico del tampon (trietanolamina / HCI, tris-HCI, tris-acetato
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y HEPES). Ademas, la concentracion de cada reactivo se varidé de la siguiente
manera: 2-PGA (1,9 mM -125 mM), ADP (1,3 mM -2,5 mM), -NADH (0,12-0,52),
MgSQO, (0,05-25 mM), KCI (18.8-100 mM), PYK de 7a23 U y LDH de 10 a 33 U.

El extracto de los cuerpos de inclusion (previo a purificacion de la hpENO)
también fue usado en ensayos. Sin embargo, todos estos intentos fueron infructuosos,
ya que no se logré detectar la conversion de sustrato. Es importante mencionar que el
control positivo (SCENO) mostré actividad enzimatica en una gran variedad de
condiciones, mostrando que los enzimas auxiliares y demas reactivos no eran factor

limitante de la reaccioén catalitica.

En la Figura 38 se muestran algunos de los resultados de seguimiento de la

reaccion catalitica de la enolasa recombinante de H. pylori.
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Figura 38. Determinacion de actividad catalitica de hpENO

Circulo con relleno verde: SCENO en tampon TEA con 25mM de MgSO,,
circulo sin relleno azul: hpENO en tris-acetatos con 5 mM de MgSQ,, estrella sin
relleno azul: hpENO en tampén TEA con 5 mM MgSQ,, linea vertical azul:
hpENO en tampén HEPES con 0.5 mM de MgSQ,, pentadgono sin relleno azul:
hpENO en tampén TEA con 0.5 mM de MgSQ,, cruz azul: hpENO con etiqueta
de histidina en tampén TEA con 25 mM de MgSQO,, rombo sin relleno azul:
Extracto crudo de cuerpos de inclusion en tampén TEA con 5 mM de MgSO,,
asterisco azul: hpENO en tampén TEA Buffer con 25 mM de MgSO,.
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7.9 Sitios blancos de enolasa de H. pylori

Con el anadlisis de la estructura de aminoacidos de la enolasa realizado se
identificaron alrededor de 30 zonas presentes Unicamente en H. pylori, y no
conservadas en la enolasa de otras especies biologicas, dichas zonas fueron
comparadas con los 25 sitios con potencial para blanco sugeridos por MOE.
Finalmente se seleccionaron cuatro sitios blancos donde existen aminoacidos
presentes Unicamente en la enolasa de H. pylori, lo cual hace méas probable encontrar
interacciones especificas entre la proteina y los compuestos con potencial
farmacoldgico en el docking molecular. En la Figura 39 se muestran los sitios-

blanco propuestos para esta enzima.

Figura 39. Sitios-blanco de enolasa de H. pylori.

Sitio 1: Rojo; sitio 2: azul; sitio 3; rosa y sitio 4: naranja

En el Cuadro 25 se muestran los aminoacidos que conforma a los cuatro

sitios blanco propuestos para la enolasa de H. pylori
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Cuadro 25. Sitios blanco seleccionados para enolasa de H. pylori

Aminoacidos
Unicos en
H. pylori

Total de
aminoacidos

Residuos

1 PHE162 ASN214 ASN215 VAL216 LEU257
GLU260 LYS262 LEU264 LEU269 TYR272 14 8
TYR273 GLU275 LEU276 LYS279

2 LEU128 PRO129 TYR131 ARG132 ALA137

ALA139 LEU140 GLU411 LEU412 ? 4
3 ILE85 ASN86 GLN87 ALA88 PHE89 LEU134 9 3
ILE345 SER346 LEU349
4 SER301 GLY305 ARG306 LEU310 GLY326
ILE327 ASN330 ILE331 ALA332 ASN333 14 9

HIS358 ALA359 TYR360 LYS424
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8. DISCUSION
8.1 Obtencion de la proteina recombinante enolasa de H. pylori

La proteina recombinante hpENO se sobreexpreso utilizando la cepa de E.
coli Rosetta-gami; sin embargo, en todas las condiciones analizadas, la proteina
recombinante se obtuvo siempre en la fraccion insoluble (cuerpos de inclusion). A
pesar de la ocurrencia frecuente de los cuerpos de inclusion, aun no se conoce en su
totalidad el mecanismo responsable de su formacion (Bowden and Georgiou 1990),
sin embargo, diversos parametros fisicoquimicos y fisioldgicos se han correlacionado
con la probabilidad de obtencién de las proteinas recombinantes en cuerpos de
inclusion. Es generalmente aceptado que los procesos de agregacion estan
favorecidos por; altas temperaturas de crecimiento de las células, concentraciones
elevadas de proteina, sintesis anormal de la proteina, la falta de interaccién con
proteinas chaperonas, el nivel de expresion de la proteina, la concentracion de co-
solutos en el entorno de plegamiento (Bowden and Georgiou 1990; Schein and
Noteborn 1988). También se ha demostrado que el uso de codones regula el
plegamiento de proteinas, ya que el uso de codones preferidos aumenta la velocidad
de elongacion de la traduccién, mientras que los codones no 6ptimos ralentizan la
elongacion y conducen a la agregacion de proteinas en los cuerpos de inclusion. (Yu
et al. 2015). Asi también, la agregacion de una proteina se ha relacionado
fuertemente con las propiedades intrinsecas de su secuencia de aminoacidos (Ramon
et al. 2014).

Durante la expresion de la enolasa recombinante de H. pylori esperabamos
favorecer la produccion de la proteina en la fraccion soluble mediante el empleo de
la cepa Rosetta-gami que con sus plasmidos de mMRNAs de codones raros incrementa
el porcentaje de codones preferidos y hace mas efectivo el plegamiento adecuado de
la proteina. Sin embargo, debido a la incapacidad de obtener a hpENO en la fraccion
soluble, los cuerpos de inclusion fueron solubilizados en urea 8M. En la literatura
existen solamente dos informes de otros organismos en donde se reporta que la
purificacion de la enolasa a partir de cuerpos de inclusion, en ambos informes
utilizan técnicas similares para la solubilizacion de estas proteinas (Facincani et al.

2003; Sharma et al. 2006). La urea es considerado el extractor de cuerpos de

93 |



Clonacion, sobrexpresion y analisis de la estructura de la enzima enolasa de Helicobacter pylori LLMJ

inclusion mas eficiente, sin embargo la enolasa de Xylella fastidiosa, la de musculo y
la de higado de pollo fueron desnaturalizados irreversiblemente por la urea, esto
sugiere que este agente caotrépico no deberia utilizarse para extraer la enolasa de los
cuerpos de inclusion (Facincani et al. 2003); no obstante para la enolasa de levadura
purificada con un protocolo similar, se obtuvo entre el 85-90% de reversibilidad de la
reaccion de desplegamiento inducida por urea (Sanchez-Miguel et al. 2010). Para
hpENO el porcentaje de reversibilidad de la reaccion de despliegue fue muy similar

al de la enolasa de levadura.

Subsiguientemente a la obtencion de la hpENO de los cuerpos de inclusién la
proteina fue purificada por cromatografia de afinidad en columnas empacadas de
niquel. La eficiencia de purificacion en columna empacada es baja en comparacion
con las columnas pre-empacadas comerciales (HisTrap HP histidine-tagged protein
purification columns, GE Healthcare), sin embargo, debido al gran volumen del
extracto de cuerpos de inclusién obtenido el empleo de estas Ultimas era poco
practico e ineficiente. No obstante, una de las ventajas de la obtencion de las
proteinas en cuerpos de inclusion radica en una mayor eficacia del procedimiento de

purificacién ya que se reduce el porcentaje de union no especifica de otras proteinas.

Un factor importante para el correcto analisis de una proteina recombinante es
lograr tener a la proteina en su forma mas natural posible, por lo que la eliminacion
de las etiquetas afiadidas a su secuencia es primordial (Waugh 2011). Ademas,
durante la purificacion de la hpENO observamos que la presencia de la etiqueta de
histidinas contribuyé a la répida agregacion de la proteina, es por ellos que
inmediatamente después de la purificacion de hpENO la etiqueta de histidina fue
eliminada. En nuestro laboratorio, la enzima PSP es empleada para eliminar la
etiqueta de histidinas de varias proteinas recombinantes, observandose en la mayoria
de los casos un 100% de eficiencia de corte, no obstante, para la hpENO fue
imposible superar el 50% de eficiencia de corte; este problema de ineficiencia de
corte se presentd también con la enolasa recombinante de otras especies (humano y
Trichomonas vaginalis). Ademas del problema de eficiencia de corte también se
presentaron problemas en el proceso de separacion de hpENO con y sin etiqueta de
histidina; por lo que fue necesario adicionar nuevamente 8M urea para la disociacion
del dimero y la separacion de proteinas sin etiqueta de histidina (Figura 21). Nuestra

teoria para explicar este problema radica en la predileccion de la enolasa por la
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formacion de estructuras cuaternarias (dimeros u octameros) y la coincidencia del
sitio de interaccion entre las subunidades con el sitio de corte del tracto de histidinas.
A pesar de las complicaciones técnicas la hpENO se purificd exitosamente y aunque
su eficiencia de purificacion fue baja (4-5 mg de hpENO por litro de cultivo), la
calidad de la proteina purificada fue buena (no se observé co-purificacion de otra

proteina).

8.2 Caracterizacion estructural de proteina recombinante hpENO

La estructura secundaria de la hpENO fue analizada por medio de dicroismo
circular en la region del UV-lejano. Los espectros de DC-UV lejano obtenidos
manifiestan que la estructura de la hpENO en diferentes ambientes quimicos
(tampones) permanece casi inalterable. Los pequefios cambios obtenidos en los
espectros de la hpENO en los diferentes tampones pueden estar relacionados con la
re-estructuracion de los residuos expuestos de la proteina debido al ambiente
quimico, asi como por la concentracién de su cofactor Mg?*. Algunos autores han
reportado espectros para la enolasa de otras especies similares (Karbassi et al. 2010;
Pal-Bhowmick et al. 2007). Por ejemplo, los cambios en los espectros de DC de
enolasa de levadura y de Plasmodium falciparum, fueron relacionados con el cambio
del estado oligomérico de las enzimas originado por alteraciones en el ambiente

quimico (imidazol) (Pal-Bhowmick et al. 2007).

Los espectros de DC de la hpENO fueron comparados con los espectros de
enolasa de otros organismos. Esta claro que los espectros de DC de UV-lejano de la
apo y holo-HpEno obtenidos en diferentes condiciones de tampdn son casi
superponibles entre ellos, ademas, se asemejan a los espectros reportados para otros
ortologos, lo que implica que el contenido de la estructura secundaria es comparable
a la estructura de la enolasa de otras especies. En la Figura 40 podemos apreciar los
espectros de DC de UV-lejano reportados para la enolasa de distintas especies en
comparacion con los obtenidos para hpENO, como se puede apreciar en la figura el
espectro de la enolasa de H. pylori es muy similar a los espectros previamente
reportados para la enolasa de otras especies (Cork et al. 2009; Karbassi et al. 2010).
Asi mismo en la Figura 40 se puede observar que los espectros de emision de
fluorescencia de la apo y holo-hpENO se desplazan hacia la derecha en comparacion
con los otros espectros de emision, lo que indica los residuos de triptéfano de la

hpENO tienen una mayor exposicion al disolvente, en comparacion con las enzimas
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de P. falciparum y S. cerevisiae, estos datos coinciden con el modelo por homologia
obtenido para la hpENO.

Los espectros de emision de fluorescencia no muestran efecto del tampdn
sobre la estructura terciaria de la apo y holo-hpENO. Al igual que los espectros de
DC, los espectros de emision de fluorescencia de la apo y holo-hpENO fueron
similares a los espectros de enolasa de otras especies (Figura 40). La disminucion de
la intensidad de emision que podemos percibir en los espectros, han sido también
reportados previamente para la enolasa de levadura y P. falciparum, estos resultados
se asocian también a la estructura cuaternaria de la enolasa (estado oligomérico de la
enzima) (Pal-Bhowmick et al. 2006). Este efecto es conocido como “quenching” o
atenuacion de fluorescencia, es cualquier proceso que disminuye la intensidad de
fluorescencia de un determinado fluoréforo sin cambiar su emision, es decir no es
debido a un cambio estructural de la proteina si no a una perdida en la intensidad de
fluorescencia. Por lo que podemos afirmar que no hay cambios en la estructura
terciaria de la enolasa, esto lo confirma la preservacion del centro espectral de masas

de la enzima (Figura 32).

Fue posible también la identificacion de cuatros sitios en la superficie de la
hpENO con capacidad de uniéon de compuestos con potencial farmaceutico. Estos
sitios poseen varios aminoacidos unicos en la secuencia de la enolasa de H. pylori, lo

que implicaria la inhibicion selectiva de esta enzima.
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Izquierda: Espectros de dicroismo circular de UV lejano. Enolasa de la superficie celular de estreptococo: Cruz negra, enolasa de P. falciparum (dimero): linea
roja, enolasa (mondémero) de P. falciparum: linea discontinua roja, enolasa de S. Pyogenes (tampon TME): linea rosa con asteriscos, enolase de S. pyogenes
(tampdn de glicina): asterisco rosa, enolasa de S. cerevisiae: circulo verde, apo-hpENO (tampén tris-HCI): cuadrado azul relleno, holo-hpENO (tampén tris-HCI):
cuadrado azul sin relleno, apo-hpENO (tampon fosfato de potasio): triangulo azul relleno, holo-hpENO (tampén fosfato de potasio): triangulo azul sin relleno.
Centro: Espectros de emision de fluorescencia para la longitud de onda de excitacion de 280 nm. Enolasa S. cerevisiae (tampon tris-acetato): circulo verde
relleno, S. cerevisiae enolasa (tampén tris-HCI): circulo verde sin relleno, apo-hpENO (tampdn tris-HCI): cuadrado azul relleno, apo-hpENO (tampén tris-acetato):
estrella azul. Derecha: Espectros de emisién de fluorescencia para la longitud de onda de excitacion de 295 nm. Enolasa de P. falciparum: linea roja, enolasa
de S. cerevisiae (tampdn tris-HCI): circulo verde sin relleno, apo-hpENO (tampdn tris-HCI): cuadrado azul relleno, apo-hpENO (tampén tris-acetato): estrella azul.
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8.3 Estabilidad térmica de hpENO y entalpia de activacion (AH?)

Las transiciones de desnaturalizacion térmica de la apo- y holo-hpENO
monitoreadas en DC de UV-lejano, muestran en general perfiles de des-plegamiento
que inician a temperaturas muy altas (alrededor de 70 y 75 °C) y en algunos casos el
desplegamiento de la proteina no se completa, incluso a 90 °C (la temperatura
maxima del equipo). Al comparar los perfiles de desnaturalizacion térmica de la
hpENO con los de la enolasa de levadura, podemos decir que en general la hpENO
mantiene su estructura a temperaturas mas altas que la enolasa de levadura (Figura
41).

La estabilidad térmica no se puede establecer Unicamente a partir de las
temperaturas de perdida de estructura, ya que se deben tener en cuenta varias
consideraciones, como la reversibilidad del desplegamiento y el mecanismo de
desnaturalizacion. La alta estabilidad de hpENO implica que la proteina
recombinante tiene una red bien establecida de contactos intramoleculares. Es
importante sefialar que el Mg”* tiene un efecto desestabilizador en el caso de hpENO,
similar a la enolasa de Plasmodiun falciparum (Vora et al. 2009), mientras que la
caracteristica comun es que los cofactores estabilizan la enolasa al igual que muchas

otras enzimas (Rodrigues et al. 2012).

A partir de los datos obtenidos en el desplegamiento térmico se tomaron
temperaturas cercanas a la T, para seguir la cinética de la reaccién de
desnaturalizacion térmica para holo-hpENO, del analisis de la cinética de reaccién se
determind la entalpia de activacion asociada al proceso de desplegamiento de la
holo-hpENO. De forma interesante, este valor es equivalente al de la enolasa
levadura (Cuadro 24). Dado que la entalpia de activacion no se calcula a partir del
valor absoluto de las constantes de velocidad de desnaturalizacion, sino de su
dependencia de la temperatura, esto significa que dos proteinas con diferentes
estabilidades de conformacion pueden mostrar entalpias de activacion asociadas al
desplegamiento térmico similares (Moreno-Vargas et al. 2011). Ademas, estos
valores sugieren que, aunque las proteinas provienen de organismos distantes y sus
secuencias no tienen un indice de conservacion alto, su mecanismo de
plegamiento/desplegamiento podria estar conservado a juzgar por los valores casi

idénticos.
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Figura 41. Desplegamiento térmico de enolasa de H. pyloriy S.

cerevisiae.

hpENO: identificadores en color azul; apo-hpENO: cuadrado relleno, el resto
corresponden a holo-hpENO suplementada con MgCl,: 2 mM: cuadrado vacio, 4
mM: cuadrado con letra X, 10 mM: cuadrado medio relleno. scENO:
identificadores en color verde; apo-scENO: circulo relleno, holo-scENO:circulo sin
relleno.

8.4 Actividad catalitica de hpENO

Para la estimacion de la actividad enzimatica de hpENO fueron evaluadas
diversas condiciones experimentales, sin embargo, en ninguna de ellas fue posible la
detencion de actividad catalitica de la enzima. Se pueden proponer varias

explicaciones plausibles para este resultado.

La explicacion mas fundamental es la estructura primaria de la proteina, es
decir que la proteina no tenga en su secuencia los aminoacidos esenciales para llevar
a cabo la funcién catalitica (aminoacidos implicados: en la unién del sustrato, unién
del cofactor, aceptor y donador de proton). Sin embargo, esta posibilidad quedo
completamente descartada en el analisis de secuencia de la hpENO vy en el
alineamiento multiple con la proteina enolasa de otros organismos. Estos estudios
confirmaron la alta conservacion de la enzima enolasa de H. pylori, y su similitud
aun con especies divergentes, deducciones similares fueron previamente reportadas

(Jones and Holt 2007; Pal-Bhowmick et al. 2004). Esto revela que la nula actividad
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enzimética de la hpENO no puede ser ocasionada por una secuencia incompleta de

aminoacidos implicados en la funcidn catalitica de la enzima.

Otro factor determinante en la actividad de las enzimas es el plegamiento no
apropiado de la proteina recombinante (estructura secundaria y terciaria). Como se
indicd anteriormente, las evidencias experimentales obtenidas a través de los
espectros de DC de UV-lejano, los espectros de fluorescencia y el valor de la entalpia
de activacion asociada a la desnaturalizacion de la holo-hpENO, expusieron que la
estructura secundaria, terciaria y los parametros bioquimicos de la hpENO son
comparables con los reportados para la enolasa de otras especies, por lo que podemos
establecer que la nula actividad enzimatica de la hpENO podria no estar asociada a

su conformacion (Moreno-Vargas et al. 2011).

Se verificaron todos los genomas de H. pylori secuenciados y depositados en
la base de datos del NCBI, todos ellos los contienen el gen de enolasa, lo que indica
que este gen deberia tener un papel importante en los procesos metabdlicos celulares,
pero podria no ser para la glucdlisis. En el genoma de H. pylori 26695, existe la
mayoria de los genes enzimaticos de la via de la glucolisis, excepto tres genes, pyk,
piruvato quinasa, la enzima correspondiente al Ultimo paso para la formacion de
piruvato en la glucolisis; pfk, fosfofructoquinasa y gnd, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa. Ademas, la actividad de la fosfoglicerato mutasa (pgm) no se ha
detectado, la enzima que cataliza en el paso anterior a la etapa de enolasa en la
glucolisis (Marais et al. 1999). Asi, en la cepa 26695, la reaccion catalizada por
enolasa podria no ser necesaria en la produccion de piruvato. En comparacién con
mas de 100 genomas de H. pylori secuenciados, también puede obtener el resultado
similar. El gen pyk existe en algunas cepas de H. pylori pero no asi los genes, pfk y
gnd. Por otro lado, se reportado previamente que la oxidacion de la glucosa es viable
a través de la via de Entner-Doudoroff (Chalk et al. 1994), la existencia de la via de
Entner-Doudoroff ha sido completamente confirmada en H. pylori mediante analisis
gendémico (Wanken et al. 2003). Por lo tanto, se puede concluir que la via Entner-
Doudoroff como la Unica forma de producir desde la glucosa hasta el piruvato es una

caracteristica comun de H. pylori.

Lo anterior podria sugerir que ya que la enolasa no es necesaria para la ruta
de la glucdlisis, tal vez esta no se produzca, sin embargo dado la omnipresencia de la
enzima en todos los genomas secuenciados y el genoma reducido de esta bacteria
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esto no seria energéticamente viable para el organismo. Ademas tenemos evidencia
de que la proteina hpENO es producida por la bacteria, esta proteina se expreso y se
verificd su presencia en los productos desplegables en un ensayo donde la proteina
MreB fue empleada como cebo en el lisado celular de H. pylori 26695 en una

investigacion de nuestro laboratorio (Zepeda Gurrola et al. 2017).

Teniendo en cuenta la enolasa expresada en H. pylori y su falta de actividad
enzimatica, todavia queda una pregunta importante. ;Cual seria la funcion de esta
proteina dentro de este organismo? La enolasa es una proteina cuya
multifuncionalidad han sido bien establecida en varios organismos (Pancholi 2001).
Particularmente en organismos procariéticos, donde se ha encontrado en la superficie
celular intereactuando con plasminégeno, como es el caso para Streptococcus
pneumoniae (Bergmann et al. 2001). Para este mismo organismo, se ha descrito
también recientemente la union de la enolasa a exRNA del huésped (Zakrzewicz et
al. 2016). Ambas funciones no cataliticas de la enolasa se han propuesto como
posible factor de virulencia de este patdgeno. El analisis de secuencia de hpENO
indico también la presencia de un sitio de plasmindgeno parcialmente conservado, ya
que se conservan solo los residuos acidos caracteristicos, pero no los aminoacidos
basicos descritos para S. pneumoniae (Bergmann et al. 2003), por lo tanto, si hpENO
es capaz de unirse al plasmindgeno sigue siendo incierto. Otra probabilidad es que la
hpENO pueda unirse a exRNAs del huésped, esto lo suponemos con base en la
presencia de varios residuos conservados en el sitio de union putativo en hpENO. Por
lo tanto, aunque todavia tiene que ser analizado y confirmado experimentalmente,
existe la posibilidad de que hpENO interactie con el exRNA derivado del huésped,
contribuyendo asi a facilitar la colonizacion y la diseminacion de bacterias
(Zakrzewicz et al. 2016).
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de la secuencia de la proteina enolasa de H.pylori mostré una
identidad de secuencia superior al 96% entre cepas de esta misma especie, mientras
que con las enolasas de levadura, E. coli y X. fastidiosa la hpENO comparte el 44%,
52% y 59% de identidad respectivamente. Esta misma comparacion de secuencias
evidencid que la hpENO conserva todos los sitios activos y aminoacidos requeridos
para la actividad catalitica de la enzima. Este alto porcentaje de conservacion de la
secuencia y de sitios activos aun en especies de filos lejanos insinda que el gen

deberia tener una funcién importante en las células.

La enolasa de H. pylori se clon6 exitosamente, asi mismo se desarroll6 un
sistema de sobreexpresién y purificacion para la obtencion de la proteina
recombinante hpENO en su estado mas puro posible. Los pardmetros fisicoquimicos
medidos para la proteina expresada (masa molecular y coeficiente de absorcién a 280
nm) concuerdan con los pardmetros pronosticados (a partir de la secuencia de

aminoéacidos) en las base de datos disponibles.

La estructura secundaria y terciaria de la hpENO fue caracterizada a partir de
los espectros de DC de UV-lejano y de emisién de fluorescencia. La hpENO expuso
contenido de estructura secundaria y terciaria aun inclusive con las condiciones
extremas de purificacion. Las caracteristicas estructurales expuestas por la hpENO
fueron similares a las de sus homologos en otras especies, sin embargo, la hpENO
también mostrd algunas caracteristicas distintivas en aspectos de estabilidad térmica
y de interaccion con el cofactor Mg®*. Los espectros de DC de UV-lejano y de
estabilidad térmica de la hpENO expusieron una perdida de estructura secundaria y

de estabilidad térmica originada por una alta concentracién de su cofactor Mg?*.

La entalpia de activacién determinada para la holo-hpENO fue equivalente a
la reportada para la enolasa de levadura, esto indica que la energia asociada con los
cambios de conformacion entre el estado y el estado intermediario de ambas
proteinas es similar.

La enzima hpENO no mostro la actividad enzimética en ninguna de las
condiciones evaluadas. La explicacion de la falta de actividad enzimatica es

compleja, no obstante con base en el analisis de estructura primaria de la enzima es
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posible sefalar que la falta de actividad no es originada por cambios o falta de
aminoacidos importantes en sitios activos de la enzima, ya que estos se encuentran
conservados. Sin embargo fueron observados varios cambios de aminoacidos fuera
de los sitios activos conocidos y asi como en dominios funcionales (bucles L1, L2 y
L3) recientemente relacionados con cambios de conformacion en la enzima.

El analisis genomico de H. pylori reveld la ausencia de los genes enziméticos
de la via de la glucolisis; pyk, piruvato quinasa; pfk, fosfofructoquinasa y gnd, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa. Estos datos aunados a nula actividad de la enolasa
reportada en este trabajo permiten insinuar que la enolasa perdié su capacidad
catalitica derivado del no desarrollo de la ruta clasica de la glucolisis en H. pylori.

Se identificaron cuatro sitios blancos en la enolasa de H. pylori que pueden
ser empleados como diana para compuestos con potencial farmacéutico. Los sitio 1
(PHE162ASN214 ASN215 VAL216 LEU257 GLU260 LYS262 LEU264 LEU269
TYR272 TYR273 GLU275 LEU276 LYS279) y 4 (SER301 GLY305 ARG306
LEU310 GLY326 ILE327 ASN330 ILE331 ALA332 ASN333 HIS358 ALA359
TYR360 LYS424) sobresalen especialmente ya que mas de la mitad de los
amino&cidos que conforman el sitio blanco estan presentes solo en la secuencia de la

enolasa de H.pylori.
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10. PERPESTIVAS

Es necesaria mas experimentacion para determinar otras probables funciones
de la hpENO en este patogeno. Esta informacidén podria ser atil para proponer

estrategias novedosas para combatir la infeccion por H. pylori.
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