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1. RESUMEN

La quimiotaxis constituye un mecanismo de adaptacion conservado en
procariontes. En el caso de Helicobacter pylori, el proceso de quimiotaxis
constituye ademas un mecanismo que favorece a la persistencia de esta
bacteria en la mucosa gastrica. En el presente trabajo, se demuestra que H.
pylori ATCC43504 presenta una respuesta quimiotactica positiva hacia acido
aspartico y serina, pero no a arginina ni bicarbonato de sodio, mientras que H.
pylori ATCC700382 (cepa 26695) es atraida por estos cuatro compuestos. El
ORF HP0099 de H. pylori 26695 codifica una de las tres proteinas receptoras de
grupos metilos (MCPs) enconiradas en su genoma. Por medio de experimentos
de secuenciacion del ORF HP0099 clonado a partir de las cepas ATCC700392 y
ATCC43504, se encontrd que en H. pylori ATCC43504, este gen se encuentra
interrumpido por 'un elementio de insercion mini-1S605, lo que explica su
incapacidad para reconocer la arginina y bicarbonato. A partir de experimentos
de insercion en el gen hp0099 de la cepa ATCC700392, con una cassette de
resistencia a cloramfenicol, se confirmaron los resultados obtenidos
previamente. Por otra parte, experimentos de complementacion genética en
Escherichia coli con un plasmido que contiene el ORF HP0099 clonado a partir
de la cepa ATCC700392 (pHA99) y ATCC43504 (pHAG99), mostraron que solo
las primeras recombinantes adquirieron la capacidad de detectar arginina,

bicarbonato y urea como atrayentes. En conjunto, estos resultados permiten




concluir que el ORF HP0099 codifica para una MCP que reconoce arginina y

bicarbonato como atrayentes.



ABSTRACT

Chemotaxis is a conserved adaptative mechanism in procaryotes. In
Helicobacter pylori, chemotaxis is also a mechanism involved in the persistence
of this bacterium on gastric mucose. In this work, it is shown that H. pylori
ATCCA43504 presents a positive chemotactic response to aspartic acid and
serine, but not to arginine nor sodium bicarbonate. However, H. pylori
ATCC700392 (strain 26695) is attracted by these four compounds. In H. pylori
26695, ORF HP0099 encodes for one of the three methyl accepting proteins
(MCPs)} genes found in its genome. The sequencing of ORF HP0099 showed
that it was interrupted by a mini-IS605 insertion element in H. pylori ATCC43504,
that explains its inhability to recognize arginine and bicarbonate. Inactivation of
the hp0099 gene from ATCC700392 strain by insertion of a cloramphenicol
resistance cassette results in a negative phenotipe to arginine and bicarbonate
chemotaxis. That result éonﬁrms the loss of function due to the mini 1S605
insertion element into the hp0099 gene from H. pylori 43504, Genetic
complementation experiments in Escherichia coli with a plasmid containing ORF
HP0099 cloned from ATCC700392 (pHA99) and ATCC43504 (pHAG99) strains
showed that only the pHAS9 recombinant strain acquired the ability to sense
arginine, bicarbonate and urea as atfractants. Taken together, these results
suggest that ORF HP0099 encodes for a MCP that recognizes arginine and

bicarbonate as attractants.




2. INTRODUCCION

2.1. Antecedentes

La capacidad de responder a los cambios medioambientales es vital para
la supervivencia en el amplio rango de la vida. Desde los microorganismos a los
mamiferos superiores, éstos han desarrollado evolutivamente, mecanismos que

les permiten adaptarse y responder a los diversos estimulos que impone el

medio circundante.

La mayoria de las bacterias viven en ambientes dinamicos y emplean
sistemas de procesamiento de la informacién para monitorear los cambios que
ocuiren a su alrededor. Estos cambios pueden incluir variaciones en |a
temperatura, el pH, la luz, el potencial eléctrico, el magnetismo y los compuestos
quimicos. Como respuesta a esias alteraciones, los microorganismos
desarrollan cambios en su fisiologia, virulencia y su localizacion, que les
permiten adaptarse o encontrar sectores mas apropiados para su persistencia.
La quimiotaxis es el movimiento dirigido de un organismo hacia condiciones
ambientales favorables consideradas como atrayentes o de alejamiento desde

ellas, denominadas nocivas o repelentes.

En el movimiento de las bacterias flageladas, esta involucrada una

secuencia de periodos de natacién suave y en forma recta intercaladas por




cambios de direccion intermitentes. En especies multiflageladas como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium esta relacion temporal entre periodos
de natacion suave y tumbos es el resultado del sentido de rofacion de los
flagelos que es dependiente de las concentraciones de los compuestos quimicos
que son detectados por la bacteria y estan dados por la variacion en la direccion

de rotacién del flagelo.

El flagelo es un organelo rigido de aproximadamente 20 nm de diametro
constituido por proteinas denominadas flagelinas, codificadas por los genes fla.
Se conocen cinco proteinas involucradas en la generacion del torque necesario
para el movimiento del flagelo: MotA, MotB, FliG, FliM y FIiN. El complejo MotA/
MotB es responsable de la conductancia de protones y funciona como la unidad
generadora de torque. Se ha postulado que MotB esta anclado al peptidoglican,
por o que se supone que el complejo MotA/MotB es el estator del motor flagelar.
Las proteinas FliG, FliM y FliN forman el anillo C, que estd ensamblado en el
lado citoplasmatico del anillo MS y que corresponde al rotor del motor flagelar y
estan involucradas en la generacion de torque y en el cambio de direccion del

flagelo (Figura 1) (Wadhams y Armitage, 2004).

Debido a que los flagelos tienen estructura levdgira, cuando los filamentos
rotan en direccion antihoraria (CCW), éstos se organizan en una especie de

manocjo y generan un efecto propulsor para la bacteria, produciéndose la

natacion con una trayectoria lineal. Esta conformacion permite el impulso de la




célula a velocidades de hasta 40 um/s dependiendo de la viscosidad del medio.
Sin embargo, cuando los flagelos rotan en sentido horario (CW), el manojo de
flagelos se deshace, lo que provoca que la célula presente movimientos al azar
en los que se reorienta sin que exista desplazamiento. En la rotacion CW, cada
filamento flagelar trabaja de forma no coordinada, por lo que se generan fuerzas
en diferentes direcciones por lo que no hay desplazamiento neto (Figura 2}

(Wadhams y Armitage, 2004}.
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Figura 1. Esquema representativo del motor flagelar (adaptado de Wadhams y Armitage,

2004).
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Figura 2. Correlacién entre la natacién y la rotacién flagelar en S. typhimuriumy E. coli.

(CW: rotacién en sentido horario) (CCW: rotacién en sentido antihorario)

Hay tres clases de proteinas que son esenciales en el proceso de
quimiotaxis: los receptores de transmembrana, los componentes de sefalizacion
citoplasmaticos y las enzimas involucradas en la adaptacion. Todas éstas estan
involucradas en el sistema de transduccion de sefiales que transmiten los

estimulos extracelulares detectados por los receptores al motor flagelar.




22. Estructura y funcién de las proteinas quimiotacticas

receptoras de grupos metilos.

L as sefiales quimicas que varian en el entorno de las bacterias y arqueas
son detectadas en su mayoria por las llamadas proteinas quimiotacticas
receptoras de grupos metilos (MCPs). Estas proteinas se ubican en uno de los
polos de la célula, posicion altamente conservada en especies pertenecientes a
ambos dominios (Gestwicki y col., 2000) y transducen la sefial quimica
ambiental hasta la respuesta flagelar, mediante su interaccién con el sistema de

dos componentes CheA/CheY.

La estructura de estas proteinas esta altamente conservada y estan
constituidas por una serie de o hélices: una corta extension citoplasmatica del
extremo N-terminal, seguida de un segmento hidréfobo de transmembrana, una
region periplasmatica, la que une al ligando a sensar, un segundo dominio de
transmembrana y un dominio citoplasmatico, el que contiene regiones de

metilacion y de interaccion con CheA y CheW (Webre y col., 2004).

Mediante protedlisis del receptor tar de E. coli, se obtuvo el denominado
dominio de transmembrana y sefializacion, de 29 kDa por subunidad, el que
contiene una region de transmembrana sumada al dominio sensor
periplasmatico (Mowbray y col., 1985). El dominio sensor es el que reconoce

sefiales quimicas especificas, lo que inicia los eventos que alteran el estado del

11




receptor. En la mayoria de los casos, el dominio sensor se encuentra en el
periplasma donde reconoce una proteina de union a ligando scluble o al
atrayente directamente (Surette y Stock, 1996). Los quimiorreceptores de este
tipo y sus respectivos efectores, son: tar (que identifica aspartato, la proteina de
unién a maltosa y Ni**), tsr (que reconoce serina y H'), trg (que reconoce la
proteina de unidn a ribosa y la proteina de unién a galactosa/glucosa), tap (que
identifica la proteina de union a dipéptidos) y tcp (que reconoce la proteina de
unién a citrato y citrato). Se ha estudiado un sexto receptor (aer) involucrado en
aerotaxis que regula del mismo modo al sistema de dos componentes
CheA/CheY. Este receptor contiene FAD asociado a su extremo N-terminal en el

citoplasma y sensa el potencial redox (Bespalov, 1996; Bibikov y col, 1997).

En el caso del receptor tar de E. coli, el dominio periplasmatico consiste
en un homodimero de 19 kDa cada subunidad (Milligan y col., 1993; Danielson y
col, 1994). Estudios cristalograficos de este dominio aislado, revelan que cada
subunidad esta compuesta por cuatro a hélices antiparalelas, denominadas o,
o, o3 Y a4, formando un dimero cilindrico de 20 .A de didmetro y 70 A de largo
(Milburn y col., 1991). Los sitios de unién a aspartato se encueniran en la
interfase de las dos subunidades, cercanos al extremo periplasmatico del

dominio sensor (Figura 3).

12
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Figura 3. Representacién de un receptor quimiotactico. La conformacion estable del complejo
esta constituida por el complejo ternario compuesto por dimeros del receptor, las protelnas de
andiamiaje CheW vy la histidina quinasa CheA. Los otros componentes de este complejo se
encuentran en rapido equilibrio entre fijo y formas solubles, incluidos las proteinas adaptadoras
periplasmaticas, la metiltransferasa CheR, la metilesterasa CheB, y el regulador de respuesta

CheY que modula |a rotacién del flagelo (adaptado de Falke y col., 1997).
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La unidn de aspartato a uno de los sitios de unidn inhibe
cooperativamente la unién de una segunda molécula de aspartato al sitio de la
otra subunidad (Jeffery y Koshland, 1994), lo que también se observo en el
receptor tsr de E. coliy en el caso del reconocimiento de las proteinas de unién
(Lin y col, 1994; Stoddard y Koshland, 1992; Gardina y col, 1997), lo que hace
pensar en un mecanismo de control caracteristico para los quimiorreceplores.
Aspartato se une al sitio de unién con alta afinidad por contactos directos con las
hélices a1 y a4 de una de las subunidades, ademas de contactos suplementarios
a a4 de la otra subunidad, proveyendo un arreglo de puentes de hidrogeno y
salinos a nivel receptor-ligando y receptor-solvente-ligando, los que estarian

involucrados en la especificidad del quimiocefector (Milburn y col., 1991).

El dominio transmembrana de las MCPs esta constituido por dos o
hélices: TM1 y TM2 por monémero. Diversos estudios del receptor tar de E. coli
revelaron que la hélice as/TM2 es la que transmite la sefial transmembrana,
mientras que las otras hélices permanecen imperturbables. Este movimiento es
inducido por la unién de aspartato, el que al unirse a ires residuos de arginina
localizados en el sitio activo, provoca un reacomodo que genera un
desplazamiento similar al efectuado por un piston de 1,6 A de la hélice ay/TM2

hacia el citoplasma. (Falke y col, 1997).

La hélice as/TM2 entra en el citoplasma, donde continia el dominio

citoplasmatico, empezando con una region de 30 residuos, denominada region

i4




“linker”, que estaria involucrada en la transmision de la sefial desde ay/TM2 al
dominio citoplasmatico (Tatsuno y col., 1996, Gardina y Manson, 1996). Los
altimos 15 aminoécidos tienen una periodicidad para una posible o hélice (cs)

(Danielson y col., 1997), seguido de una posible vueita entre las hélices o5 y as.

Siguiendo a la region linker, se encuentra el primero de los dos
segmentos de metilacion involucrados en la adaptacion al estimulo
quimiotactico. El primer segmento es esencial para la regulacion de CheA. Los
sitios de metilacion son principaimente las cadenas laterales de residuos
glutamato que, en algunos casos, son generados por deamidacion de glutamina
por CheR. Ambos segmentos de metilacion, MH1 y MH2, corresponden a o
hélices (o ¥ ag) (Stock y col., 1991, LeMoual y Koshland, 1996, Danielson,
1997). El primer segmento contiene en os, tres sitios de metilacion, mientras que
el segundo contiene uno o dos sitios, dependiendo del tipo de quimiorreceptor
(Kehry y col.,1983, Terwilliger y Koshland, 1884, Nowlin y col., 1987). Ambas
hélices son anfipaticas, exhibiendo una cara hidréfoba y una cara cargada, la
que contiene los residuos de metilacién y reconocimiento (Danielson y col.,
1997) La cara hidrofoba de las hélices as de ambas subunidades se asocian
formando una hélice coiled coil paralela en la interfase entre las subunidades,
mientras que las hélices og forman un ovillo antiparalelo de cuatro hélices

(Figura 3} (Stock y col., 1991, Danielson y col., 1997).

15




f

|
En la regulacion d? la regién de metilacion, se propuso que la interfase
entre las subunidades sir\:re como un dimero que hace las veces de “switch” que
controla la actividad quinasa. La maxima actividad es provista por una dptima
configuracién de la interfase, mientras que la actividad es deprimida por
disturbios en la interfasel‘ por desplazamientos de la hélice as/TM2 o por un
estado alterado de metil?acién. Por ofra parte, en un estado de desmetilacion
total, los grupos carbo>{<ilatos anidnicos regulan negativamente la actividad
quinasa 50 veces relati\;m al efecto de un receptor completamente metilado
(Ninfa y col., 1991, Borkcljvich y col., 1992). Una interaccion clave que define un
estado de seial de la régic')n de metilacién, es el contacto extensivo entre las
hélices ag que forman 1a'interfase entre las subunidades y posee la mayoria de

|

los sitios de metilacion (Danielson y col., 1997, Cochran y Kim, 1996, Surette y

|
|

La region final de[ dominio citoplasmatico forma un complejo ternario con

Stock, 1996).

CheW y CheA y es res;inonsable de la regulacion de la actividad quinasa. Esta
region correspondiente ? los 16 kDa entre las dos hélices de metilacién, estaria
compuesta por dos hélices por subunidad (o7 y og) y es la regidbn mas
conservada de la supérfamilia de los dominios citoplasmaticos procariontes

1
(LeMoual y Koshland, 1996, Danielson, 1997).

|

- |
Los quimiorreceptores se encuentran anclados a la membrana en forma

de homodimeros estables de subunidades de aproximadamente 60 kDa (Stock y

|

f 16



col., 1991). Este receptor dimérico, se encuentra asociado en su extremo
citoplasmatico con las proteinas CheW y CheA conformando un complejo
ternario altamente estable independiente de unién de un ligando al receptor
(Stock y col.,, 1991; Wadhams y Armitage, 2004). Estos dimeros, @ su vez.se
asocian en trimeros, los que conforman “equipos” de receptores de distintos
tipos, en los que se establecerian multiples interacciones intra e inter dimeros
constituyentes de estos equipos y que tendrian implicancias en la magnificacion
y adaptacion frente al estimulo. Un modo posible de interacciones entre los
receptores se propuso a partir de la estructura cristalina de! dominio citoplasmico
de serina de E. coli (Tsr), que muestra un trimero de dimeros de recepiores,
conectado por las puntas (Kim y col, 1999). Experimentos de entrecruzamiento
in vivo apoyan la hipGtesis de una estructura trimérica, aunque otros tipos de
organizacion no pueden descartarse (Ames y col, 2002, Homma y col, 2004,
Studdert y Parkinson, 2004; Studdert y Parkinson, 2005). Se sugiri6 ademas que
CheA y CheW son necesarios para la formacién de estas agrupaciones, ya que
se observd una disminucion de trimeros en ausencia de estas proteinas en
experimentos de microscopia electronica (Maddock y Shapiro, 1993} e
inmunofluorescencia (Sourjik y Berg, 2000) Esto llevé a un modelo de estructura
hexagonal, en la que los trimeros de dimeros estarian conectados por dimeros

de CheA y CheW (Shimizu y col, 2000).
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2.3. Transduccion de sefiales en la quimiotaxis bacteriana.

Los sistemas de dos componentes son frecuentemente utilizados en la
transduccion de sefiales en todos los dominios, aunque se encueniran en mayor
distribucion en Archaea y Bacteria. En su forma mas simple, éstos consisten en
la asociacion de dos familias de proteinas, una histidina quinasa (HK) que recibe
la sefial extracelular induciendo su autofosforilacion, la que posteriormente
fosforila a un regulador de respuesta (RR} en un residuo de aspartato altamente
conservado que puede actuar como factor transcripcional o interaccionar con

otras proteinas (Wadhams y Armitage, 2004).

La transduccion de sefales en el mecanismo de quimiotaxis es mediada
por un sistema de dos componentes conformado por la histidina quinasa CheAy
por los reguladores de respuesta CheB y CheY, en el cual la sefal que
desencadena el proceso de transduccién es la disminucion en la ocupacion del

receptor (Figura 4).

Este sistema esta acoplado al receptor de transmembrana mediante la
interaccién con CheW, que esta plegada como proteina de andamigje,

conformandose un complejo ternario MCP/CheW/CheA.
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En ausencia de un gradiente quimico, una célula bacteriana ejecuta un
desplazamiento tridimensional en forma azarosa, consistente en periodos de
natacién recta espaciados por volteretas, en los que la célula se detiene
brevemente y se reorienta al azar en una nueva direccién. Cuando se encuentra
en presencia de un gradiente de atrayente o repelente, la bacteria monitorea el
cambio de la concentracién local nadando en distintas regiones del gradiente. Si
una bacteria nada hacia una region donde la concentracion del atrayente es
mayor, los quimiorreceptores detectan este incremento y envian una sefial al
motor de propulsion, que disminuye la probabilidad de gjecucion de volteretas,
aumentando el periodo de natacion recto y suave. De forma opuesta, si la célula
detecta una disminucion en'la concentracion del atrayente o un aumento en la
de repelente, aumenta [a probabilidad de volteretas y los periodos de nado recto
disminuyen, con mayor variacion en la direccion natatoria. El efecto neto de esta
regulacion temporal consiste en cambiar el nado al azar por un nado dirigido,
que resulta en una orientacion de la bacteria hacia un gradiente de atrayente o

en un alejamiento de un gradiente de repeiente.
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Figura 4. E! sistema de dos componentes de la via de transduccion de sefiales quimiotacticas de
E. coli y S. typhimurium. Las sustancias atrayentes y repelentes se unen en el espacio
periplasmatico a receptores de fransmembrana especificos o a proteinas adaptadoras solubles
que, a su vez, Se unen a receptores de transmembrana. Los receptores de transmembrana estan
asociados a través de |a proteina de andamiaje CheW a la histidina quinasa citoplasmica CheA,
que a su vez fosforila a los dos reguladores de respuesta CheB y CheY. La fosforilacidn de CheB
(CheB-P)modula la adaptacion del sistema en el cual CheR metila residuos especlficos de
glutamato en el lado citoplasmico del receptor, mientras que CheB-P hidroliza dichas
modificaciones. El estado de equilibrio en el nivel de metilacion de los receptores esta dado por
la accion opuesta de CheR y CheB. Por otra parte, la fosforilacion de CheY modula la rotacién
del motor flagelar, favoreciendo el nado lineal de las bacterias. Esta cadena de eventos es
finalizada por la desfosforilacion de CheY-P que puede ser catalizada por ella misma o por la

fosfatasa CheZ (Adaptado de Falke y col., 1897).
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La sefializacion quimiotactica, involucra un proceso de transduccion de
transmembrana como primer paso, donde la ocupacién de un receptor por su
ligando en su dominio periplasmatico, resulta en cambios en la actividad de
CheA y en los niveles de metilacion del recepior. Estos cambios enzimaticos son
inducidos por un cambio conformacional en las MCPs en presencia de sus
respectivos ligandos. El dominio sensor de uno de los mondémeros sufre un
rearreglo en presencia de atrayente, induciendo al desplazamiento del segmento
adTM2, el que seguiria un movimiento similar al de un pistén hacia el
citoplasma, resultando en la inhibicion cooperativa de CheA. El incremento en la
metilacion adaptativa, provocaria el desplazamiento hacia el periplasma y
reacomodo de TM2, reactivandose CheA. La unidn de un ligando al receptor
provoca un cambio conformacional en esta proteina, que inhibe
cooperativamente a CheA, descendiendo los niveles de CheY y CheB
fosforilado, disminuyendo la frecuencia de volteretas y aumentando el tiempo de

natacion suave de la bacteria (Figura 4) (Aizawa y col., 2000).

En ausencia de ligando, la actividad de CheA esta aumentada, por lo que
la fosforilacion de CheY y CheB es incrementada. La fosforilacion de CheB lleva
a un aumento de su actividad metiltransferasa/amidasa, lo que incrementa la
metilacion de los residuos de giutamato y glutamina de las regiones MH1 y MH2
de los receptores quimiotacticos. El nivel basal de CheY-P sirve como una sefial

difusible que controla la ejecucion de volteretas. Esta sefial estd modulada por
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dos reacciones opuestas: la creacion de CheY-P por efecto del complejo
receptor-quinasa y la hidrélisis de CheY-P, que es acelerada por CheZ. CheZ
acelera la hidrolisis de CheY-P mediante un ataque nucleofilico de su sitio activo
o por un cambio conformacional que estimula la actividad autofosfatasa de CheY
(Hess y col, 1988). Esta actividad es esencial para una rapida respuesta, puesto
que una bacteria sensa un estimulo y modula la sefial de volteretas en

aproximadamente 1 s, mientras que la vida media de CheY-P esde 10 s.

CheY-P actiia como sefial para volteretas mediante la interaccion con
FliM, la que compone el “switch” que controla el estado rotacional del motor
fltagelar (Figura 4). FiiM se encuentra en el anillo C del flagelo, estructura que se
proyecta hacia el citoplasma (Francis y col, 1994), en aproximadamente 40
copias (Zhao y col., 1996) y une con mayor afinidad a CheY-P que a CheY
(Welch y col, 1993, 1994). Esta interaccion, provoca el cambio de rotacion del
flagelo en sentido horario (CW), aumentando [a frecuencia de tumbos de la

bacteria (Figura 2).

Por ofra parte, el aumento en la concentracion de CheB-P lleva a la
adaptacion del sistema que permite que la celula se “adapte” a una condicion
constante del estimulo. Este mecanismo es controlado por un ‘“loop” de
retroalimentacion que modifica covalentemente a multiples residuos de
glutamato y glutamina altamente conservados en la region citoplasmatica de

cada receptor. Los grupos carboxilos de esos residuos son metilesterificados por
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la enzima metiliansferasa CheR, que se une al extremo C-terminal del receptor.
Los metilesteres resultantes, que incrementan la sefial de activacion de CheA
por el guimiorreceptor, son hidrolizados por la metilesterasa CheB. Las tasas
relativas de metilacion y desmetilacion determinan el estado basal de metilacién
del receptor y el control de esta retroalimentacion de la adaptacion es generado
por el complejo receptor-quinasa, que fosforila a CheB, causando su activacion.
Como resultado, el receptor controla su propio nivel de metilacion, que cambia
cuando, por ejemplo, un repentino aumento en la concentracion de airayente
deprime la actividad de CheA, responsable de la activacion de CheB. Debido a
que el nivel de CheB-P disminuye espontaneamente por su desfosforilacion, la
tasa constante de actividad metiltransferasa de CheR incrementa gradualmente
el nomero de residuos glutamatos modificados por receptor. Eventualmente, el
aumento en el nivel de metilacion de los receptores estimula la actividad de
CheA, contrarrestando el efecto del atrayente unido al receptor y restaura la
sefial a un estado basal. Este p'roceso ocurre globalmenie en todos los
receptores de la célula, por lo que cuando se encuentra completamente
adaptada, el nivel de metilacion neto corresponde al efecto de muitiples sefiales

atrayentes y repelentes.

El nivel de metilacién de un receptor también provee un mecanismo de
memoria que permite a la bacteria seguir una direccion favorable hacia una
mayor concentracion de atrayente, es decir, si la concentracion de atrayente

reciente fue alta, el nivel de metilacién es alto y lo opuesto si estuvo en
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presencia de una concentracion menar. El sistema de memoria para sustancias

repelentes funciona de una manera idéntica, pero con una polaridad inversa.

Existe gran diversidad en el procesamiento de la informacion en la
quimiotaxis, donde participan una serie de proteinas accesorias al sistema
descrito en E. coliy S. typhimurium. Bacilus subtilis por ejemplo, tiene, ademas
de los componentes CheWAYRB, otros componentes, incluyendo las proteinas
CheV, CheD y CheC (Szurmant y Ordal, 2004). Karatan y col. (2001)
demostraron que CheV fosforilado esté involucrado en la adaptacion a estimulos
atrayentes en B. subtilis. CheV es una proteina de dos dominios con un extremo
N-terminal homoiogo a CheW y un C-terminal con un dominio de regulador de
respuesta de dos componentes homologo a CheY, que incluye la presencia del
residuo D235 fosforilable en esta proteina (Rosario y col, 1994). CheD estaria
involucrada en la deamidacion de residuos glutamina en los quimiorreceptores,
haciéndolos sensibles a metilacién, contribuyendo a la adaptacion del sistema
en presencia de guimioefectores (Kistich y Ordal, 2002), mientras que CheC se
asociaria con los componentes flagelares, favoreciendo la disociacion de CheY-
P y por ende, la adaptacion (Kirby y col, 2001). En el caso de las bacterias no
entéricas, no hay variacion en el sentido de rotacién flagelar, sino que el control
de la orientacion se ejerce modificando la velocidad del nado. Estas bacterias
poseen dos homologos de CheY fosforilables por CheA, denominados CheY1y
CheY2. En cepas mutantes para cheY2, se observd que efectuaban un nado

rapido y que eran incapaces de responder a estimulos guimiotacticos, mientras
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que las mutantes cheY1 nadan lentamente, pero al enconirarse ante una
concentracion de un quimioefector, se observo un aumento en la velocidad de
nado y débil respuesta quimiotactica. Esto hizo suponer que CheY?2 disminuye la
velocidad de rotacion flagelar en respuesta a estimulos quimiotacticos negativos,
cambiando la direccién de nado de la célula. En estas bacterias, no existe CheZ
que acelera la desfosforilacion de CheY-P, sin embargo, se ha postulado que
CheY1 la reemplazaria mediante una retrofosforilacion desde CheY2-P a CheA.
Posteriormente, CheA-P fosforila a CheY1 que actuaria como fosfatasa},
reteniendo el grupo fosfato y que tendria una baja actividad de seﬁalizacic')’n

(Sourjik y Schmitt, 1996).
2.4. Helicobacter pyloriy su nicho.

H. pylori es una bacteria Gram-negativa de forma espiral, perteneciente a
la familia de las 8/ proteobacterias, que coloniza el estbmago humano y es
considerado como agente etiolégico de patologias como gastritis, Ulcera gastrica
y duodenal y constituye un factor de riesgo en la adquisicién de adenocarcinoma
gastrico y linfoma tipo MALT (Sachs y col, 2003). Esta bacteria es
microaerofilica y movil en soluciones viscosas. Su movilidad es conferida por u.n
manojo de seis a ocho flagelos posicionados en uno de los extremos de la

bacteria.
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El jugo gastrico posee un pH menor a 4,0, el cual le confiere un caracter
bactericida y por lo tanto, capaz de eliminar a muchas de las bacterias que
llegan al estémago en la ingesta de alimentos. Por lo tanto, la colonizacion de la
mucosa gastrica por H. pylori implica la capacidad de ésta para sobrevivir en
este ambiente acido. Una de las claves para la sobrevivencia en estas
condiciones reside en la produccion de ureasa (Eaton y col., 1991). Esta enzima
cataliza la hidrélisis de urea produciendo amoniaco y dioxido de carbono, que
neutralizan el pH &cido del estdomago y forman un ambiente neutro que rodea a
la bacteria en el lumen gastrico (Dunn y col., 1990; Meyer-Rosberg y col.,1996;
Rektorschek y col., 1998) y representa un 5% de la cantidad total de proteinas
citoplasmaticas de este microorganismo (Hu y Mobley, 1880). Si bien esta
proteina carece de sefial de exportacion, se ha observado que sobre un 30 % de
la ureasa de H. pylori estd adherida a la membrana externa de la bacteria,
producto de [a llamada "autolisis altruista”, que corresponde a la lisis espontanea
de algunas bacterias seguida de la adsorsién de su ureasa liberada en las
membranas externas de las células vivas (Phadnis y col.,1996, Dunn y col.,
1997). Esta enzima posee un peso molecular de 600 kDa y esta codificada en el
operén ure, que esta constituido por siete genes denominados ureA a ureG
(Sachs y col., 2003). Los dos primeros, ureA y ureB, codifican las subunidades
de de 26,5 kDa y 60,3 kDa, respectivamente. Los genes ureC, ureD, urek, urefF

y ureG estan involucrados en el ensamblaje de la enzima (Sachs y col., 2003} y

son homélogos a los que codifican para la ureasa de Proteus mirabilis y

l
r Klebsiella aerogenes. Adicionalmente el operdn ure contiene el gen urel, que
|
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codifica para un canal de urea, el cual es esencial para la persistencia de la

bacteria (Sachs y col., 2003).

La colonizacion de la mucosa gastrica requiere que primero la bacteria
atraviese la capa de mucus que protege al epitelio gastrico, accion que se logra
por la capacidad de nado que posee H. pylori, seguida a su adhesién al epitelio,
lo que lleva a la induccion de gastritis (Hessey y col., 1990). Esta adherencia
ocurre mediante la interaccion de proteinas denominadas adhesinas. Muchas
cepas de H. pylori expresan adhesinas, las que unen macromoléculas
especificas superficiales del epitelio gastrico (Sachs vy col., 2003). La
interacciébn adhesina-receptor mejor descrita es la que se establece entre la
adhesina BabA, una miembro de una familia de proteinas de membrana externa,
y el antigeno de Lewis b y los relativos a los antigenos sanguineos ABO (Borén
y col., 1993, llver y col, 1998). Estos antigenos se encuentran en los globulos
rojos y la mucosa gastrointestinal, lo que sumado a adhesién a la mucosa

gastrica causa la induccion y liberacién de citoquinas proinflamatorias.

2.5. Quimiotaxis en H. pylori.

A partir del genoma secuenciado de la cepa 26695 de H. pylori, (Alm y
col., 1999; Tomb y col., 1997), se puede predecir que la sefializacion en la

quimiotaxis de H. pylori difiere del paradigma de las enterobacterias. En el

genoma de H. pylori se han identificado al menos 34 genes relacionados con
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estructura y sintesis del flagelo, ademas de 9 genes implicados en el proceso de
quimiotaxis dentro de los que se encuentran tres MCPs, correspondientes a los
ORFs HP0082, HP0099 y HP0103, homdlogos a los genes #pC, tipAy tipB de B.
subtilis, respectivamente, que probablemente sensen ligandos del espacio
extracelular y un ortologo a una MCP soluble (HP0598), que codificaria para una
proteina homéloga al receptor Aer de E. coli. que podria responder a variaciones
en el potencial redox o a otras sefales fisiologicas internas. Ademas, posee un
ortdlogo para la proieina de acoplamientc CheW (HP0391), una histidina
quinasa CheA que contiene en su exiremo C-terminal un dominio homdlogo al
dominio fosforilable de CheY (CheAY2/HP0392), un regulador de respuesta
independiente CheY (CheY1/HP1067) y un ortdlogo a CheZ (HP0170) (Terry y
col., 2006). H. pylori no posee genes ortdlogos codificantes para la
metiltransferasa CheR ni para la metilesterasa CheB, que en E. coli son parte
del mecanismo de adaptacion del sistema de transduccion de sefiales
quimiotacticas, que actua a través de la modulacion de los MCPs para inducir la
autofosforilacion de CheA a través de la metilacion reversible de residuos de
acido glutamico en la regién citoplasmica de las MCPs. Interesaniemente, los
MCPs de H. pylori contienen varios de los residuos de glutamato conservados
del dominio de metilacion y los organismos cercanos como Helicobacter
hepaticus, Campylobacter jejuni y Wolinella succinogenes codifican ortdlogos de
CheR y CheB, sin embargo, las proteinas CheB de estos organismos no
contienen dominios receptores (Parkhill y col.,2000; Baar y col., 2003; Suerbaum

y col., 2003). H. pylori contiene tres ortdlogos de la proteina CheV de B. subtilis
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que participa en la adaptacion a atrayentes en este organismo, correspondientes
a los marcos de lectura abiertos HP0019 (CheV1), HP0616 (CheV2) y HP0393
(CheV3) (Karatan y col.,2001). Pittman y col. (2001) demostraron que fa delecion
de cheV1 reduce significativamente el nado de H. pylor, mientras que la
movilidad se mantuvo sin cambios en los mutantes de insercion de cheVzZ y
cheV3 y en un doble mutante cheV2/cheV3, por lo que los mecanismos de

adaptacion por H. pylori siguen sin ser dilucidados.

En el genoma de H. pylori no se encuentran ortdlogos de la fosfatasa
CheZ que participa en la sefial de terminacion en las p y y Proteobacterias. Sin
embargo, la presencia de una proteina CheY proteina fusionados al extremo C
Terminal de Ia histidina quinasa CheA (CheY2) asi como de un regulador de
respuesta independiente CheY (CheY1) hace pensar en que el modelo de
transduccion quimiotactica de H. pylori se asemeja al de Sinorhizobium meliloti.
Este organismo codifica dos proteinas CheY que son fosforilados rapidamente a
la vez por CheA. Sin embargo, solo una proteina CheY (CheY2) interactia con
las proteinas del motor flagelar cuando éste se fosforila, controlanda la rotacion
flagelar directamente, mientras que la segunda proteina CheY (CheY1) funciona
como un modulador de la respuesta quimiotactica drenando grupos fosfatos
desde CheY2-P, mediante su fosforilacion por la histidina quinasa CheA. Debido
a que CheY1 esta presente en S. meliloti en un exceso de diez veces mas que

CheA., esta retrofosforilacién de CheY1 constituye un mecanismo eficaz para la

defosforilacion de CheY2-P en ausencia de la fosfatasa CheZ (Schmitt, 2002).




Eaton y col. (1996) describieron que la capacidad de movilizarse juega un
papel importante en la colonizacion de! epitelio gastrico por esta bacteria.
Experimentos de colonizacién en ratones con cepas que contienen mutaciones
en los genes flaA y flaB, mostraron un menor nimero de bacterias recuperadas
a partir de biopsias gastricas en comparacion a cepas silvestres Ademas, se
demostrd que cepas mutantes para los potenciales receptores quimiotacticos
TipA y TIpC presentan deficiencias en la colonizacion cuando se coinfectan
ratones con éstas y cepas silvestres, por lo que se podria pensar que la
capacidad de respuesta quimiotactica constituiria un mecanismo adaptativo en
relacién a la competencia por el nicho frente a otras cepas (Andermann y col,,
2002). Sin embargo, las identidades de los ligandos reconocidos por esios
receptores aun no son dilucidadas. Por otra parte, Croxen y col. (2006)
demostraron que TIpB es necesaria para la capacidad de sensar H* y para la

colonizacion del estdmago en ratones.

Debido a que la quimiotaxis se ha constituido en un factor importante para
la colonizaciéon de la mucosa gastrica por H. pylori, el estudio de la maquinaria
molecular y sus componentes implicados en este proceso es relevante. De esta
manera, el conocimiento de la funcion y los ligandos de los receptores
quimiotacticos (MCPs) de H. pylori puede tener una potencial utilidad

terapéutica, por lo que se postula que:
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Objetivo general

Identificar Ias posibles proteinas receptoras de grupos metilos (MCPs) en

Helicobacter pylori.

Objetivos especificos

1. Determinar sustancias atrayentes y/o repelentes en las cepas
ATCC700392 y ATCC43504 de Helicobacter pylori.

2. Clonar y caracterizar los ORFs identificados como MCPs en Helicobacter

pylori.
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3. MATERIALES

3.1. Cepas bacterianas

H. pylori ATCC43504, la que se indicara como cepa 43504.

H. pylori ATCC700392, correspondiente a la cepa 26695 cuyo genoma esta
secuenciado.

H. pylori OC695, Ahp0099:: cat (cam®) isogénica de la cepa ATCC700392,
construida en este trabajo.

E. coli DH5a.(®80 d_JacZ AM15, A(lacZYA-argF) U169, deoR, recA1, F' endA1,
gyr A96, thi-1, hsdR17(re-1+), sup E44, rel A1) de Gibco BRL.

E. coli RP437 thr (Am)-1 leu B6 his-4 metF (Am)}759 eda-50 rpsL136 (thi-1 ara-
14 lacY1 mitl-1 xyl-5 tonA31 tsx-78), cedida por el Dr. J 8. Parkinson

E. coli RPA372 (Atar-Atap) thr (Am)-1 leu B6 his-4 metF (Am)159 eda-50 rpsL136
(thi-1 ara-14 lacY1 mti-1 xyl-5 tonA31 tsx-78) cedida por el Dr. J S. Parkinson

E. coli RP2361 (Atar} DEm386-2 thr (Am)-1 Jeu B6 his-4 metF (Am)159 eda-50
rpstA36 (thi-1 ara-14 lacY1 mil-1 xyl-5 tonA31 tsx-78) cedida por el Dr. J S.
Parkinson

E. coli RP5700 (Atsr) DE7028-2 thr (Am)-1 leu B6 his-4 metF (Am)159 eda-50
rpsL136 (thi-1 ara-14 lacY1 mil-1 xyl-5 tonA31 tsx-78) cedida por el Dr. J S.

Parkinson
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3.2. Medios de cultivo

3.2.1. Agar Luria Bertani

Bacto Triptona
Extracto de Levadura
NaCi

Agar

3.2.2. Caldo Luria Bertani

Bacto Triptona
Extracto de Levadura

NaCl

3.2.3. Agar Soya Triptona (TSA).

Agar TSA
Suero de caballo

[sovifalex

Dent

10 g/L
5¢g/L
5glL

15 g/l

10 g/L
5¢g/L

5g/L

36 g/L
45 mLA.
3 mL/L

4 mbL/L



3.3. Antibioticos.

Ampicilina 100 pg/mL  E. coli
Cloramfenicol 100 pg/mL  E. coli
20 ngfmL  H. pylori

Kanamicina 30 ug/mL  E. coli

Estos antibidticos se prepararon como soluciones acuosas y se

esterilizaron mediante filtracion en filtros Millipore de 0,22 um.

3.4. Reactivos

Los reactivos usados se obtuvieron de los siguientes proveedores:
Becton Dickinson and Company, USA: suplemento nutritivo Isovitalex, agar
soya triptona, caldo soya triptona.
Bio-Rad Laboratories Inc., Melville, N Y, USA: azul de bromofenol.
Gibco BRL, Maryland, USA: agarosa, extracto de levadura, Tris base, peptona
140, kanamicina sulfato, urea, EDTA, glicina, kanamicina, suero de caballo,
endonucleasa de restriccién (Pstl), fosfatasa alcalina (CIAP), polinucledtido
kinasa del fago T4, DNA ligasa del fago T4, marcador de tamarfio de DNA 1 kb,
oligonucledtidos.
Sigma Chemicals Co. , St Louis, USA: bromuro de etidio, L~ arginina, L-

aspartato, L- serina, L-leucina, L-alanina, L- valina, L-cisteina
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Winkler Ltda: cloruro de magnesio, mezcla fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1), mézcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), glicerol, alcohol etilico,
cloroformo, alcohol isopropilico, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, glicina, tris,
bicarbonato de sodio.

Oxoid, England: Campygen, suplemento antibiético Dent.

Difco Lab, USA: agar granulado.

Promega Life Sciences, Inc, USA: dNTPs, Tag DNA polimerasa, kit de
purificacion de plasmidio “Wizard Plus Maxiprep”, IPTG, X-gal, BamHl, Sacl,
Xhol.

New England Biolabs: Inc., Beverly MA,, USA: Ndel, EcoRl.

Laboratorio Chile S.A.: ampicilina, cloramfenicol.

FMC BioProducts: agarosa de bajo punto de fusion NuSieve® GTG®.

3.5. Plasmidios

Se utilizd como vector de clonamiento e! plasmidio pUC19 de New
England Biolabs Inc. En el desarrollo del mutante por insercion se empled el
plasmidio pBR322 de New England Biolabs Inc.

Como vector de expresion se empled el plasmido pET21a de Novagen,
asistido por el vector pGP1-2, cedido por el Dr. A. Venegas, de Ia Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.

El plasmido pBSC103 que contiene el gen de resistencia a cloramfenicol

(cat) de Campylobacter coli (Wang y Taylor, 1990), cedido por el Dr. Douglas
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Berg, del Departament of Molecular Microbiology, School of Medicine, University
of Washington, St Louis, E.E.U.U.

3.6. Partidores

Los partidores empleados en la amplificacién mediante PCR de los ORF

HP0082, HP0099 y HP0103 de H. pylori, fueron:

HP00825: 5' ATG AAA TCT ACA AGAATT GG 3’
HP00823: 5 TTC TTT TAA GGT AAT AGA GG 3
HP103N5: 5" CCG CAT ATG ATG TTT TCT TCAATG TTT GC 3'
HP103B3: 5' CCG GGA TCC ATT AAA ACA CGC CGT GAT CAC &'
Los partidores empleados en la amplificacion del ORF HPQ099 de H.

pylori, fueron:

HP-995: 5 CGA TTG GAC GTC TIT TTA ATC C¥J

HP-993: 5’ CCC GCA AAA GCT TCT TTA GCJ’

Los partidores usados en la insercion de los sitios de restriccion de las
enzimas Ndel y BamH| en los extremos 5'y 3' del ORF HP0099,

respectivamente, fueron:

HP99N5: 5' CCC CAT ATG TTG TCT AAA GGT TTG AGT ATC GG 3

HP99X3: 5 CCC CTC GAG TAA TCG CCC TCG AGC AAT TC3
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4. METODOS

4.1. Almacenamiento y cultivo de las cepas bacterianas.

Las cepas de H. pylori se cultivaron sobre placas TSA, suplementadas
con 5% de suero de caballo, suplemento nutritivo Isovitalex y el suplemento
selectivo Dent, en un incubador de atmésfera controlada a 5,5% v/v CO2 y 80%
de humedad a 37 °C. Las cepas se traspasaron diariamente a placas frescas y
cuando fue requerido, las placas se suplementaron con cloramfenicol (20
ug/mL). Luego de-48 h de crecimiento, una masa de bacterias equivalente a un
cuarto de placa se cosechd con un asa metalica estéril y suspendio
homogéneamente en 1 mL de amortiguador PBS (0,2 g/L KClI, 80 g/L. NaCl, 0,2
g/lL KHPO4 y 1,15 gL de Na,HPQs, pH 7,2). A continuacion las muestras se
centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C, por dos veces en una
microfuga Eppendorf. El sedimento bacteriano se resuspendié en 300 plL de
caldo soya triptona suplementado con 20% viv de glicerol para ser almacenadas

a —-80°C.
Las cepas de E. coli transformadas y no transformadas se crecieron en

medio LB a 37 °C durante la noche con el correspondiente antibiotico, segun el

vector utilizado. Alicuotas de 50, 100 y 150 uL se sembraron en placas agar LB.
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4.2. Preparacion de DNA cromosomal de H. pylori.

El DNA cromosomal de H. pylori se purificé segun el método descrito por
Clayton y Mobley (1997). Basicamente, células de H. pylori crecidas en una
piaca TSA durante 24 h se suspendieron en 900 yL de amortiguador TE (Tris-
HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), se centrifugo en una microfuga Eppendorf a
14.000 rpm durante 5 min. El sedimento bacteriano se resuspendio en 576 pl. de
amortiguador TE. Luego, se adiciond 30 yl. de SDS al 10% y 3 pL de Proteinasa
K 20 mg/mL. La mezcla se agito vigorosamente e incubd durante 1 h a 37° C.
Después de la incubacion se agrego a la mezcla 100 pL de NaCl SM y 80 pL de
solucion CTAB/NaCl (4,1 g de NaCly 10 g de CTAB para 100 mL de solucion) y
se incubo por 10 min a 65 °C. A continuacion, se adicioné un volumen
equivalente de mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agito
vigorosamente y se centrifugo la muestra por 5 min a 14.000 rpm. La fase
acuosa se traspasé a un tubo limpic y se agregb 1 volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agitdé y centrifugo por otros 5
min. Nuevamente la fraccion acuosa se transfirid a un tubo limpio y se adicioné
0,6 volimenes de isopropar]ol para precipitar los acidos nucleicos. La
precipitacion se desarrollo a 5 °C durante 30 min. Luego, para recuperar el
precipitado la mezcla se centrifugd a 14.000 r.p.m. por 10 min y el sedimento de
DNA se lavo dos veces con etanol al 70%. Finalmente, el DNA se resuspendio

en agua bidestilada y almacend a —20 °C para su posterior utilizacion.
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4.3. Preparacién de DNA plasmidial.

Purificaciones a pequefa escala de DNA plasmidial se lograron utilizando
el kit comercial “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” de acuerdo

al protocolo establecido por los fabricantes.

4.4. Amplificacion de los ORFs HP0082, HP0099 y HP0103 de H. pylori

26695 y 43504 mediante PCR.

La reaccion de amplificacion para cada uno de los posibles genes mcp se
realizo en un volumen final de 20 pL en solucion amortiguadora Tris-HC! 20 mM,
pH 8,4; KCI 50 mM, 2,5 mM de cada desoxirribonucledsido trifosfato (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), partidores a una concentracion final de 1 uM, 0,2
unidades de Tag polimerasa, 0,1 ¢ 0,5 pg de DNA cromosomal de H. pylori y
1,75 mM de MgCl, durante 25 ciclos de amplificacion en un termociclador MJ
Research consistentes en 45 s a 94 °C (desnaturacion), 90 s a 50 °C para
hp0082, 55 °C para hp0099 y 58°C para hp0103 (hibridacién) y 1 min por cada 1
kb de DNA a 72 °C (elongacién), por 20 ciclos seguido por un periodo de 10 min
adicionales a 72 °C. Al finalizar, las muestras se mantuvieron a 16 °C hasta ser

analizadas en geles 1% agarosa.
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4.5. Digestiones de DNA con endonucleasas de restriccion.

Se incubaron entre 10 a 30 pg de DNA con 5 a 30 U de enzima de
restriccion en un volumen final de 100 pL en el correspondiente amortiguador,
por 1 h a 37 °C, seguida de una etapa de inactivaciéon de 10 min a 65 °C. El
progreso de las digestiones se analizd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% tomando alicuotas de la mezcla de reaccion. Una vez finalizada la
digestién, el total de los fragmentos de DNA obtenidos se separd por
electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1%, para su

posterior purificacion.

4.6. Electroforesis en geles de agarosa.

La separacién de los fragmentos de DNA entre 0,5y 3,0 kb se realizd por
electroforesis en geles de agarosa horizontal al 1% preparados en solucion TAE
0,5X (TAE 50X: 242 g/L de Tris base, 57,1 mL/L de acido acético glacial, 100
mL/L de EDTA 0,5 M, pH 8,0). Los geles se sometieron a electroforesis en
solucion TAE 0,5X a 50 mA. Las muestras se suspendieron en solucion de carga

2X (glicerol 25%, SDS 0,5% y azul de bromofencl 0,025%]).
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4.7. Determinacion de [a concentracion de DNA.

La concentracion de DNA en las muestras se determind
espectrofotométricamente a 260 nm. Se considerd la razon 280/260 como
indicador del grado de pureza de la muestra. La relacion utilizada fue de 1
unidad de absorbancia = 50 pg/mL de DNA de doble hebra y 20 pg/mL de DNA

de hebra simple (Sambrook y col., 1989).

4.8. Purificacion de DNA desde geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA obtenidos a partir de las digestiones con enzimas
de restriccion se separaron electroforéticamente en geles de agarosa de bajo
punto de fusién al 1% en tampon TAE 1X modificado (TAE 50X: 242 g/L. de Tris
base, 57 mL/L de acido acético glacial, 100 mL/L de EDTA 0,05 M, pH 8,0). Las
bandas se visualizaron en un transiluminador UV y compararon con el estandar
de peso molecular (pBR322 digerido con Hindlll). Las bandas de interés se
cortaron del gel y eluyeron a través de una columna de separacion mediante
centrifugacién a 14.000 rpm durante 15 min. £l DNA se precipito adicionando 0,1
volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 2 volumenes de etanol al 100%.
Para lograr una mejor precipitacion, se agrego 1 UL de glicogeno (20 mg/mL) por
cada 50 pL de volumen de muestra. La precipitacion se llevo a cabo durante 2 h

a -20 °C luego de lo cual se centrifugd durante 10 min a 14.000 rpm, y el

precipitado se lavd 2 veces con etanol frio al 70 %.




4.9. Purificacion de DNA a partir de reacciones de PCR.

Los fragmentos de DNA obtenidos a partir de amplificaciones por PCR,
se purificaron con el kit “Concert ™ Rapid PCR Purification System” segun las
instrucciones del proveedor. Para aumentar la concentracion de las muestras, el
DNA se precipito como se indico anteriormente. Posteriormente, el precipitado
se resuspendié en agua estéril y se analizé una alicuota mediante electroforesis

en geles de agarosa.

4.10. Obtencion de extremos romos en fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA de extremos cohesivos se trataron con la DNA
polimerasa del fago T4 segun el método descrito por Weiss y col. (1968) con las
modificaciones que se sefialan a continuacion. La mezcla de reaccidon consistio
de 20 a 30 pg de DNA, 10 pL de amortiguador de reacciéon 5X (Tris-HCI 250 mM,
pH 7,6, MgClz 50 mM, ATP 5 mM y PEG 20%), 0,5 pL de una mezcla de
desoxirribonuclessidos trifosfato 25 mM cada uno 'y 2 U de la DNA polimerasa
del fago T4 en un volumen final de 50 pl. La mezcla se incubd durante 15 min a

16 °C, seguida de una inactivacién de 5 min a 65 °C.
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4.11. Fosforilacion de insertos.

Los fragmentos obtenidos mediante PCR purificados se incubaron con 2
uL de 50 mM ATP, 2 uL de amortiguador de reaccién 10X (500 mM Tris-HCI, pH
7.6, 100 mM MgClz, 100 mM 2- mercaptoetanol) y 40 U de polinucledtido kinasa
de! fago T4, en un volumen final de 20 pL. La reaccion se lievé a cabo durante
15 min a 37 °C, inactivandose por 10 min a 65 °C. Los fragmentos de DNA se
purificaron con el kit “Wizard ™ DNA Clean-Up System” de Promega, segun las
indicaciones del proveedor. En el caso de los fragmentos romos, a la misma
mezcla obtenida del tratamiento con T4 polimerasa, se le adicionaron 2 L de
ATP 50 mM y 40 U de polinucledtido kinasa del fago T4 y sometida a las

mismas condiciones sefialadas para extremos cohesivos.

4.12. Desfosforilacion de vectores plasmidiales.

Para remover los fosfatos de los extremos 5' y evitar la autoligacion de los
vectores digeridos con enzimas de restriccion, los fragmentos de DNA se
trataron con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) de acuerdo a las
indicaciones de Sambrook y col. (1989) y Ausubel y col. (1987). Para esto se
tomaron 10 pL de DNA a desfosforilar {1 a 20 ug), 5 pL de solucion
amortiguadora 10X para CIAP (Tris HCI 500 mM pH 8,5 y EDTA 1 mM), MgClz 1

mM, ZnCl, 1 mM y 1 U de CIAP para un volumen final de 50 pL. Esta mezcla se
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incub® a 37 °C durante 15 min, luego de lo cual se inactivo por 15 min a 56 °C. A
continuacion, se adiciond de nuevo 1 U de enzima y se repitio la reaccion en las
mismas condiciones. La reaccion se detuvo agregando 1 pL de EDTAO5 MYy

calentando a 65 °C por 20 min. Ef DNA se puifico usando el kit “Wizard™ DNA

Clean-Up System” de Promega.

4.13. Ligacién de fragmentos de DNA.

{ a metodologia utilizada se fundamento en la técnica descrita por Weiss y
cols. (1968) y Sambrook y cols. (1989) con algunas modificaciones.

Luego de digerir, tanto el inserto de DNA como el vector a utilizar, con las
enzimas de restriccion, se mezclaron ambos en un tubo Eppendorf en un
volumen final de 20 pL. en una relacién molar inserto:vector 3:1 para extremos
cohesivos y de 6:1 en el caso de extremos romos. Luego, se adicionaron 2 pL de
solucion amortiguadora para figacion 10X (Tris-HCI 300 mM, pH 7.8; MgClz 100
mM, DTT 100 mM), 2 uL de ATP 500 uM, 2 uL. PEG al 20%, 3 U Weiss de DNA
ligasa del bacteriéfago T4 y agua bidestilada estéril hasta completar el volumen
especificado anteriormente. Todas las reacciones se llevaron a cabo durante 16

h a 16 °C e inactivaron por 10 min a 65 °C.
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4.14. Preparacién de células electrocompetentes.

Las células competentes se prepararon de acuerdo al método de Miller

(1994).

4.15. Transformacién bacteriana con DNA plasmidial

4.15.1. Transformacion natural de H. pylori.

Un cultivo fresco realizado en placa se cosechd y suspendio en 1,5 mL
de glicerol frio al 10%. Las células se colectaron mediante centrifugacién a 6.000
rpm por 10 min a 4° C. Después, el precipitado celular se lavd una vez en esas
condiciones y el pfecipitado se resuspendié en 200 L de glicerol frio al 10 % v/v
y se adiciono entre 0,5 a 1 ug de DNA. A continuacion, la mezcla se incubod
durante 5 min en hielo y posteriormente la suspensién se esparcio en una placa
TSA e incubd en ambiente de microaerofilia a 37 °C durante 12 h. Después de
este periodo, las células cosechadas se resuspendieron en PBS. Alicuotas de
50, 100 y 150 pL de la suspension celular se esparcieron en placas de seleccion
que contenian cloramfenicol 20 pg/mL e incubaron entre 3 a 9 dias, hasta la
aparicién de colonias. Estas se amplificaron en placas con las mismas
condiciones y una vez crecidas se purificd su DNA cromosomico, el que se

analiz6 por PCR.
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4.15.2. Electrotransformacion de E. coli.

La electrotransformacion de las cepas de E. coli se realizé segun el
método descrito por Chasy y col. (1988), con algunas modificaciones
introducidas por Miller (1994). A un tubo Eppendorf con 20 pL de células
competentes se le adicion6 0,1 a 0,5 pg de DNA plasmidial. Se mantuvo en hielo
por 5 min y se traspasd a una cubeta estéril de electroporacién. Se utilizé un
equipo de “Life Technologies BRL” 2400V, 4 MQ y 330 pF. Luego de aplicar el
pulso se retird la cubeta de la camara, colocandose inmediatamente en hielo y
las células se diluyeron con 800 pL de caldo LB estéril. Después de incubar las
células por 1 h a 37 °C, se sembraron alicuotas de 50, 100 y 150 pL en placas
LB-agar con 100 pg/mL de cloramfenicol, 100 y/o 30 pg/ml. de ampicilina de
kanamicina, respectivamente segln el cassette de resistencia que portara el

plasmido.

4.16. Ensayo de expresién inducida.

Para estos experimentos se utilizé un sistema plasmidial dual, consistente
en la transformacion de las distintas cepas de E. coli con el plasmido pGP1-2
(kan®), que contiene en su secuencia el gen de la RNA polimerasa del fago T7
bajo el control del promotor P termoinducible de! fago A y el represor cl del

mismo fago bajo el promotor lac. Ei segundo componente de este sistema es un

plasmido derivado de pET21a (Amp") que contiene el marco de lectura a




expresar bajo el control del promotor T7. De esta manera, al someter a una
incubacién a 42 °C, se inactiva -el represor cl, permitiendo la expresion de T7

pol, induciéndose los genes clonados bajo el control de este promotor.

La inoculacién de los clones en estudio se hizo en 5 mL de caldo 1.B con
30 pg/mL de kanamicina y 100 ug/mL de ampicilina, con 20 ul de cultivo
saturado crecido toda la noche a 30 °C. Los cultivos se crecieron en las mismas
condiciones hasta una DOsgo de 0,4, luego de lo cual se adicioné IPTG a una
concentracion finai de 1 mM. Un set de tubos se incubo a 42 °C durante 30 min,
seguido por un periodo de recuperacion de 30 min a 30 °C mientras que el otro

siguio @ 30 °C por 1h.

4.17. Ensayo de quimiotaxis.

El ensayo de quimiotaxis se llevo a cabo empleando el método descrito por
Mazunder y col. (1999). Este consiste en la preparacion de células de H. pylori o
de E. coli crecidas en placas de agar sangre o caldo LB, respectivamente, las
que se resuspendieron y lavaron 2 veces en amortiguador de quimiotaxis
(fosfato de potasio 10 mM, pH 7). Posteriormente, se prepar6 una suspension de
bacterias a una concenfracion de 3 X 10% células/mL. Cien pL de esta
suspension de bacterias fue puesta en una punta de micropipeta de 200 plL y se

ajustd en una jeringa insulinica de 1 mL, cuya aguja representa un capilar que

contiene 100 pL de la solucion del compuesto a estudiar en una concentracion




de 10 mM, amortiguador de quimiotaxis y 3% p/v PVP, salvo excepciones. Este
sistema se incubé 45 min a 30 °C. Después de este periodo, la punta con la
suspension de bacterias es retirada y el contenido de la jeringa es sembrado en
placas de agar suero o LB agar en diluciones seriadas de 10, para determinar el
ntmero de bacterias que ingresé a la jeringa. Las placas se incubaron en un
incubador de atmésfera controlada a 5,5 % v/v CO, y 80 % de humedad a 37 °C

durante 4 dias hasta obtener colonias que se pudieran contar.

Se define un compuesto como un atrayente cuando [a Respuesta
Quimiotactica Relativa (RCR), que corresponde a la razén entre las unidades
formadoras de colonias (UFCs) obtenidas en presencia de un agente quimico y
las UFCs obtenidas solo en presencia del amortiguador de quimiotaxis, es igual

o mayor que dos (Mazunder y col, 1998).

4.18. Experimentos de movilidad.

El ensayo de movilidad se llevd a cabo en placas agar al 0,3 %,
suplementadas con suero, Isovitalex y Dent. Estas placas se inocularon con un
estilete metalico sumergidos en una suspension de 3 x 10® células/mL de H.
pylori. Estas placas se incubaron por 4 dias en un incubador de atmosfera

controlada a 5,5 % viv CO- y 80 % de humedad a 37 °C.
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4.19. Analisis estadistico.

Los datos representan el valor promedio de al menos cinco experimentos

independientes y se analizaron mediante el test estadistico t de Student en los

resultados que se mencionen.




5. RESULTADOS

5.1. Experimentos de movilidad en agar blando.

Con el proposito de ensayar la capacidad de nado de H. pylori, se
ensayaron las cepas 43504 y 26695 empleadas en este estudio. La capacidad
de natacion se ensayo en placas de TSA suero con agar 0,3%, inoculando estas
con un estilete sumergido en suspensiones de 3 x 108 células/mL de cada cepa.
Ambas cepas formaron halos concéntricos, deduciéndose que son moviles, por
lo que las posibles alteraciones en el patron de respuesta quimiotactica en
alguna de éstas no estarian dadas por alteraciones en su capacidad de nadar

(Figura 5).
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Figura 5. H. pylori 26695, 43504 y OC695 son moviles. Se sembraron suspensiones celulares de
las cepas 26695 (A), 43504 (B) y OC895 (C) en placas de medio TSA, 0,3% de agar, las que se
incubaron por 5 dias a 37 °C, 5,5 %viv COz ¥ 80% de humedad. En el caso de todas las cepas,

se aprecia la formacién de un halo concéntrico al sector de siembra, que confirma la movilidad

de éstas.

5.2. Quimiotaxis en H. pylori.

En H. pylori el idn Ni** juega un rol fisiologico importante, debido a que
participa como cofactor de la enzima ureasa (Sachs y col, 2003). Esta enzima
esta involucrada en la neutralizacion del bajo pH al que la bacteria es enfrentada
en el estomago mediante la hidrolisis de urea en NHz y COz (Sachs y col, 2003).
Ante estos antecedentes y sabiendo que la concentracion disponible de Ni** en
el estomago es baja, se ensayo el comportamiento quimiotactico frente a NiClz a

concentraciones inferiores a 500 uM con las cepas 26695 y 43504, debido que
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concentraciones superiores de este ion son toxicas para la bacteria,
encontrandose que para ambas cepas, Ni?* no constituye un quimioefector,

|
|
pudiendo ser un repelente (Figura 6A.). ‘
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Figura 6. H. pylori es atraida por aspartato, serina, arginina y bicarbonato de sodio, pero no por
Ni%*. Se estudic la respuesta quimiotactica, representada como RCR, NiCl; (10 yM y 100 puM)
(A.); a aminoacidos como metionina, cisteina alanina, histidina, leucina, arginina, aspartato,
serina (10 mM) (B.) y a compuestos como urea y bicarbonato de sodio (10 mM) (C.) para las
cepas 26695 y 43504 y a urea 10 mM para las cepas U2,1 y 42, mediante el ensayo del capilar

modificado seguin el protocolo sefialado en la seccion Materiales y Métodos. Cada barra

corresponde al promedio de al menos 5 experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01).
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El crecimiento de H. pylori en condiciones de laboratorio, requiere de la
presencia de los 20 aminoacidos. Por oira parte, de la reconstitucion gendmica
del metabolismo de H. pylori (Schilling y col., 2002), se sabe que existen al
menos ocho aminoacidos que serian requeridos para el crecimiento de la
bacteria que son alanina, arginina, histidina, leucina, metionina, fenilalanina,
valina y cisteina en ausencia de sulfato como fuente de azufre. En virtud de
estos antecedentes, se ensayod la respuesta quimiotactica de las cepas 43504 y
26695 frente a estos aminoacidos, ademas de aspartato y serina como modelos
de estudio, en virtud al amplio conocimiento acumulado en los modelos E. cofi y
S. typhimurium en los receptores Tar y Tsr, que reconocen a estos aminoacidos

como atrayentes, respectivamente.

Ninguno de los aminodcidos ensayados resultaron ser atrayentes en
ambas cepas, excepto L-serina, L-aspartaio y L-arginina, frente a la que se
encontré una respuesta distinta entre ambas cepas: mientras la cepa 43504 no
fue capaz de sensar arginina, 26695 mostro respuesta quimiotactica (Figura

6B.).

Urea y bicarbonato juegan una importante funcion en la sobrevida y
persistencia de H. pylori en el estomago, por su relacidn en la neutralizacion del
pH acido del medio (Sachs y col, 2003). Mizote y col. (1997), describieron que H.

pylori CPY3401 era afraida hacia gradientes de urea y bicarbonato de sodio.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, se realizaron ensayos de quimiotaxis
con las cepas antes mencionadas frente a estos compuestos, los que indicaron
que ninguna de las cepas ensayadas reconocieron urea como un atrayente, en
desacuerdo a lo que Mizote y col (1997) informaron (Figura 6C.). Los ensayos
frente a urea se repitieron con concentraciones entre 500 My 1 mMy a pH 5,5
y 6, los que dieron resultados similares (datos no mostrados). Por otra parte, se
sabe que existe un alto porcentaje de ureasa presente en la pared de H. pylori,
la que podria evitar el ingreso de urea al periplasma en concentraciones
detectables para el receptor. Para corroborar esta hipotesis, se ensayd la
respuesta quimiotactica a urea en las cepas U2.1 y 42, las que carecen de
actividad ureasa (Figura 6D.). Los experimentos con estas cepas corroboraron
los resultados anteriores, aunque con una respuesta quimiotactica a urea mayor
a la de las cepas 43504 y 26695. Los ensayos de quimiotaxis frente a
bicarbonato de sodio, mostraron que la cepa 43504 no fue atraida por este
compuesto, mientras -que para la cepa 26695 resulté ser un atrayente,

comportamiento similar al hallado frente a arginina (Figura 6C.).

Con el objetivo de comprender las diferencias entre las respuestas
quimiotacticas de estas cepas frente a [-arginina y bicarbonato de sodio como
quimioefectores, se apuntd a la posibilidad de la existencia de diferencias de
origen genético entre las cepas estudiadas a nivel de las hipotéticas MCPs que

dieran cuenta de estas diferencias fenactipicas.
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5.3. Amplificacién de los genes hp0082, hp0099 y hp0103.

Con el objetivo de comprender el fundamento genético de la diferencia de
las respuestas quimiotacticas frente a bicarbonato y arginina entre ambas cepas,
se planted el estudio de los genes hp0082, hp0099, y hp0103 de H. pylori, que
corresponden a genes ortdlogos a fipA y HpB y HpC de B. sublilis,
respectivamente y que codificarian para tres de las cuatro MCPs presentes en el
genoma de H. pylori (Tomb y col., 1997). Estos genes se amplificaron mediante
la técnica de PCR a partir de DNA cromosomico purificado de las cepas 26695 y
43504. Las amplificaciones de los genes hp0082 y hp0103 no arrojaron
diferencias entre ambas cepas, correspondiendo a los tamafios esperados de 2
kb y 1,6 kb, respectivamente (Figura 7). Sin embargo, al comparar los
amplificados del gen hp0099 de ambas cepas, se encontré que el producto
obtenido a partir del DNA de la cepa 43504 migraba a un tamafio de 2,3 kb, que

corresponde a un tamario aproximadamente 300 pb mayor de lo esperado y que

el amplificado de la cepa ATCC 700392 (Figura 7).
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Figura 7. Amplificacion mediante PCR de los genes hp0082 (tipC), hp0099 (tipA} y hp0103 (tipB)
a partir de DNA gendmico de las cepas 43504 y 26695 de H. pylori. El inserto {derecha) muestra

en mayor detalle la diferencia de tamafio de los amplificados del gen hp0099 de las cepas 43504

y 26685,

5.4. Clonamiento del gen hp0099.

Una vez obtenidos los productos de PCR, estas amplificaciones se
clonaron para su posterior analisis. A los productos de las amplificaciones de los
genes hp0099 a partir de las cepas 43504 y 26695 se les generd exiremos
romos, se fosforilaron y clonaron en el sitio Smal del vector pUC19, dando
origen a los plasmidios pHPE99 y pHP99, respectivamente, los que se
emplearon para transformar E. coli DH5¢ mediante electroporacion, cuyas

transformantes fueron seleccionadas en medio LB agar suplementado con amp
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y chequeadas por PCR con los partidores correspondientes para cada gen,

obteniéndose amplificaciones con los tamafos esperados.

5.5. Secuenciacion de hp0099.

Los genes hp0099 clonados de las cepas 43504 y ATCC 700392, se
secuenciaron automaticamente segin el método de Sanger (Sanger y col.,
1977). La secuencia obtenida del gen hp0099 clonado a partir del DNA
cromosomico de la cepa 26695 fue idéntica a la publicada por Tomb y col.
(1997). En cambio, la secuenciacion del gen hp0099 clonado a partir de la cepa
43504, arrojd que éste contiene una secuencia de 371 pb inserta en el gen, a

partir de la posicion 318 del gen con respecto a la secuencia de la cepa 26695.

La secuencia que interrumpe este marco de lectura abierto, se analizbé
mediante el uso del programa BLAST, arrojando que corresponde a una
pequefia secuencia de insercion especifica de H. pylori denominada mini-IS605
y que esta flanqueada por extremos de 49 pb y 41 pb. El exiremo izquierdo de la
mini 1S605 Elemento en HPO099 es idéntica a la los elementos IS605 (GenBank
AC000108) (Akopyants y col., 1998) y el extremo derecho comparte 83% de
identidad con un elemento mini IS605 descrito por Censini y col. (1996) (Figura
8A.). Por ofra parte, la secuencia interna de este elemento de insercion mostro
porcentajes de identidad significativos con secuencias de los genes rdxA (98%),

vacA (91%), y cagl (91%) (Figura 8B.).

57




Estos resultados apoyaron la hipétesis de la diferencia genética entre las
MCPs de estas cepas como causa de sus distintas respuestas quimiotacticas,
por lo que la cepa 43504 se constituyd en un sistema mutante natural para el
estudio de la quimiotaxis en H. pylon.

A
Extremo derecho de IS605

AGCAGARATCCCAAATATCTTTAGTGTTTGGGATGAATGCT
e ok o o e ok ok ok e ok o ol ol ol o o ol o ol ok ok ol ok o o o ok o ok o o o ok
AGCAGAAATCCCAAACATCTTTAGTGTTTGGGATGAATGCTGCTAATTTGTAGTATAATATCTCCA
TACATTTGTATCTAGCGTAGGAAGTACGCAAAGTTACGCCTTTCGAGATATGATCTGTGAGACCTE
TAGGGAATGCETTGGAGATCARACTCTGTAARATCCCTATGATTAGGGACACARAGTGARARCCAR
ACTTTCCCTATGGGGCAACATCAGCCGAGGAAGCCCAATCG~CTTTAGCGTTTGGG
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Exiremo izquierdo de 18605

B
tlphA GCTAATTTGT AGTATAATAT CTCCATACAT rrmmm CGTWMGT ACGCARAGTT
rdxA W TATAATA' m 7 ACGC)
VACA - TR (GLAGGAAGTR-C' \CARAG L iy
o W RN ac ﬂ
tlpa AGATATGATG TGTGAGACCT mm T CAAACTCTGT mCTA 'rsmm
rdxA ¥ Gl GJ C v > CGTTGGAGAT e
"el ' & g - e l“ 3 - & Sy
“qz J AT] GETGETG 2 l 2:19-9- F-== B POCCTR L-E“ e
tlph CACAAAGTGA AAACCAAACT TTCCCTATGGG
rdxA CACAAAGTGAN -AACCAAACTRTI TCOCTATGGGIRE L L))
vach CJ

GAN —ARCC] - ™ (91‘,
cagl orcaaci o Pancoancrirceeraicoo Rt

Figura 8. Elemento de insercién mini-IS605 encontrado en el marco de lectura abierto HP0099
de la cepa 43504 de H. pylori. A. Alineamiento de la secuencia del elemento mini-IS605 de
HPO099 de H. pylori cepa 43504 con las secuencias de los extremos izquierdo y derecho del
elemento IS605. Los asteriscos indican identidad entre ambas secuencias. B. Alineamiento de la
secuencia interna del elemento de insercién mini-IS605 de HP0098 con las de los genes cagl,
vacA y rdxA.




5.6. Construccién de mutante “knock out” hp0099.

Con el objetivo de comprobar que el fenotipo presentado por la cepa
43504 frente a L-arginina y bicarbonato de sodio se debe a la interrupcion ldel
gen hp0099 por la mini 1S605, la que suprimiria la expresién del receptor, se
disefié un mutante isogénico a 26695. Para esto, se subclond el gen hp0099 en
el sito BamHl del plasmido pBR322. Posteriormente, este constructo,
denominado pBR99, se digiric con Sacl, que corta en la posicion 1603 de
hp0099. En esta posicion se insertd un cassette de 1013 pb, que codifica para la
enzima cloramfenicol acetil transferasa (CAT), procedente de Campylobacter coli
(Wang y Taylor, 1990), que interrumpe el gen y confiere resistencia a este
antibiotico, dando origen al plasmido pBR99::cat, con el que se transformo la
cepa E. coli DH50 mediante electroporacion. Las colonias seleccionadas en
medio LB agar suplementado con amp y cam a las concentraciones indicadas
previamente, se analizaron por PCR, obteniéndose un fragmento amplificado de
aproximadamente 3.000 pb, en las colonias que llevaban la construccion, que
corresponde a la suma de los tamafios de los genes hp0099 (2.025 pb) v cat,
concluyéndose una insercion efectiva del cassette. A partir de una colonia
positiva, se purifico su DNA plasmidial, el que se incubd con un cultivo
confluente de H. pylori 26695. Este cultivo se traspasé a placas agar suero
suplementadas con cloramfenicol y se incubaron en las condiciones tipicas de
crecimiento por 5 dias, después de los cuales se purificé el DNA cromosomico

de colonias individuales y se analizd mediante PCR, con los partidores HP-995 y
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HP-993, permitiendo la obtencion de la banda esperada de 3.000 pb (Figura 9).
La nueva cepa que lleva el gen hp0099 anulado, denominada 0CB695, se crecid
en placas agar suero suplementadas con cloramfenicol y se resuspendieron en

medio TSB con glicerol 10% para guardarlas a —80 °C.

A B
g 4
~ o O
- ,
hp0099::cat

Figura 9. Construccion de mutante H. pylori OC695 (hp0099.:cat). A. Esquema del producto de la
insercion del cassette CAT a nivel cromosémico en el gen hp0099 en H. pylori 26685. B.

Amplificacion mediante PCR que confirma la insercion de CAT en hp0099 en la cepa OCE95.
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5.7. Movilidad en H. pylori OC695.

Una vez obtenida la cepa OC695, isogénica a la cepa 26695, se ensayo
su capacidad mévil con el propdsito de comprobar si la mutacién producida tuvo
un efecto polar, en particular en la capacidad de movimiento de la bacteria. Para
esto, se ensayd de igual forma que las cepas ATCC 43504 y ATCC 700392 su
movilidad en placas con 0,3% agar suplementadas con suero. Este experimento
demostro que la mutacion en el gen hp0099 no altera la movilidad de las

bacterias en medio rico (Figura 5C).

5.8. Quimiotaxis en H. pylori OC695.

Una vez demostrado el fenotipo movil en la cepa OC695, se ensayo la
respuesta quimiotactica frente a urea, bicarbonato de sodio y L-arginina, de la
misma forma empleada para las cepas anteriores. Los resultados obtenidos
muestran que esta cepa presenta un fenotipo similar a la cepa 43504 cuando se
ensaya frente a arginina y Na;HCO3, presentando ausencia en la capacidad de
sensar ambos compuestos (Figura 10). En el experimento frente a urea como
quimioefector, la ausencia de atraccién aumenta en comparacion a la cepa
parental 26695. Estos resultados llevan concluir que el ORF HP0099 codificaria.

para un receptor quimiotactico que reconoce arginina y bicarbonato en H. pylori.
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Figura 10.La mutacién en el gen hp0099 anula la capacidad de sensar arginina y bicarbonato de
sodio en H. pylori. La figura muestra la respuesta quimiotactica para las cepas 26695 (barras
blancas) y OC695 (barras negras), representada como RCR, mediante el ensayo del capilar
modificado. Las propiedades quimiotacticas de la cepa OCE95 difieren en comparacion a su

parental isogénica. Cada experimento fue repetido al menos 5 vaces (*p<0,05; **p<0,01).

5.9. Complementacién en mutantes mcp de E. coli.

Los ensayos de quimiotaxis en H. pylori 4?;504 y 26695, apoyaron la
hipotesis de la diferencia genética entre ambas cepas como el fundamento de
sus diferencias en la respuesta quimiotactica. Con el fin de confirmar dicha
conclusion, se llevaron a cabo ensayos de quimiotaxis en cepas de E. coff
defectuosas en distintas MCPs transformadas con vectores de expresion con el

gen hp0099 de las cepas ATCC43504 y 700392. Con estos constructos, se
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transformaron cultivos electrocompetentes de las cepas RP4372 (Afar-tap),
RP5700 (Atsr) y RP2361 (Atar) de E. coli mediante electroporacion, las que
previamente se habian transformado con el plasmidio pGP1-2 por la misma
técnica. Estos cultivos se crecieron en medio liquido LB suplementados con Kan
y Amp (en las concentraciones indicadas en la seccion Materiales y Métodos) y

posteriormente fueron guardados en glicerol 10% a —80 °C.

Una vez obtenidas las cepas transformadas con los plasmidios pGP1-2 y
pHAQ9 y pHAB99, se crecid un cultivo de las cepas transformantes pGP1-
2/pHA99, pGP1-2/pHAG99 y pGP1 -2/pET21a en medio LB liquido suplementado
con kan y amp a 37 °C toda la noche. De este cultivo se tomd una alicuota de 50
uL y se sembraron 2 tubos con 5 mL de medio LB liquido suplementados con
kan y amp por cada transfomante. Estas células se crecieron a 37 °C hasta que
alcanzaron una DOsg aproximada de 0,4 U/mL (equivalentes a 3 x 10®
células/mL). Uno de estos tubos se incubo en un bafio termorregulado a 42 °C
por un periodo de 30 min, después del cual las células se recuperaron a 30 °C
por 30 min. Como control, el tubo restante se sometié a una incubacién a 30 °C

por 1 h.
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5.10. Quimiotaxis en transformantes de E. coli.

Con el objetivo de verificar si la expresion del gen hp0099 en las cepas
RP4372 (Atar-tap), RP5700 (Atsr) y RP2361 (Atar) de E. coli, era capaz de
complementar sus respectivas mutaciones o conferir nuevas propiedades
quimiotacticas, se ensayo la quimiotaxis para estas cepas en presencia y
ausencia de la induccion de la expresién de hp0O099. Para ello, se crecieron
cultivos de estas cepas en caldo LB suplementado con amp y kan a 37 °C hasta
que alcanzaron una DOsg aproximada de 0,4 U/mL. Uno de estos tubos se
incub6 en un bafio termorregulado a 42 °C por un periodo de 30 min, después
del cual las células se recuperaron a 30 °C por 30 min y el cultivo control se
incub6 a 30 °C por 1 h. Después de este tratamiento, estas células se lavaron
dos veces en amortiguador de guimiotaxis, se resuspendieron en el mismo y se
ensayd su respuesta quimiotactica frente a urea, bicarbonato de sodio, arginina,
serina y aspartato, mediante el ensayo del capilar modificado. Como
experimento control, se incluyo [a cepa RP4372 transformada con los plasmidios
pGP1-2 y pET21a, con el objeto de demostrar que la inclusion de éstos sin
inserto no altera el compartamiento quimiotactico de las bacterias (Figura 11A).
Cuando se ensayd la respuesta quimiotactica para la cepa RP4372 (pGP1-
2/pHAB99) en ausencia y presencia de induccién, no mosird capacidad de

atraccion hacia ninguno de los compuestos ensayados (Figura 11B). Sin

embargo, al transformar esta cepa con los vectores pGP1-2 y pHA99 e inducirse




la expresion de Ap0099 mediante su incubacion a 42 °C, ésta mostrd respuesta
quimiotactica hacia urea, bicarbonato y arginina (Figura 11C). Se obtuvieron
resultados similares a éstos bajo condiciones de induccion del gen hp0099,
cuando se transformaron con este sistema a las cepas RP5700 (Figura 11D) y
RP2361 (Figura 11E). La expresion de este gen fue incapaz de complementar
las respectivas mutaciones en las cepas transformadas. Estos resultados
demuestran que el ORF HP0099, codifica para una proteina quimiotactica que

reconoce arginina, bicarbonato de sodio y urea en E. coli.
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Figura 11. La expresion dei gen hp0099 confiere la capacidad de sensar arginina, bicarbonato de
sodio y urea a E. cofi. La figura muesira la respuesta quirniotactica, representada como RCR, de
E. cofi llevando los plasmidos pGP1-2 y pET21a, con el gen hp0099 activo e inactivo, hacia urea,
bicarbonato de sodio, arginina, serina y aspartato. Las barras blancas representan las céiulas
tratadas a 30 °C y las barras negras a las sometidas a induccién a 42 °C. Cada barra

corresponde al promedio de al menos 5 experimentos independientes. A. RP4372 (Atar-Atap)
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transformada con los plasmidios pGP1-2 y pET21a. B. RP4372 transformada con los plasmidios

pGP1-2 y pHABS9. C.RP4372 transformada con los plasmidios pGP1-2 v pHAS9. D, RP2361
(Atar) transformada con pGP1-2 y pHA99. E. RP5700(Atsr) transformada con pGP1-2 y pHASS.

Cada experimento fue repetido al menos 5 veces (*p<0,05; **p<0,01).

67




6. DISCUSION

La colonizacion del estémago por H. pylori es promovida por los factores
involucrados en la movilidad y quimiotaxis. Eaton y col. (1996) determinaron que
cepas mutantes no moviles de H. pylori para las proteinas constituyentes del
flagelo, FlaA y FlaB, persistian. menos tiempo que sus respectivas cepas
parentales en cerdos gnofobidticos. Por otra parte, Andermann y col. (2002)
demostraron que cepas de H. pylori deficientes en los genes tipA y tipC, pueden
colonizar ratones gnotobidticos tan eficientemente como la cepa silvestre, pero
son incapaces de competir con sus respectivas parentales en condiciones de
coinfeccion en este mismo modelo. Esto nos lleva a la conclusién que los genes
involucrados en los procesos de movilidad y receptores quimiotacticos

participarian en la colonizacion del estémago por esta bacteria.

En este trabajo se ha demosirado que H. pylori cepa 26695 reconoce
aspartato, serina, arginina y bicarbonato de sodio como atrayentes, siendo estos
dos ultimos sensados mediante el receptor TIpA, codificado por el ORF HPO099
y posiblemente Ni** y urea como repelentes. Por otra parte, hemos validado
estos resultados en H. pylori cepas 43504 y OC695, que contienen una insercién
de un elemento mini-ISB05 y un cassette Cam® en el gen {IpA, respectivamente,
siendo incapaces de reconocer arginina y bicarbonato de sodio como atrayentes

y mediante experimentos de expresion heterdloga del ORF HP0099 en E. colfi.
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En la capa mucosa que recubre el epitelio gastrico existe un gradiente de
concentracion de urea, lo que permitiria a H. pylori sensar concentraciones
mayores de este compuesto, permitiendo la evasion del estrés acido de manera
dependiente de ureasa (Toledo y col, 2002). En discordancia a lo reportado por
Mizote y col (1997), quienes describieron que H. pylori CPY3401 responde a
urea y bicarbonato como atrayentes, nuestros experimentos mostraron ausencia
de atraccion hacia urea en ambas cepas de H. pylori ensayadas, o que tambien
fue encontrado por Andermann y col (2002). Una posible explicacidn para estas
diferencias, se deberia a la alta variabilidad genética encontrada entre distintas
cepas de H. pylori (Akopyants y col., 1992) lo que daria una expresion

diferenciada del receptor entre éstas.

Nuestros resultados mostraron la ausencia de quimioatraccidn en
presencia de Ni** para H. pylori. Si bien la cantidad de bacterias que ingresaron
al capilar disminuye a medida que aumenta la concentracion del i6n, lo que
sugeriria que Ni?* podria constituir un repelente, el método en si limita tal
conclusion, puesto que esta disminucién en el nimero de UFCs podria deberse
a la misma toxicidad generada por el idén incorporado y acumulado por las
células durante el periodo de incubacion, o bien a la inhibicion del motor flagelar,
aunque no se descarta la posibilidad que este i6n sea un repelente

efectivamente.
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La expresion del ORF HP0099 en las cepas mutantes de E. colf RP4372,
RP5700 y RP2361, defectuosas en las MCPs necesarias para la quimioatraccion
hacia aspartato y serina no complementé sus respectivas mutaciones. Sin
embargo, les confirio la capacidad de sensar arginina, bicarbonato y urea como
atrayentes. Este resultado sugiere que serina y aspartato no son ligandos de
TIpA, sino posiblemente de HP0082 y/o de HP0103 en H. pylori. Consistente con
esta idea, hemos encontrado aue H. pylori 43504, que contiene una insercion de
un elemento mini-IS605 en el gen tipA, no responde arginina ni bicarbonato de
sodio como atrayentes, pero conserva respuestas quimiotacticas hacia aspartato
y serina. Por otra parte, la cepa H. pylori QC695, que contiene un cassette de
resistencia a cloranfenicol en el gen tpA, es incapaz de sensar a arginina y
bicarbonato de sodio, de manera andloga a la cepa 43504. Si bien el
reconocimiento de bicarbonato de sodio y arginina en E. cofi transformadas con
el ORF HP0O099 estan de acuerdo con los resultados obtenidos en H. pylori
26695, 43504 y OC695, la capacidad de sensar urea en E. cofi resultd
sorprendente. Esta respuesta positiva, podria estar involucrando la
sobreexpresion del receptor, que podria tener como un potencial efecto
dominante negativo al diluir los complejos necesarios para transducir la sefial
inducida por urea, que no seria observado en los experimentos de arginina y
bicarbonato, ya que estos podrian tener mayor efecto en el cambio
conformacional inducido en el receptor por el ligando, necesario para inducir la
sefial rio abajo, o bien sean mas afines que urea. Sin embargo, futuros

experimentos cinéticos in vitro son necesarios, para descartar dicha posibilidad.
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Por ofra parte, esta adquisicién puede deberse a que el receptor adopta una
estructura conformacional distinta en el dominio periplasmatico del receptor a la
que tiene en H. pylori, cambiando la posicion y/o exposicion de algunos
residuos, modificandose el dominio de unién al ligando y permitiendo el
reconocimiento de urea como atrayente, debido a la presencia de un grupo
guanidinio en este compuesto, de manera similar a la arginina. Por ofra parte, el
posible cambio en la conformacion en E. coli podria ocurrir en el dominio
citoplasmatico, lo que alteraria la interaccion con otras proteinas involucradas en
la transduccion de la sefial, como CheA y CheW, que no se encuentran en H.
pylori, y que por ser arginina y bicarbonato mas afines al receptor, no
necesitarian mayor nimero de complejos transductores para amplificar la sefal,

mientras que si serian necesarias para la la sefial gatillada por urea.

Se ha descrito que las interacciones MCP-MCP que formarian arreglos de
receptores de distintos tipos, tienen relacidén con la magnificacién de la sefial
quimioefectora, (Ames y col. (2002), Gestwicki y Kiessling (2002}, Lamanna vy
col. (2002)). Por otra parte, Weis y col. (2003) demostraron que Ia
sobreexpresién del quimiorreceptor Tsr en células de E. coli puede inducir
alteraciones en la membrana de estas bacterias como consecuencia de las
interacciones entre los recepiores, [o que podria causar perturbaciones en la
magnificacién de la sefial. Teniendo en cuenta esto, se podria suponer que la

sobreexpresién del ORF HP0099 en las cepas mutantes de E. coli, estaria
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alterando la conformacion de dichos “grupos” de receptores, lo que amplificaria

la sefial percibida frente a la presencia de urea.

Finalmente, considerando los resultados de Mizote y col. (1997) en los
que se muestra que H. pylori CPY3401 tiene la capacidad de nadar hacia urea,
bicarbonato de sodio y sodio, sumados a nuestros resultados de sobreexpresion
de HP0099 de la H. pylori 26695 en E. coli que mostraron quimioatraccion hacia
urea, se podria considerar que HP0099 codifica un MCP que también puede
reconocer urea. De esta manera, si una cepa individual de H. pyfori reconoce la
urea como un probable atrayente o repelente, esto podria depender de las
interacciones de TIpA con el conjunto de proteinas Che y/o la presencia del otros
MCPs, que pueden ser funcionalmente polimérficos entre distintas cepas de H.
pylori. Las comparaciones de las secuencias entre distintas cepas de H. pylori
han demostrado altas tasas de polimorfismos (Akopyants y col., 1992). Un factor
adicional que contribuye a esta gran variabilidad genética intraespecifica, se
atribuye a una familia de secuencias de mini-insercion relacionadas con el
transposon 1S605. Estos mini-IS605 conservan los extremos de los elementos
mas 1S605, pero no contienen los elementos frans necesarios para la
transposicion. Estas se encuentran en una variedad de genes implicados en la
interaccién de H. pylori y la mucosa gastrica humana, incluyendo rdxA, vacA,

cagl, y HP0099.
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La respuesta guimioatrayente hacia bicarbonato de sodio y arginina
puede ser relevante en la persistencia y colonizacion del estomago en H. pylori.
E| bicarbonato se secreta en la mucosa gastrica a través de los
intercambiadores Na*/H* y la respuesta quimiotactica al bicarbonato. De esta
manera, la quimioatraccion hacia bicarbonato puede favorecer a la persistencia
de H. pylori en el epitelio gastrico y en capa mucosa gastrica, facilitando su
evasion de la periferia acida cercana al lumen del estdbmago, donde existe una

mayor acidez.

La quimioatraccion hacia arginina podria tener dos papeles importantes
en la colonizacion de H. pylori. Por una parte, arginina constituye un
requerimiento esencial para H. pylori, debido a que es incapaz de sintetizar este
aminoacido por la ausencia de los genes implicados en e! anabolismo de éste
(Tomb y col., 1997), por lo que su captacion a partir del medio circundante debe
jugar un papel importante en la persistencia de la bacteria en el mucus gastrico.
Por otra parte, este aminoacido puede ser incorporado en el ciclo de la urea,
siendo sustrato de la enzima arginasa (RocfF) generando urea y ornitina. La urea
obtenida a partir de arginina podria ser utilizada como sustrato para la ureasa,

empleandose en la neutralizacién del pH acido (Mendz, y Hazell, 1996).

Dentro de los mecanismos de resistencia al acido descritos en E. coli, se

encuentra el sistema tipo !, en el que esta involucrado el empleo de arginina

por la enzima arginina descarboxilasa. En este sistema, la descarboxilacion de la




arginina, convierte a este aminoacido en la poliamina agmatina, consumiéndose
un protén en esta reaccion. Este sistema tiene acoplado un intercambiador que
incorpora arginina y expulsa agmatina en relacién 1:1 (Castanie-Cornet y col.,
1999). En el genoma de H. pylori 26695, se encuentran genes ortdlogos para las
proteinas constituyentes de este sistema, fo que haria de arginina un amino&cido

importante en la resistencia al &cido en H. pylori.

Como se menciond anteriormente, los mutantes en H. pylori para los
genes tipA y tlpC muestran deficiencias en colonizar el estdmago frente a cepas
silvestres. Por otra parte, recientemente se demostrd en gerbils gnotobioticos
inoculados con cepas de H. pylori mutantes para TIpB, que este gen estaria
involucrado en la respuesta inmune del hospedero (Mc Gee y col., 2005). A
pesar de estos avances, el estudio de la quimiotaxis como un mecanismo
involucrado en los procesos infecciosos y el establecimiento del de la interaccion
patégeno hospedero no ha sido completamente estudiada, por lo que futuros
estudios dirigido hacia esta area seran relevantes a conducir posibles terapias
las que si bien probablemente sean ineficientes en la erradicacion de la bacteria,

si podrian contribuir a evitar la repoblacién por H. pylori posterior a tratamientos

con antibidticos.




7. CONCLUSIONES.

Los aminodcidos arginina, acido aspartico y serina, y bicarbonato de

sodio, constituyen quimioatrayentes para H. pylori.

El ORF HP0099 de H. pyiori, codifica para una proteina quimioreceptora
que reconoce arginina y bicarbonato de sodio como atrayentes. La capacidad de

sensar estos compuestos esta ausente en la cepa 43504, debido a la presencia

de una mini secuencia de insercion 1S605 en este gen.

La expresion del receptor TIpA de H. pylori en las cepas mutantes
RP4372 (tar, tap) RP5700 (tar) y RP2361 (tsr} de E. coli, les confieren la

capacidad de sensar arginina, bicarbonato de sodio y urea como atrayentes.

Al anular el gen hp0099, H. pylori pierde la capacidad de sensar arginina y

bicarbonato de sodio, reafirmando su funcidn codificante para un

quimiorreceptor.
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Abstract

Helicobacter pylori ATCC43504 responds chemotactically to aspartic acid and serine, but not to arginine, nor to sedium bicarbonate. Tn
contrast, H. pplori ATCC700392 (strain 26695) shows chemotaxis to all four attractants. Open reading frame HP0099 from H. pylori
26695 is predicted to encode one of three methyl-accepting chemotaxis receptor proteins (MCPs). When Escherichia coli is transformed
with a plasmid carrying HP0099 from strain 26695, the recombinants acquire chemotaxis to arginine, bicarbonate, and urea. In H. pylari
43504, the HP0099 gene is interrupted with a mini-1S605 insertion, which accounts for its inability to recognize arginine and bicarbonate

as attractants. Together, these results acgue that the H. pplori HPO099 gene encodes an MCP for arginine and bicarbonate,
© 2003 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

‘The colonization of the human host by many bacterial
pathogens is dependent on flagella. Flagellated bacteria
swim toward chemical attractants and away from repel-
fents by a mechanism known as chemotaxis. As yet, we
know little about how these microorganisms use the ability
to swim to their advantage, to colonize their human host.
Chemotaxis is an adaptive response to microenvironmen-
tal changes, and is regulated by a complex signal trans-
duction mechanism {1]. Flagellated bacteria express four
sets of genes necessary for chemotaxis. These include the
fla and other genes involved in the assembly of flagella, the
mot genes encoding components of the flagellar motor, the
che genes involved in the regulation of chemotactic re-
sponses, and the mep genes encoding the methyl-accepting
chemotaxis proteins (MCPs). MCPs are membrane-sparn-
ning proteins that interact with specific ligands, and trans-
duce information across the cell membrane to the intra-
cellular Che proteins. The Che proteins relay signals from

* Corresponding author. Tel.: +56 (2) 678 6053;
Fax: +56 (2) 735 5580.
E-muait address: Woledo@machi.med.uchile.cl (H. Toledo).

the MCPs to the flagellar motor, which drives flagellar
rotation.

Helicobucter pylori is a microaerophilic Gram-negative
pathogen, and has a bundle of unipolar flagella [2].
H. pylori can penetrate the gastric mucous layer, and
causes gastric ulcers, adenocarcinomas, and lymphomas
[2-4]. The colonization of the gastric mucosa by H. pylori
depends on its ability to make urease, as well as on its
flagella, and chemotaxis [5-7]. H. pylori produces large
amounts of cytoplasmic urease constitutively [5], and re-
leases urease due to autolysis [8]. Presumably, the main
role of urease is to neutralize the acidic microenviron-
ments colonized by H. pylori, by producing ammonia
and carbon dioxide from urea. H. pylori flagella are a
mosaic of two flagellins, FlaA and FlaB [9]. Both flagellin
subunits are necessary for full motility on soft agar plates
and for full colonization of gnotobiotic piglets. An aflagel-
lated strain of H. pylori colonizes the stomach less fre-
quentiy [6].

In the stomach of infected patients, F. pylori resides
mainly in the surface mucous layer [10]. Because this ge-
latinous layer has a rapid turnover [i1}], bacteria prolifer-
ating in this layer must retain the ability to move toward
the stomach epithelial cell surface, and against the mucous
fiow toward the duodenum, For this reason, the motility

0378-1097/03/$22.00 © 2003 Federation of European Microbiological Societics. Published by Elsevier Scieace B.V, All vights reserved.
doi: 10.1016/50378-1097(03)00423-3
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of H. pylori should be important for bucterial growth,
colonization, and persistent infection.

The complete genome sequences of two H. pylori strains
have been determined, strains 26695 [12], and J99 [13].
Three F. pylori open reading frames (ORFs), HP008Z,
HP0099, and HP0103, in the genome sequence of strain
26695 (ATCC700392), are predicted to encode MCPs,
with homology to those of other bacteria. To understand
how the motility of H. pvioii contributes to its virulence,
we have identified a subset of the attractants to which
H. pylori responds, and the MCP responsible for a subset
of these chemotactic responses, Our results show that the
H. pylori HP0099 gene encodes an MCP for the attrac-
tants arginine and sodium bicarbonate. This is the first
report in which the substrate specificity of an MCP from
H. pylori has been identified.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used in this work are
listed in Table 1. Frozen stocks of H. pylori were incuba-
ted in biphasic cultures on A pylori selective supplement
(Dent from Oxoid) trypticase soy agar supplemented with
5% horse serum under microaerobic conditions using a
Gaspack jar and a Campygen atmosphere generator
pack (Oxoid), at 37°C for 24 h. Bacteria were then trans-
ferred to plates and incubated for 2448 h in an incubator
with 5.5% COQ, and 80% humidity [14]. Escherichia coli
strains were grown in Luria—Bertani (LB) medinm supple-
mented with ampicillin {Amp; 100 pg mi~!} and/or kana-

mycin sulfate (Kan; 20 ug ml™'), when appropriate. Me-
dia were from Difco and Becton-Dickinson.

2.2. Motility assays

Bacterial cells grown microaerobically at 37°C for 2 days
on H. pylori selective supplement (Dent from Oxoid) tryp-
ticase soy agar plates were stabbed with toathpicks into
0.3% agar plates containing trypticase soy broth supple-
mented with 5% horse serum.

2.3. Chemotaxis assays

Chemotaxis assays were carried out by the method of
Mazunder et al. [15]. Cells were scraped from plates, sus-
pended in chemotuxis buffer (10 mM potassium phos-
phate, pH 7; 3% wiv polyvinylpyrrolidone) to a concen-
tration of 3X10° cells ml™", and 100 pl of the bacterial
suspension was drawn into a disposable 200 ul pipet tip.
Solutions of compounds to be tested (10 mM, unless oth-
erwise noted) for a chemotactic response (100 pl in che-
motaxis buffer} were drawn up through a 25-gauge needle
into a 1-ml syringe, and the point of the syringe-needle
combination was submerged into the bacterial suspension,
After incubation of the test apparatus horizontally for 45
min at 30°C, the syringe was removed from the bacterial
suspension, its contents were diluted serially in chemotaxis
buffer, and the dilutions were plated onto agar serum
plates. The titers of cells that had accumulated in the
syringe were measured as colony forming units. Syringes
containing chemotaxis buffer alone were included in each
experiment as controls. Test compounds were identified as
attractants if the relative chemotaxis response (RCR), cal-

Table |
Bacterial strains and plasmids
Steain/plasmid Characteristics Source/
relerence
H. pylori
ATCCI00392 strain 26695 Tomb (12)
ATCCA43504
E. coli
RP437 {thr{Am)-1 feuB-6 his-4 metF{AmM)-59 eda-50 rpsL136 (thi-1 ara-14 lacY-1 mth1 xyl-5 fond-3| tsx-78]} Parkinson
RP4372 {thr(Am¥1 leuB-6 his-4 metF(AM)-59 eda-50 rpsL136 {thi-1 ara-14 lac¥-1 1Ll xpl-5 tonA-3) tsx-18]} A(sar-tap)  Parkinson
RP5700 {thr(Am)-1 leuB-6 his-3 metF{Am)-59 eda-50 rpsL136 {thi-1 ara-14 lacY-1 mil-| xpl-5 tonA-31 13x-78]} Altsr) Parkinson
RP2361 {thr(Am)-1 leuB-6 his-4 metF{AM)-59 eda-50 rpsL136 {thi-1 ara-14 lacY-1 antl-1 xpl-5 1onA-31 15x-78]} Altar) Parkinson
RP4372/pHA99 RP4372 wansformed with pGP1-2 and pHA99 This work
RP 4372/pHAG99  RP4372 wransformed with pGPL-2 and pHAGS9 This work
RP 5700/pHASS RP5700 transformed with pGPI-2 and pHAY9 This work
RP 2361/pHAS9 RP2361 transformed with pGP1-2 and pHAY9 This work
Plasmids
pUCIY Amp® Gibeo BRL
pET21a Amp® TTlac fl-ori His-Tag Novagen
pGPI-2 Kun® T7 RNApol Py, cI-857 Tubor [20)]
pHP99 HP009% ORF from ATCC43504 ligated to pUCI? This work
pHP915 HP0099 ORF [rom ATCCT700392 ligated to pUCLY This work
nHAG99 HP0099 ORF from ATCC43504 ligated to pET21a This work
pHA99 HP0099 ORF¥ from ATCCT00392 ligated to pET2la This work
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culated as the ratio of the bacteria that entered the test
needle-syringes to those in the control needle-syringes,
was =2 [I15-17]. Test compounds with an RCR =05
were identified as repellents, Results are expressed as the
means of at least five independent experiments involving
duplicate test and control assays. Data were considered to
be statistical significant if the diffetences between control
and test titers had P values of < 0.05, as determined by
the Student’s z-test.

2.4. DNA manipulations and genelic techniques

Primers (CGATTGGACGTCTTTITTAATCC and CC-
CGCAAAAGCTTCTTTAGC) were designed to amplify
HP0099, one of the three genes predicted to encode MCPs,
using the genome sequence of H. pylori strain 26695 [12]
as our starting sequence. Conditions used for PCR were
those of the Expand® Long Template PCR system
{Boehringer Mannheim), with chromosomal DNA pre-
pared from H. pylori strains 43504 and 26695 as templates
[18]. PCR products were subcloned into pUC19 to make
plasmids pHP99 from H. pylori 43504 and pHP9915 from
H. pyleri 26695 (Table 1). Additional primers (CCCCA-
TATGTTGTCTAAAGGTTTGAGTATCGG and CCC-
CTCGAGTAATCGCCCTCGAGCAATTC) were used to
amplify these inserts, the products were cleaved with Ndel
and Yhol, then ligated to plasmid pET21a (Novagen), to
make plasmids pHAY9 and pEIA699, respectively. Inserts
were sequenced by the method of Sanger et al. [19], to
confirm that PCR amplification had not introduced addi-
tional mutations in the HP0099 sequences.

2.5, Expression of HPOU99 in E. coli

To construct derivatives of E. coli expressing HP0099,
E. coli was first electroporated with pGP1-2 [20], then with
plasmid subclones of the gene in vector pET21a (Table ).
To express HP009Y, electroporants were grown {0 expo-
nential density in LB Amp Kan medium at 30°C, shifted
to 42°C for 30 min to induce the expression of T7 RNA
polymerase, and incubated at 37°C for 30 min. Cells were
collected by centrifugation, resuspended in chemotaxis
puffer and sonicated, and intracellular proteins were ana-
lyzed by polyacrylamide gel electrophoresis [21]. Cells were
also assayed for their chemotactic responses to a variety of
substrates before and after heat induction, using the meth-
od of Mazunder et al. [15].

3. Results

3.1. Strains of H. pylori show different chemotactic
responses lo arginine, bicarbonate, and urea

To characterize the chemotactic responses of H. pylori,
we first determined whether the two type strains of

FI. pylori with which we work, 26695 and 43504, are mo-
tile. Both strains spread extensively when stabbed into soft
agar plates, behavior characteristic of flagellated bacteria
with chemotactic responses.

Second, we designed a quantitative assay to measure the
chemotactic responses of these strains. In this assay, che-
motaxis is measured as the ability of resuspended cells to
swim up a needle and into a syringe carrying a solution of
attractant. We tested several potential attractants, includ-
ing urea and sodium bicarbonate, which the bacteria pro-
duce to neutralize the acidic microenvironment, Ni2* ion,
a urease cofactor, and the amino acids required for the
growth of H. pylori. As shown in Fig. 1, H. pylori strains
26695 and 43504 both respond to aspartate and serine as
attractants, and to urea and Ni?t as repellents, Neither
strain responds to alanine, cysteine, glutamate, histidine,
leucine, methionine, or tryptophan, additional auxotro-

RCR
byt ]

Buffer Asp Ser
B

RCR
~

‘ |
0 L1 ,
Buffer Urea Arg

1 C

HCOy

Buffer 10 M 100 pivl

Fig, 1. H. pylori responds chemotactically to aspartate, serine, arginine,
bicarbonate and Ni**. Open bars correspond to H. pyleri 43504 and
filled bars to H. pplori 26695. The chemotactic response is expressed as
RCR, as described in Scction 2. Eacli bar represents the average data
from five or more independent experiments. A: Both strains recognize
aspartate and serine as attractants, B: Whereas strain 26695 recognizes
arginine and bicarbonate as attractants, strain 43504 does not, C: Both
strains recognize nickel chloride as a repellent,
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phic requirements of H. pylori (not shown). These two
strains differ in their responses to arginine and bicarbon-
ate. Strain 26695 responds to both as attractants, whereas
strain 43504 shows no significant response to arginine, and
may recognize bicarbonate as a repellent.

To understand the differences in the chemotactic re-
sponses to arginine and bicarbonate between these two
H. pylori strains, we explored the possibility that a genetic
difference between their MCP-encoding genes might ac-
count for these differences.

3.2, The MCP-encoding gene, HP0099, is interrupted by an
insertion sequence in H. pylori strain 43504, but not in
strain 26695

To characterize the MCP-encoding genes in H. pylori
strains 26695 and 43504, we amplified, subcloned and se-
quenced the HP0099 gene {rom each strain, as described in
Section 2. As expected, we found that the sequence of the
HP0099 gene from H. pylori strain 26695 is identical to
that in its complete genome sequence. Tn contrast, when
we compared the sequence of HP0099 from 43504 with
that from 26695, we found a surprising difference. The
strain 43504 HP0099 gene has an insertion 371 bp long
at nucleotide bp 318 within this ORF, with respect to the
26695 sequence. This insertion is that of a mini-IS605
element, a small IS specific to H. pylori, and is flanked

A

Left end of 15605
ACCACCCAAGCAGARATCCCAAACATCTTTAGTGTTTGGEATGAATGCT

et e Tt T A A R T R L PR RS AL L LR Al L

by 49-bp and 41-bp ends. The left end of the mini-IS605
element in HP009Y is identical to that of full-length IS605
(GenBank AC000108) [22], and the right end shares 83%
identity with that of a mini-IS603 element reported by
Censini et al. {23] (Fig. 2). BLAST analysis of this mini-
15605 element shows that it shares significant identity with
internal sequences of rdxA (100%), encoding an NAD(P)H
nitroreductase that catalyzes the conversion of metronida-
zole from a prodrug to an antibiotic; vac4 (94%), encod-
ing a vacuolating cytotoxin; and cagl (93%), encoding a
pathogenicity determinant (Fig. 2).

Together, these results argue in support of the hypoth-
esis that HP0099 encodes an MCP that recognizes the
attractants arginine and bicarbonate, and the failure of
strain 43504 to respond to these attractants is due to the
inactivation of the HP0099 gene by a mini-IS603 insertion.

3.3. Expression of H. pylori gene HP0099 in E. coli confers
the ability to respond to arginine, sodium bicarbonate,
and urea as chemoatiractants

E. coli produces two major MCPs, Tar, which responds
to aspartic acid as an attractant and Ni?* as a repellent,
and Tst, which recognizes serine as an attractant [24].
E. coli does not respond to arginine or bicarbonate as
attractants. To fest the hypothesis that the H. pylori
HP0099 gene encodes an MCP that responds to arginine

ICCA.CCCMmmmﬂmthmmmmmMﬂTGTAGTATMTATC'I‘CC.‘\TACAT’I‘I‘GT}\TCTAGCGTAGGAAGTACGC

AAAGTTACGCC'I'I'IYSGJ\GA’I‘ATGATG‘I‘GNAGACCTGTAGGGM’I‘GCGT’IGGAGATCAMCTCTGTAAMTCCCTATGRTT}\GGGACACAMGTGAGMCCAAA

CTTTCCCTATGGGC ARCATCAGC ARG AAAAAGCCCARTCGCTTTAGCGGTTRGA-TARTTCAC

B AR AR RS RASP RGNS ASRATEE WhAAR ¥

PETT Y

GC -CGAGGAAGCCCAATCGCTTTABCGTTTGGGGTGCTTCACGA

1 15 16 30 31

Right end of IS&05

45 46 50 &1 75 76 90

cagl --r-------- GTAT CATATCCCCATACAT TCGTATCTAGCGTAG GAAGTGTGCARAGTT ACGCCTTTGGAGATA TGATGTGTGAGACCT 19

1

2 vae -CTAATTTGTAGTAT AATGTCTCCATACAT TTGTATCTAGTGCAG GAAGTGCACARAGTT ACGCCTTTGGAGATA TGATGTGTGAGACCT 89
3 009% GCTAATTTGTAGTAT AATATCTCCATACAT TTGTATCTAGCGTAG GRAGTACGCARAGTT ACGCCTTTGGAGATA TGATGTGTGAGACCT 50
4

rdwA GCTAATTTGTAGTAT AATATCTCCATACAT TTGTATCTAGCGTAG GRAGTACGCARAGTT ACGCCTTTGGAGATA TGATGTGTGAGRCCT 90

91 105 106 150 151 165 166 179

cagI GTAGGGAATGCGTTG GAGCTCAAARCTCTGT ARAATCCCTATTAT- AGGGACACAGAGTGA GAACCAAACTCTCCC TACGGGTARCATCA 167

120 121 135 136

1

2 vac GTAGGGAATGOGTTG GAGATCAAACTCTGT ARAATCCCTATGATT AGGGACACAAAGCGA GRACCAARCTCTCCC TACGGTCAARCATCA 178

3 0099 GTAGGGAATGCGTTG GAGATCAAACTCTGT AAMATCGCTATGATT AGGGACACAPAGTGR GARCCARACTTTCCC TATGGGCAACATCA 179

4 rdwA GTAGGGAATGCGTEG GAGATCARACTCTGT AARATCCCTATGATT AGGGACACARAGTGA GAACCARACTTTCCC TATGGGCAACATCA 179
Fig, 2. Mini-IS605 insertions are found in a variety of H. pyfori genes. At the top (A) is shown the nucleotide sequence of the mini-1S605 insertion in
ORF HP099 of H. pylori strain 43504 aligned with the sequences of the left and right ends of the full-length 1S605 element, Asterisks indicate identity
between the sequences of full-length 15605 and mini-1S605 from HP0N99 of H. pylari 43504, B: Alighment of the internal sequence of the mini-1S605 el-
ement in HP0099 with those found in the cagl, wied and rdxA genes; differences between these latter sequences and the element in HP0O99 are indi-

cated in boldlace.
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and bicarbonate us attractants, we expressed this gene in
mutant derivatives of E. coli missing one or more MCPs,
and tested whether these recombinant strains have ac-
quired the ability to recognize arginine and bicarbonate
as attractants. Because we have shown that H. pylori
also responds to aspartic acid and serine as attractants
(Fig. 1), we also tested the responses of the recombinant
strains to these compounds.

The E. coli strains we used in this experimment are the
otherwise isogenic derivatives of parent strain RP4372
(Atar-tap), RP5700 (Ats) and RP2361 (Atar) (Table [).
Each strain was transformed with plasmid pGP1-2, which
expresses T7 RNA polymerase from the inducible phage
A Py promoter. Plasmid pGP1-2 also carries the gene en-
coding a temperature-sensitive A repressor (c/-857) ex-
pressed constitutively from the lac promoter, In this strain,
A repressor inhibits transcription from the Pr promoter
at low temperature (30°C). At high temperature (42°C),
A repressor is inactivated, resulting in the expression of
T7 RNA polymerase, which can drive the expression of
a target gene from the T7 early promoter present on 4
second plasmid,

Plasmids pHA9% and pHA6%9 carry the HP009 genes
from strains 26695 and 43504, respectively, and place ex-
pression of these genes under the control of the phage T7
early promoter. These plasmids were introduced into de-
rivatives of E. coli RP437 with plasmid pGP1-2 by electro-
poration. After heat induction, strains with plasmid
pHA99 (with an intact HP0099 gene), but not those with
pHAG99 (with HPO099 interrupted by a mini-IS605 inser-
tion), were found to express a new protein with an appar-
ent molecular mass in agreement with that predicted from
the HP0099 sequence (results not shown),

To assay the chemotactic responses of these recombi-
nant strains, we compared samples of cells grown at
30°C with those prepared after heat induction, using the
capillary assay [15]. All the E. coli strains carrying plasmid
pHA99 displayed chemotaxis to arginine, bicarbonate, and
urea after heat induction (Fig. 3). In contrast, E. coli
RP4372 carrying plasmid pHA699 did not show chemo-
taxis to arginine, bicarbonate, or urea. E. coli strains with
deletions of tar or tsr were not complemented by plasmid
pHA99 for chemotaxis toward aspartic acid or serine as
attractants (Fig. 3). Because the expression of H. pylori
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Fig. 3. Expression of H. pylori HP0099 in E. coli results in a gain of function, chemotaxis toward arginine, bicarbonate, and urea. The figure shows the
RCR of strains of E coli carrying plasmid pGP1-2 and a second plasmid with or without an active HP0099 gene to aspartate, sering, arginine, ured,
and sodium bicarbonate, Open bars correspond to cells grown at 30°C, and filled bars to celis following heat induction. A: Countrol strain RP4372
(Atar-tap) with pGP1-2 and pET21a plasmids. B: Strain RP4372 (Atar-rapy with pGPI-2 and pHAG99. C: Strain RP4372 {Atar-tap) with pGP1-2 and
pHA99. D: Strain RP2361 Ater) with pGPL-2 and pHA99, E: Strain RPST00 A(ssr) with pGPI-2 and pHAS9.
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HPO09S in E, celi results in a gain of function, chemotaxis
toward arginine, sodium bicarbonate, and urea, we con-
clude that HP0099 encodes an MCP that recognizes argi-
nine and bicarbonate as attractants in H. pylori.

4. Discussion

In this report, we have shown that H. pylori strain
26695 displays chemotaxis toward the attractants aspartic
acid, serine, arginine, and sodium bicarbonate, and away
from the repellents Ni>* and urea. The complete genome
sequence of this strain includes three ORFs predicted to
encode MCPs, HP0082, HP0099, and HP0103. We have
amplified, cloned, and expressed one of these three ORFs
in E. coli, and have shown that the expression of HP0099
from a plasmid in E. coli results in a gain of function, the
ability to respond to arginine, bicarbonate, and urea as
attractants. In contrast, the expression of a mutant
HP0099 gene with 2 mini-IS605 insertion from an other-
wise isogenic plasmid in E. coli does not result in this gain
of function. These results show that HP0099 encodes an
MCP for these substrates.

Expression of HP0039 in mutants of E. coli defective in
MCPs necessary for its responses to aspartate and serine
does not confer the ability to recognize these chemicals as
chemoattractants. This result suggests that these amino
acids are not substrates of HP0099, but rather are sub-
strates of HP0082 and/or HP0103 in F. pylori. Consistent
with this idea, we have found that H. pylori strain 43504,
which carries an insertion of & mini-IS605 element in its
HP0099 gene, does not respond to arginine or bicarbonate
as attractants, but retains chemotactic responses to aspar-
tate and serine.

Mizote et al. [25] have shown that H. pylori strain
CPY3401 has the ability to swim toward urea, sodium
bicarbonate, and sodium ions. Under the conditions of
our assay, we could not detect the significant chemotaxis
of strain 26695, nor of two other clinical isolates of
H. pylori, toward urea as an attractant. Rather, for strain
26695, urea appears to act as a repellent. Conversely, the
overexpression of HP0099 from strain 26695 in E coli
results in a gain of function, chemotaxis toward urea, in
this heterologous host. Taken together, these results show
that HP0O99 encodes an MCP that also recognizes urea.
Whether an individual isolate of . pylor! recognizes urea
as an attractant or repellent likely depends on the inter-
actions of the HP00S9 MCP with the ensemble of Che
proteins and/or the presence of other MCPs, which appear
to be functionally polymorphic among different H. pylori
isolates.

Sequence comparisons among H. pylori isolates have
shown them to be highly polymorphic [2G]. We have found
an additional factor that contributes to this extensive, in-
traspecific genetic variability, a family of mini-insertion
sequences related to transposon IS605. These mini-IS605

clements retain the unique ends of the larger IS605 ele-
ments, but appear to have lost the functions required in
trans for transposition. They are found in a variety of
genes involved in the interaction of H. pylori with its hu-
man host, including rdxA, vacA, cagl, and HPG0SS.

Recently, Andermann et al. [7] have shown that mutant
strains of H. pylori with inactive HP0099 or HP0032 genes
can colonize mice as well as the wild-type strain, but are
defective in competition with the wild-type strain upon
coinfection of mice. They concluded that the MCPs en-
coded by these genes likely assist in the colonization of the
stomach.

It is not surprising that chemotaxis toward bicarbonate
and arginine might be important in the process of stomach
colonization by H, pylori. Bicarbonate is secreted into the
gastric mucosa by chloride-bicarbonate exchangers local-
ized in parietal cells and Nat-H* exchangers distributed
in mucous neck, chief, and surface mucous cells [27]. A
chemotactic response to bicarbonate may contribute to the
persistence of H. pylori in the gastric epithelia and in the
gastric mucous layer, by facilitating its evasion of the
acidic periphery of the mucous layer and movement to-
wards the epithelial cell surface. A chemotactic response to
arginine may play two important roles in survival and
colonization. First, H. pylori does not synthesize r-argi-
nine, and must obtain this amino acid from extracellular
sources. Second, the chemotaxis of H. pylori toward argi-
nine may help maximize substrate turnover by its arginase.
H. pylori arginase inhibits nitric oxide (NO) production by
activated macrophages at physiological concentrations of
L-arginine, the common substrate for NO synthase and
arginase, Mutations that inactivate the gene encoding the
constitutively expressed arginase in H. pylori permit the
high-level production of NO by macrophages, and stimu-
late the NO-dependent killing of H. pylori by macrophages
[28]. Arginase also catalyzes the first step in the conversion
of arginine to urea, the substrate of urease [29], a critical
colonization factor,
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INTRODUCTION

Sensing chemicals in the environment and
responding to changes in their
concentrations is a fundamental property
of a living cell. It is particularly important
for unicellular organisms that constantly
interact with the environment. Many
bacterial pathogens colonize the hosts
assisted by the flagella, but little is known
about how these microbes use the ability to
swim when they are inside of animal hosts.
Motility is often driven by flagella, which
is a complex extracellular structure that
requires energy for operation. Motile
flagellated bacteria swim toward
chemical attractants and away from
repellents by a mechanism known as
chemotaxis. Chemotaxis is a response {0
microenvironmental changes and is
controlled by probably the best-studied
signal transduction system (Liu etal., 1997,
Manson et al., 1998). Taxis responses allow
motile microorganisms to rapidly move
toward a microenvironment optimal for
their growth and survival. The mechanism
of flagellar motility and its control via
chemotaxis have been studied in great detail
in Escherichia coli and Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Bren and Eisenbach,
2000; Stock and Levit, 2000; Stock et al.,
2000). Enteric motile bacteria can measure
concentrations of chemicals outside the cell

using transmembrane receptors that
transmit information into the cell interior.
They normally express the mcp and che
genes in order to regulate chemotaxis
behavior. The methyl accepting chemotaxis
proteins (MCPs) interact with specific
ligands, while the Che proteins relay the
appropriate signals from the MCPs to the
flagellar motor. When attractants such as
amino acids, sugars and dipeptides are
present, bacteria sense the concentration
gradient of attractants and swim towards
them.

Enteric pathogens must survive at the
acid pH of the stomach in order to gain
entrance into the stomach or intestine to
cause diseases. Pathogenic microorganisms
that prefer to grow at neutral pH exhibit
widely varying abilities to survive at
extreme pH values. The enteric pathogens
can protect themselves from acid in several
basic ways. They can prevent protons from
entering the cell, pump protons out of the
cell, or once internal pH reaches a dangerous
acid zone, they could protect or repair
damage to macromolecules. Also, they
could synthesize key enzymes that can
function when internal pH falls. Our
laboratory is currently investigating the
basic response of acid tolerance in
Helicobacter pylori that protect the cell
further down to pH 6 and the chemotactic
properties of this microorganism.
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The microorganism

Helicobacter pylori is a neutralophilic,
Gram-negative, urcolytic and motile
bacterium unique in its ability to colonize
the normal human stomach. It is
microaerophilic, spiral-shaped bacillus, 3-
5 um long and about 0.5 um in diameter,
with six flagella at one pole, (Dunn et al.,
1997). Its genome has been sequenced and
it has about 1500 open reading frames
coding for a variety of proteins, and about
two-thirds of known function by homology
with other proteins (Tomb et al.,, 1997).
The spiral body of this microorganism, with
its bundle of unipolar flagella, is well
adapted for penetrating the gastric mucous
layer and for swimming rapidly in a viscous
environment (Warren and Marshall, 1983;
Hazel et al., 1986; Jung et al.,, 1997,
Nakamura et al., 1998). It is alse well
established that H. pylori colonizes the
mucous layer of gastric epithelium and is a
causative agent for peptic ulcer disease,
gastric adenocarcinoma, and gastric
lymphoma (Warren and Marshall, 1983;
Parsonnet et al., 1994; Dunn et al., 1997).
The bacteria reside mostly within the gastric
mucus layer, but a few microorganisms
(20%) are associated with the gastric
epithelia, and the former population is
present to replenish the latter (Kirschner
and Blaser, 1995; Yoshiyama and
Nakazawa, 2000). H. pylori has adapted
remarkably well to variations of pH in their
environment. Many neutralophilic
organisms, such as Yersinia enterocolitica,
Vibrio cholera, Escherichia coli or
Salmonella typhimurium, are adapted to
transit the acidity of the gastric juice (Young
et al., 1996; Merrell and Camilli, 1998,
Chevelli etal., 1996). They do not colonize
the stomach but instead have developed
acute acid resistance mechanisms. Only
one organism, H. pylori has adapted itself
to allow not only survival in, but also
habitation of the human stomach.

Several factors are thought to be involved
in the colonization by H. pylori of the
gastric mucosa including urease activity
and motility using flagella (Mobley et al.,
1995; Eaton et al., 1996).
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Acid Resistance in H. pylori

H. pylori is also unique in having a large
amount of urease in the cytoplasm at neutral
pH but is greatest in the outer portion at
acidic pH in the wild-type strain (Mobley
et al., 1995; Hong et al., 2003). Urease is
synthesized constitutively by the
microorganism accounting for about 10-
15% of the total protein synthesized by the
bacterium (Bauerfeind et al., 1997). The
enzyme is a two-subunit Ni*? containing
protein, and it does not have a signal peptide
at the N-terminal suggesting a cytoplasmic
localization. However, a portion of the
bacterial population releases the urease by
cellular autolysis allowing the anchorage
of the enzyme on the surface of intact cells
(Phadnis et al., 1996). The main role of
urease is thought to be the neutralization of
acidic microenvironments by producing
NH,and CO,,. Thereby, urease is an obvious
candidate for the acid resistance mechanism
of H. pylori. The urease activity of intact
cells increased nearly exponentially when
decreases the external pH. This activation
is not due to enhanced gene expression at
low external pH values. In cell extracts the
pH optimum of urease activity is dependent
on the buffer system and is about pII 5 in
sodium citrate buffer. Since this is the
cytoplasmic pH of the cells at pH | to 2,
Stingl et al. (2002) propose that the
cytoplasmic pH is a key factor in the in vivo
activation of the urease at low external pH
values.

With the activity of carbonic anhydrase
also encoded in the genome of H. pylori,
the CO, generated will be able to increase
the buffering capacity of the cytoplasm to
resist internal alkalinization due to the
generation of NH,. The NH, produced can
act as a buffer leaving the bacterial
cytoplasm and entering the bacterial
periplasm, by the formation of NH,". It was
previously believed that urease located on
the cell surface created a neutral
microenvironment that was conducive to
bacterial survival, however it has been
shown that intracellular urease actually
plays a key role in promoting acid resistance
(Scott et al., 2002). This role results from
the availability of urease.
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There are seven genes within the urease
operon, ureABIEFGH, ured and ureB are
the structural subunits of the urease,
whereas ureE, F, G and H are thought to be
accessory genes necessary for formation of
an active urease by insertion of Ni*’ into
the UreA/UreB protein complex. Their
removal results in loss of urease activity.
urel is not essential for the activity of
urease (Sachs et al., 2003).

The dilemmma of how intracellular urease
gains access to its extracellular substrate
was recently solved by the identification of
Urel as an inner membrane proton-gated
urea-specific channel (Weeks et al., 2000).
This work demonstrated that the Urel pore
opens, as the pH of the medium drops below
pH 5.5 and cytoplasmatic urease is able to
gain access to the urea. As the enzyme
activity neutralizes the local environment,
the pore closes and the urea transport stops,
thus providing a regulated level of urease
activity. Urea in the gastric juice is able to
access the intrabacterial wrease if
periplasmic pH falls bellow 6 owing to pH-
gating of the urea channel, Urel. As aresult
of this, NH, is formed and neutralizes the
bacterial periplasm to a pH 6.2. Urease
shifts from the cytoplasm to the outside of
the cell as a result of an extracellular
decreases in pH. This difference is
independent of the presence of urea, but it
is Urel-dependent, suggesting an additional
role of Urel in urease-dependent acid
resistance (Hong et al., 2003).

Site-directed mutagenesis and chimeric
analysis have identified several amino acids
involved in maintaining the closed state of
channel Urel at neutral pH (Sachs et al.,
2003). Also it was concluded that the first
periplasmatic loop of Urel is implicated in
channel opening/closing at acidic and
neutral pH, and the second periplasmic loop
and the C terminus require protonatable
amino acid residues to allow the function
of the channel (Weeks and Sachs, 2001).

The Urel of H. pylori is homolog to Urel
of H. hepasticus and S. salivarius (Beckwith
et al., 2001; Chen et al., 1998). The Urel
products from the three bacteria have
considerable homology in their predicted
membrane domains, and some in the
cytoplasmic domain, and little in the
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periplasmic domain. Although all are urea
channels, those of S. salivarius are equally
active at neutral and acidic pH, whereas
those of H. pylori and H. hepasticus are
acid activated.

In addition to this acid resistance
mechanism it has been shown by 2-D
isoelectric focusing non-equilibrium pH gel
electrophoresis that 7. pylori has a urease-
independent acid stress response system
(Toledo et al., 2001; Toledo et al. 2002).
This mechanism shows that about 49
proteins change their levels of expression
due to the acidic pH, operate at mild acidic
pH and they are under Fur control
(Valenzuela and Toledo, personal
communication). In addition to these
mechanisms, other acid-inducible systems
have been described: the acid tolerance
response (Toledo et al.,, 2001, personal
communication; Toledo et al., 2002; Karita
and Blaser, 1998), the acid-induced
expression of LPS (McGowan et al., 1998),
and the inducible hsp70 stress proiein
(Huesca et al., 1998). Also, by using the
whole genome approaches, proteomic and
promoter analysis, it is known that H. pylori
varies its gene expression when the bacteria
is grown under acidic conditions (Bijisma
and Lie-A-Ling, 2000; Jungblunt et al,,
2000; Ang et al., 2001; Allan et al., 2001;
Dong et al., 2001; Toledo et al., 2002;
Merrell etal., 2003; McGowan et al., 2003).
However, there is a general lack of
agreement between these studies
emphasizing the complexity of H. pylori’s
responsec to acid and the difficulty in
comparing single time point experiments
for the assessment of global transcription
or global translation.

Chemotaxis in H. pylori

H. pylori flagella contain two flagellin
molecules, FlaA the major species, and
FlaB, which is expressed in minor amounts
(Josenhans et al., 1995; O'Toole et al,
2000). Flagellar motion appears to be
essential for infection of animal models,
since deletion mutants of the flagellar
system are also unable to colonize (Foynes
et al., 1999). Both flagellin molecules are
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necessary for full motility on soft agar
plates and for full colonization of
gnotobiotic piglets, whereas an aflagellated
strain colonizes the stomach less frequently
(Eaton et al., 1996). H. pylori apparently
expresses six Che cytoplasmatic signal
transduction proteins that regulate the
swimming of the bacteria and are the
products of the following ORFs: HP0O19
(cheV), HP0393 (cheV), HPO616 (chel),
HP0391 (cheW), HP1067 (cheY), and
HP0392 (ched) (Tomb et al., 1997; Foynes
etal., 2000; Pittman etal.,2001). In addition
to these components, there is a family of
transmembrane proteins, the methyl-
accepting chemotaxis proteins or MCPs,
with putative receptor functions, known as
HP0082, HP0099, HP0103; these are
orthologs to tipC, tipA and ipiB from
Bacillus subtilis, respectively (Tomb et al.,
1997).

In the stomachs of infected patients, the
bacteria reside mainly in the mucous layer
(Yoshidaetal., 1993; Kirschner and Blaser,
1995). Because the gel layer has a rapid
turnover (Messier and Leblond, 1960), the
bacterium proliferating in the mucous layer
should have the ability to move toward the
epithelial cell surface, against the mucous
flow toward the duodenum. We hypothesize
that chemotaxis in A. pylori must be crucial
for bacteria colonization and persistent
infection.

Recently, it has been demonstrated that
H. pylori has the ability to sense and move
towards urea, sodium bicarbonate, sodium
ions (Mizote et al.,, 1997) and also to
aspartate and serine (Toledo and Rivas,
1999, personal communication; Cerda et
al., 2003). Urea is synthesized in the liver,
circulated by the blood stream, and secreted
into the gastric juice through a capillary
network beneath the gastric epithelial
surface (Niethercut et al., 1993). Thus, a
concentration gradient of urea is formed in
the gastric mucus layer, which shouild be
sensed by H. pylori. Bicarbonate is also
secreted into the gastric mucosa by chloride-
bicarbonate exchangers localized in parietal
cells and Na*-H* exchangers distributed in
the mucous neck, chief, and mucous surface
cells, respectively (Stuart-Tilley et al,
1994). In addition, H. pylori might be able

to swim fast at low pH because the flagellar
motor is powered by a proton motive force
(Yoshiyama et al., 1999). Thus, orally
uptaken H. pylori can promptly evade the
acidic periphery of the mucous layer and
move towards the epithelial surface by
chemoattraction of substances such as urea
and bicarbonate, which diffuse out from
the gastric epithelial surface.

The chemotactic response to urea could
be crucial not only for acid resistance, but
also for colonization in the hostile
environment. H. pylori in the mucus layer
may sense urea and move toward the
epithelial cell surface, which must be
important for persistent infection of this
microorganism. Our results about urea
chemotaxis with four different strains
indicated that H. pylori is not attracted by
urea even if the assay is done at pH 7 or
mild acid pH (Cerda and Toledo, personal
communication; Cerda et al., 2003).
Nevertheless, these results are in
disagreement with the observation of
Mizote et al. (1997) that reported
chemotaxis to urea in H. pylori CPY3401.
This different response could be attributed
to the presence of the surface urease in H.
pylori (Phadnis et al., 1996}, that may
hydrolyze the urea rapidly before becoming
a signal to chemotactic system or each H.
pylori clinical isolate differs genetically
from most other independent isolates based
on DNA fingerprint and sequence analysis
(Akopyanz et al., 1992; Achtman et al,,
1999). Superimposed on this great general
diversity, several sub-populations of H.
pylori have been identified that are
relatively distinct genetically, with each
specific to a different geographic region or
human ethnic group (Achtman et al., 1999,
Jeong et al., 2000; Kersulyte ¢t al., 2000).

Physiological significance of chemotaxis
in H. pylori

Nitric oxide (NO), the NO synthase product,
is known to play an important role in host
defense against a variety of microbes (Doi
et al., 1993; Fang, 1997; Nathan, 1997)
although NO itself does not show sufficient
antimicrobial activity (Yoshidaetal., 1993,
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Kaplan et al., 1996). Peroxynitrite (ONOOY),
a metabolite of NO, is considered to be
responsible for the antimicrobial effect.
NO and superoxide (0,7 react forming
ONOQO-, a strong oxidant and nitrating agent
(Beckman et al., 1990; Ischiropoulos,
1998). In recent years, increased expression
of inducible NO synthase (iNOS) has been
confirmed in H. pylori-infected gastric
tissues of patients and experimental animals
(Tatemichi et al., 1998; Fu et al, 1999;
Goto et al,, 1999). Furthermore, it has
recently been reported that not only
phagocytic inflammatory cells but also H.
pylori itself produce O, (Nagata et al.,
1998), which indicates that ONOO  may be
formed into and around the bacteria in vivo.
Consequently, ONOO- may function as a
major bactericidal effector for H. pylori in
the stomach. Recently, Kuwahara ¢t al.
(2000) reported that CO, formed by
bacterial urease inhibits the reactivity of
ONQO- with the bacterial components and
accelerates its decomposition outside the
bacterial cells. Also, formation of
nitrotyrosine in H. pylori was suppressed
by the addition of urea or sodium
bicarbonate. In this context, it is quite
reasonable to think that H. pylori has
evolved with a system capable of
detoxifying ONOO, and hence steady and
sustained colonization in the infected
stomach is facilitated.

Bicarbonate is also secreted into the
gastric mucosa (Stuart-Tilley et al., 1994)
and chemotactic response to sodium
bicarbonate (Cerda and Toledo, personal
communication; Cerda et al., 2003; Mizote
et al, 1997) may contribute to the
persistence of H. pylori in the gastric
epithelia and in the gastric mucus layer.
Gastric mucosa is markedly adverse to
bacterial colonization, as the physical and
chemical barriers encountered (mucus,
enzymes, and acid) inhibit colonization by
common bacteria.

Arginine has a guanidine chemical group
that is close to the chemical structure of
urea. Cerda demonstrated that H. pylori
also shows chemotaxis to arginine (Cerda
and Toledo., personal communication;
Cerda et al., 2003). Amino acid metabolism
is essential for H. pylori growth (Marais et

al., 1999), this microorganism does not
synthesize L-arginine (Tomb et al., 1997;
Doig et al.,, 1999) and therefore the
bacterium must obtain this amino acid from
extracellular sources. In this way
chemotaxis to arginine could play a role
allowing the bacteria to find the arginine
source.

It was proposed that H. pylori arginase
inhibits nitric oxide production by activated
macrophages at physiological
concentrations of L-arginine, the common
substrate for NO synthase and arginase. On
the other hand, inactivation of the gene
rocF, encoding constitutively expressed
arginase in H. pylori, restored high-output
NO production by macrophages, resulting
in marked NO-dependent killing of H.
pylori (Gobert et al., 2001). This
observation indicates that the bacterial
arginase has evolved as a survival
mechanism that may contribute to the ability
of H. pylori to successfully colonize the
human stomach. Also, arginine could
protect the microorganism from toxic
effects of gastric acidity by raising the pH
of its microenvironment. Being a substrate
of arginase, a highly active enzyme of the
urea cycle (Mendz and Hazell, 1996),
arginine would be converted to urea, which
in turn is the substrate of urease, an enzyme
that has been accepted as an environmental
modulator. In addition, the high-frequency
usage of arginine and also lysine in A.
pylori proteins (Tomb et al., 1997) may be
one adaptation that favors survival in acidic
environments.

Arginine is not used as a nitrogen source
since has been postulated that ammonium
can be obtained by deamination of
asparagine, aspartate and glutamine (Mendz
and Hazell, 1995) and it is also proposed
that it could be the major source of carbon,
converting it into a-ketoglutarate, which
can be routed through-out the majority of
central metabolism.

The scavenging of arginine, bicarbonate
and other substances like urea is an
important factor for H. pylori colonization
and persistence in the gastric mucus layer
and motility plays a key role. In this way
chemotaxis could play a fundamental role
in these processes.
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