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INTRODUCCION

Resumen

La Helicobacter pylori ha colonizado la mitad de la poblacién mundial; su infeccién presenta una prevalencia
del 70% al 90% en paises en via de desarrollo y del 25% al 50% en paises industrializados. Esta establecido
que la infeccién se asocia con el desarrollo de gastritis cronica, Ulcera géstrica y duodenal y con cancer de
estémago en el humano. Helicobacter pylori fue la primera bacteria patdgena para la cual se dedujo el inte-
ractoma y por analisis topoldgicos se identificaron 702 proteinas involucradas en 1359 interacciones con una
cobertura del 97,7% con escala libre; es decir, que el interactoma contiene proteinas topoldgicamente esen-
ciales. Sin embargo, dichas proteinas y sus asociaciones fisioldgicas no han sido descritas, perdiendo de
esta manera la posibilidad de identificar posibles blancos terapéuticos. Con el objetivo de identificar proteinas
topoldgicamente esenciales se realizd una reconstruccion del interactoma de la cepa H. pylori ATCC 26695
empleando los complementos BioNetBuilder y NetworkAnalyzer de Cytoscape y la aplicacion web cytoHub-
ba. La reconstruccion present6 896 proteinas y 2416 interacciones con una cobertura del 96% del proteoma
ajustada a la distribucién de ley de potencias, es decir, present6 escala libre. Usando NetworkAnalyzer y
la aplicacién Hubba se identificaron proteinas esenciales segun los parametros K y BC; con las que se
construy6 una subred. El analisis de esta subred mostré que el sistema de secrecion tipo IV interactiia con
subsistemas metabdlicos de lipidos, aminoacidos y acidos nucleicos por medio de proteinas, para las cuales
esta interaccién no habia sido sugerida. Ademas, estas interacciones son explicables por perfiles de expre-
sion dependientes del pH, adhesion y homeostasis del hierro; lo cual permite complementar tanto la biologia
basica de la cepa como postular nuevos blancos terapéuticos putativos.

Palabras clave
Helicobacter pylori, interactoma, teoria de grafos, nodos topoldgicos, sistema de secrecién tipo 1V, blanco
terapéutico.

Una red de interaccion estd compuesta por nodos y por
sus conexiones, dichos nodos se pueden distribuir al azar

La Helicobacter pylori ha colonizado el estémago de la
mitad de la poblacién mundial (1, 2); la prevalencia en
adultos oscila entre 70% y 90% en paises en desarrollo y
entre 25% a 50% en paises industrializados (3). Se sabe que
la infeccién se asocia con gastritis cronica, ulcera géstrica y
cancer de estdmago, mediada la adhesion de las cepas de la
bacteria a las células epiteliales del hospedero (1, 2, 4-7).
Sin embargo, no todas producen infeccién (8).

o seguir una distribucién especifica. Por ejemplo, escala
libre (11), lo que significa que existen nodos que estin mas
densamente conectados. La relacién entre las propiedades
topoldgicas de los nodos (genes o proteinas) y la esenciali-
dad funcional esté bien establecida (42). De hecho, existen
programas bioinformaticos que permiten determinar este
tipo de nodos a partir de un interactoma; ej. Hubba (33). El
interactoma de la cepa ATCC 26695 de Helicobacter pylori
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Abstract

Helicobacter pylori, which have colonized half the world’s population, have a prevalence of 70% to 90 % in
developing countries and 25% to 50 % in industrialized countries. It is well established that the infection is
associated with the development of chronic gastritis, gastric and duodenal ulcers and stomach cancer in
humans. Helicobacter pylori were the first pathogenic bacteria whose interactome was deduced. Topologic
analysis identified 702 proteins involved in 1,359 interactions coverage of 97.7 % with scale-free networks. In
other words, the interactome contains topologically essential proteins, however, because these proteins and
their physiological associations have not been described, we cannot identify potential therapeutic targets. To
identify topologically essential proteins we reconstructed the interactome of H. pylori strain ATCC 26695 using
BioNetBuilder and Cytoscape NetworkAnalyzer the cytoHubba web application. The reconstruction presented
896 proteins and 2416 interactions with a coverage of 96 % of the proteome adjusted to the distribution of the
power law. In other words, the reconstruction presented a scale-free network. We used NetworkAnalyzer and
the Hubba application to identify essential proteins according to the BC and K parameters. On that basis we
constructed a subnetwork. Analysis of this subnetwork showed that the type IV secretion system interacts with
metabolic subsystems of lipids, amino acids and nucleic acids by means of proteins for which this interaction
has not been suggested. Moreover, these interactions can be explained by profiles of expression that are
dependent on pH, adhesion and iron homeostasis. This allows us to complements both the basic biology of
the strain as well as to postulate putative new therapeutic targets.
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Helicobacter pylori, interactome, graph theory, topological nodes, type IV secretion system, therapeutic target.

mostré 1200 interacciones y cubrié 46% del proteoma (9).
Posteriormente, reportaron 702 proteinas y 1359 inte-
racciones con una cobertura del 97,7% (10); ademds que
presentaba escala libre (10-13). También se logré validar
bioquimicamente el 76% de dichas interacciones (14). A
la fecha, se han caracterizado el complejo ureasa (15, 16),
el complejo flagelar (17) y el complejo sistema secretor
tipo IV (14, 18-20). Recientemente, se han sugerido inte-
racciones proteicas que podrian retroalimentar la actividad
de regulones especificos, por ejemplo Fur, RopD y choque
térmico (21); pero ningun estudio ha determinado tanto la
esencialidad topoldgica de proteinas en el interactoma que
podrian derivar en la identificacion de blancos terapéuticos
como en su significado fisioldgico.

En el presente estudio se construyé una subred de pro-
teinas topoldgicamente esenciales que se proponen como
blancos terapéuticos putativos. También se logré determi-
nar la centralidad topolégica del sistema secrecion tipo IV'y
las interacciones proteicas que lo vinculan con subsistemas
metabolicos. Estas interacciones ponen de manifiesto aso-
ciaciones fisioldgicas explicables en el contexto de la expre-
sion de genes bajo condiciones especificas de pH, adhesién
y homeostasis del hierro.

MATERIALES Y METODOS

La reconstruccién de la red se desarrolld con las versiones
2.8.2(22) y 3.0.1 del programa Cytoscape (23). Se utilizé el
complemento BioNetBuilder 2.0 (24) con el que se minaron

las bases de datos BIND (25), KEGG (26), MINT (27),
Intact (28) y DIP 5.0 (29) en busca de datos de interaccién
de la cepa ATCC 26695 de H. pylori. Todos los nodos de la
red fueron nombrados con cédigo Uniprot (30) y se elimi-
naron los nodos y bucles repetidos.

Los pardmetros topoldgicos evaluados fueron: grado
(k), que indica qué tan conectado estd un nodo con otros;
la intermediacién (BC), el nimero de veces que un nodo
es visitado; la centralidad (CC) que indica cuales son los
nodos més cercanos al centro de la red (31) empleando el
complemento NetworkAnalyzer (32). Para determinar los
centros topoldgicos se compararon los nodos con valores
mads altos para k y BC con los resultados obtenidos con
Hubba http://hub.iis.sinica.edu.tw/Hubba/ (33). Con
los datos comparados se construyeron dos subredes: la
‘subredk’ integrada y la ‘SubredDS), siguiendo el pardmetro
Double Screen (DS).

Se realizaron andlisis de perturbacién con el comple-
mento PerturbationAnalyzer (35). Seguidamente, los nodos
de la subredk integrada se mapearon contra los resultados
obtenidos del anilisis de perturbacion y se seleccionaron
solo aquellos nodos mapeados que presentaron un valor
superior a 2 (34). Como control, la subredk integrada fue
sometida a un andlisis de interferencia usando el comple-
mento Interferece 1,0 (36). Las perturbaciones se realiza-
ron asumiendo que todos los nodos tienen aumentada su
concentracion 2. Cada nodo de la subredk integrada y la
SubredDS fueron mapeados en Uniprot (30), KEGG (26),
DEG Database of Essential Genes (37) y se hizo Blast (38)
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contra una base de datos de humano y en DrugBank (39).
Todos los analisis fueron llevados a cabo en una estaciéon de
trabajo bioinformética Dell T7600.

RESULTADOS

La red presenté 896 nodos, 2416 interacciones cubriendo
el 96% del proteoma. El pardmetro Ky el nimero de nodos
se correlacionan positivamente (0,901, R?>= 0,884), lo que
confirma su distribucién segtn la ley de potencias (40)
(figura 1). El top 50 de nodos segun k mapeados en KEGG
(26) indican que el 18% son proteinas hipotéticas, el 25%
Cags8, Cag7, CagA y Cag-Alfa del sistema de secrecion tipo
IV; el 8% rpoBC, SpoT, Ndk y PyrF proteinas reguladoras.
También se detectaron las proteinas FlgB, la proteina A
del sistema UvrABC, CobB, HcpB, AspB y Bcp de varios
subsistemas metabolicos. Finalmente, un 8% correspon-

di6 a subsistemas metaboélicos de sintesis de dcidos grasos
como: AccD, AcpP, proteina similar a la lipasa y FabE. El
top 50 para K segtn cytoHubba es similar, sin embargo, la
valoracién de cada nodo cambia y existen dos nodos dife-
rentes correspondientes a gInA y feoB, como se muestra en
la tabla 1y figura 1By C.

En el top SO del pardmetro BC el 30% son proteinas
hipotéticas, un 8% son proteinas reguladoras, 6% del apa-
rato flagelar como FlgB, PflA y FliS; un 10% corresponde a
sistemas de reparacién del ADN, replicacién y degradacion
de ARN como la proteina A del sistema UvrABC, MutS2,
TopA, rpoD y la Ribonucleasa J; un 6% al metabolismo
sintético de lipidos como la proteina similar a lipasa, AcpP,
FabE, un 8% a proteinas del metabolismo de aminodci-
dos como CobB, SdaA, AspB y la Delta-1-pirrolina-5-
carboxilato deshidrogenasa y un 24% por HepB, feoB, selA,
la proteina de unién al sustrato del transportador ABC, la

Figura 1. A. Vista general del interactoma de la cepa ATCC 26695 de Helicobacter pylori. By C nodos mapeados en el interactoma segtin pardmetros k
y BC el circulo muestra el claster del sistema de secrecion tipo IV. D- La distribucién de los nodos evidencia la ley de potencias de la red.
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Tabla 1. Top 50 de nodos con valores K significativos para el interactoma de la cepa ATCC 26695 de Helicobacter pylori. El nombre se presenta como
el c6digo Uniprot de la proteina. * Nodos diferentes entre la aplicacion hubba y los estadisticos derivados de cytoscape.

Nombre K cc Descripcion HUBBA
034810 55  0,34392157  Proteina no caracterizada 034810
025103 50 0,34097978 Betalactamasa HcpB H64561
026081 46 0,32785047  Proteina del cuerpo flagelar FIgB; hpy02040: Ensamblado flagelar. 026081
025520 43 0,34177708  Proteina no caracterizada 025520
025806 40 0,33992248  DNA-directa RNA polimerasa bifuncional F64669

hpy00230: Metabolismo de purinas; hpy00240: Metabolismo de pirimidinas
P55980 37 0,29340917  Antigeno inmunodominante cagA. Cag26; hpy05120: Infeccion por H. pylori. C64588
025263 34 0,3026225  Proteina de la isla de patogenicidad Cag8. hpy05120: Infeccidn por H. pylori. 025263
025262 33 0,30377555 Proteina de la isla de patogenicidad Cag7. hpy05120: Infeccién por H. pylori. 025262
025546 32 0,30978453  Proteina no caracterizada. 025546
Q7BK04 31  0,29972659 Proteina Cag alfa. Cag-alpha. Q7BK04
025162 31 0,32159883  Proteina no caracterizada 025162
025258 29  0,28072983 Proteina de la isla de patogenicidad Cag3. hpy05120: Infeccién por H. pylori. 025258
025466 28  0,34541158  Proteina SpoT; hpy00230: metabolismo de purinas. 025466
025273 28 0,3026225  Proteina de laisla de patogenicidad Cag19. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025273
P56474 27 0,33019578  Proteina A del sistema UvrABC; hpy03420 Sistema de reparacion del ADN. 025270
025270 27 0,28336026  Proteina de la isla de patogenicidad Cag16. hpy05120: Infeccion por H. pylori. C64677
025849 27 0,30902044 Deacilasa dependiente de NAD. CobB; hpy00520: Metabolismo de azucares de aminoacidos y nucleétidos. AB4608
P97245 26 0,28064 Proteina patogenicidad Cag12 (CagT. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025272
Q48252 26 0,28055022  Proteina patogenicidad Cag23 (CagE. hpy05120: Infeccidn por H. pylori. D64586
025272 26 0,29174983  Proteina de la isla de patogenicidad Cag18. hpy05120: Infeccion por H. pylori. H64587
025278 25 0,27051203 Proteina de la isla de patogenicidad Cag25. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025260
025260 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag5. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025278
025264 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag9. hpy05120: Infeccién por H. pylori. 025274
025271 25 0,27051203 Proteina de la isla de patogenicidad Cag17. hpy05120: Infeccién por H. pylori. 025265
025275 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag21. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025264
025266 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag11. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025276
P97227 25 0,27051203  Proteina patogenicidad Cag13 (CagS. hpy05120: Infeccidn por H. pylori. 025269
025261 25 0,27051203 Proteina de la isla de patogenicidad Cag6. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025275
025265 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag10. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025266
025257 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag1. hpy05120: Infeccién por H. pylori. F64586
025269 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag15. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025268
025259 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag4. hpy05120: Infeccién por H. pylori. 025271
025268 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag14. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025261
025277 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag24. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025277
025276 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag22. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025257
025274 25 0,27051203  Proteina de la isla de patogenicidad Cag20. hpy05120: Infeccion por H. pylori. 025259
024949 25  0,3026225  Proteina no caracterizada. 024949

025604 23 0,29870572  Acetil coenzima A carboxilasa carboxil transferasa. AccD. hpy00061: sintesis de acidos grasos; hpy00620: metabolismo 025604
del piruvato; hpy00640: metabolismo del propanoato.

025106 23 0,30085763 Lisozima 025106
025615 22 0,31763854  Proteina transportadora de grupo acilo. AcpP; Sintesis de lipidos. 025615
P56075 22 0,29370395 Nucleosido difosfato cinasa. Ndk; hpy00230: Metabolismo de purinas; hpy00240: Metabolismo de pirimidinas. 026022
026022 22 0,32994733  Proteina similar a la lipasa. 025383
025383 22 0,26672749  Aspartato aminotransferasa. AspB; hpy00250: Metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato; 025061

hpy00270: Metabolismo de cisteina y metionina;

hpy00330: Metabolismo de la arginina y prolina;

hpy00350: Metabolismo de la tirosina; hpy00360: Metabolismo de la fenilalanina;
hpy00400: Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano;

hpy00401: Biosintesis de novobiocina.

024926 22 0,31535419  Proteina no caracterizada. 024926
025061 22 0,31011315  Proteina no caracterizada. F64544
026026 21 0,3240946  Proteina no caracterizada. 025135

025135 21 0,30409154 Proteina transportadora de Biotina carboxilo. FabE; hpy00061: Biosintesis de &cidos grasos; hpy00620: Metabolismo 026026
del piruvato; hpy00640: Metabolismo del propanoato.

P55979 21 0,28511053  Peroxiredoxina putativa. Bep. H64536
025031 19 0,30568142  Proteina no caracterizada. H64583*
P56155 19 0,31558114  Orotidina 5’ fosfato descarboxilasa. PyrF; hpy00240: metabolismo de pirimidinas. G64605*
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6-carboxi-5,6,7,8-tetrahidropterina sintetasa, TktA, CopA
y proteinas del sistema de secrecién y el complejo ureasa
como son CagA, Cag 8, Cag 7, Cag Alfa y el canal urel res-
pectivamente. El mapeo entre los resultados del anilisis
de perturbacién y top 50 K-B mostraron que: hcpB, flgB,
rpoBC, CagA, Cag7, Cag alpha, Cag3, SpoT, UvrABC,
Cagl6, Cag8, AccD, AcpP, AspB, bep, FabE, feoB, pyrF,
queD, GppA y urel son las proteinas topoldgicamente
esenciales del interactoma de la cepa ATCC 26695 de
Helicobacter pylori acompanadas de proteinas hipotéticas.
Los andlisis de interferencia mostraron que la red se frag-
menta cuando alguno de estos centros topoldgico es elimi-
nado (tabla 2, figura 2C).

El pardmetro DS de cytoHubba agrupa los nodos en dife-
rentes clusteres. El clister 1 representa el metabolismo de
piruvato, propanoato, sintesis de acidos grasos y metabo-
lismo central. De este, los nodos sin homdélogo humano son:
ppsA, FabH, la carboxinospermidina, FabE, Pta, porG que
ademds es esencial en DEG (DEG10080201 (E= Se-93)),
porA, porB y porD. El cluster 2 representa el metabolismo
de aminoécidos y del nitrégeno; solo dos proteinas no tie-
nen homologos humano: panD y murl. El clister 3 repre-
senta el metabolismo de 4cidos nucleicos y aminoacidos
puntuales. Dentro de las proteinas sin homélogos huma-
nos estan: la SurE y Gpt. El cluster 4 representa sistemas de
replicacion, reparacion, recombinacién; los nodos signifi-
cativos segtin DEG son: la proteina (dnaN DEG10080082
(E=0,0)), la proteina HP1247 (DEG: DEG10080237 (E=
0,0)), la proteina ropZ DEG (DEG10080134 (E= 2e-36))
y HolB DEG (DEG10080229 (E= 8¢-94)). Finalmente, el
claster 5 representa el sistema de secrecién tipo IV, ademds
evidencia interacciones con la proteina queD y el Cluaster 6
que representa el sistema ATP sintetasa (figura 2B).

DISCUSION

Tener escala libre (40) significa que los nodos del inte-
ractoma siguen la distribucién de ley de potencias (41);
se sabe que estos nodos son esenciales, organizan la red y
estan conservados evolutivamente (42-46). Se identifica-
ron nodos topolégicos para el sistema de secrecion tipo IV
(SSTIV), la maquinaria flagelar, el sistema de respuesta al
estrés, para sistemas de recombinacidn, reparacién y trans-
cripcién, para homeostasis de Hierro, proteccién contra
especies reactivas de oxigeno y para el sistema ureasa.

La subredk muestra que el sistema de secrecién tipo IV
(SSTIV) es un eje topoldgico central (figura 1y 2) para el
cual las proteinas Cag7, Cag8, Cag3, Cagl6, Cagl8, Cag
Alfa'y CagA son nodos topoldgicos para los que se han con-
firmado interacciones experimentalmente (18, 47). Estos
nodos cumplen funciones esenciales para la dindmica mole-
cular del SSTIV. Puntualmente, Cagl8, Cagl9 y Cag7 reco-
nocen integrinas del huésped que favorecen la secrecion de
CagA (51-53) cuya translocacién estd mediada por Cagl6
(54) y de esta manera CagA puede destruir la barrera epi-
telial y modificar vias de sefalizacién del hospedero (48).
Ademds, Cag3 es esencial para el ensamblado del SSTIV
(49) y Cag Alfa facilita el transporte de sustratos (50).

Se sugiere que las interacciones entre CagA, Cag3, Cag8,
Cag7 y Cagl6 por un lado podrian regular el ensamblado
del SSTIV y por el otro, vincularlo fisiolégicamente con
la homeostasis a metales, la aclimatacién al medio 4cido,
la adhesion a la célula hospedera y el ensamblado flagelar.
Estas sugerencias se apoyan en datos de expresion. Por
ejemplo, cagl6 y cag8 aumentan su expresion a pH 4.5 sin
urea (55), la expresion de cag3 esta influenciada por Fur y
porlaadhesion (56,21) y cagA aumenta su expresién a pH

Figura 2. Vistade subredes connodos densamente conectados. A. Mapeado eninteractoma de nodos de subred Top100K en negro. B. SubredTop 100DS;
los circulos representan, Cluaster 1: Metabolismo de piruvato, propanoato, sintesis de dcidos grasos y metabolismo central. Claster 2: Metabolismo de
aminodcidos y del nitrégeno. Clister 3: Metabolismo de dcidos nucleicos y aminodcidos puntuales. Cluster 4: Replicacidn, reparacion, recombinacion.
Cluster S: Sistema de secrecion tipo IV o isla de patogenicidad. Cluster 6: Sistema ATP sintetasa y fosforilacion oxidativa. Los clusteres de proteinas
que vinculan subsistemas metabélicos con el sistema de secrecion tipo IV. C. SubredTop100K. Todas las subredes fueron generadas en HUBBA.
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Tabla 2. Top 50 de nodos bajo anélisis de perturbacién del Interactoma de la cepa ATCC 26695 de Helicobacter pylori. DEG: database of esential
genes, CA: codigo de acceso de homologo humano usando Blast. NC: no caracterizada, NS: no significativo.

Uniprot Perturbacion DEG/Valor E Blast CA/ Valor E Blast DrugBank
034810 42 NO NS NO
026081 32 NS NS NO
H64561 29 DEG10080059 / 3E-79 NP_001258468.1/8e-08 NO
025546 24 NO NS NO
025520 19 DEG10080145 / 2e-51 NS NO
025162 18 NO NS NO
025106 17 NS NS NO
F64669, 025806 15 NO NP_000928.1/ 2e-49 Rifampicina, Rifaximina, Rifabutina,
Rifapentina, Tagetitoxina, Mixopironina B
H64536, P55979 15 NO NP_005800.3/2e-10 Naftaleno-2,6-acido disulfonico,
3-Sulfinoalanina.
024949 13 NS NS NO
025226 13 NO NO NO
64677, 025849 12 NO NP_001180196.1/4e-36 Suramina
(G64605, 025396 1 NS NS NO
024926 1 NO NS NO
025031 10 NS NS NO
025615 10 DEG10080088/2e-29 NP_004994.1/2e-08 Heptil 1-Tioexopiranosida
025061 9 NO NS NO
AB4608, P56474 7 NS NS NS
E64520, P56155 7 NO NS 1-(5'-fosfo-Beta-D-Ribofuranosil);
6-Hidroxiuridina-5"-fosfato.
025041 7 NO NS NO
025940 7 NO NS NO
026026 7 DEG10080300/e-112 NS NO
C64698, POAOV6 6 NO NO NO
025604 6 NO NP_000523.2/7e-13 NS
034461 6 NO NO NO
C64588, P55980 5 NO NO NO
E64636, 025587 5 NO NO NO
(664630, P55981 5 NS NO NO
024861 5 NO NO NO
025107 5 NO NO NO
026063 5 NS NO NO
E64711, 026061 4 NO NS Acido 2'-deoxiuridilico

5-Bromo-2'-Deoxiuridina-5-Monofosfato
5-Fluoro-2’-Deoxiuridina-5"-Monofosfato

025055 4 NO NO NS

025383 4 NO NP_001008662.1/8e-43 NS

Q7BK04 4 NS NO Adenosina-5-Difosfato
A41834, Q09068 3 NO NO NO

B64682 3 DEG10080250/6e-37 NO NO

024871 3 DEG10080004/ 2e-99 NO NO

025135 3 NO NO NO

025140 3 NO NO NO

025351 3 NO NO NO

025416 3 NO NO NO

025438 3 NO NO NO

AB4T709 2 NO NO NO

025258 2 NO NO NO

025262 2 NO NO NO

025369 2 NO NO NO

025466 2 DEG10080133/0.0 NS Guanosina 5'-Difosfato 2':3'-Monofosfato

ciclico.

026022 2 NO NO NO

025270 1 NO NO NO

025272 1 NO NO NO
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2.5y esinducida por FlgS (57, 58). A su vez, la expresion de
cag3 y cagA estd regulada por hierro en fase logaritmica de
crecimiento (59) y esta situacién se repite con otros genes
cag cuyas proteinas no fueron identificadas aqui como
nodos esenciales (21). Este estudio muestra que estas inte-
racciones proteicas siguen un patrén fisiolégico que podria
implicar la existencia de formas de regulacion del SSTIV
que no han sido estudiadas y que estas proteinas podrian
ser consideradas como blancos terapéuticos putativos.

Dentro de la maquinaria flagelar se identificaron dos
proteinas como nodos topoldgicos que se proponen por
primera vez como blancos terapéuticos putativos. Por un
lado, la proteina FliS (60) fundamental para el ensamblado
flagelar por que previene la polimerizacién prematura de
flagelinas; de hecho, mutantes para FliS quedan paralizados
y aflagelados (61-63) y por otro, la proteina FlgB ubicada
entre el peptidoglicano y la membrana interna importante
en la formacion del conducto para la unidad flagelar mévil
(60). Fisiolégicamente, la expresién flgB aumenta tanto a
pH 4,5 sinurea (55) como al adherirse ala célula (56), pero
contradictoriamente, no estd influenciada por FlgS (57)
que se supone es su regulén maestro. De hecho, son HspR,
HrcA y Fur los que influencian positivamente la expresién
de flgB vinculando la proteina con respuesta al estrés y a
la homeostasis de iones metalicos y una vez posibilitando
la generacion de nuevas hipotesis para trabajos experimen-
tales. Por otra parte, la expresion de fliS esta regulada por
HrcA haciéndolo un gen que responde a eventos de estrés
y por sigma 28; es decir, es un gen de regulacién flagelar
tipo 111 (21).

Por otro lado, en inanicién y a bajo pH H. pylori produce
ppGpp; un regulador que coordina adaptaciones para
supervivencia (66) y los nodos topolégicos SpoT, GppA
y NdK identificados aqui representan la maquinaria enzi-
matica completa para su procesamiento metabélico (64).
Especificamente, bajo situacion limitante de aminodacidos,
choque aerdbico o exposicidon a medio dcido la adaptacién
ocurre mediante SpoT (65). Las cepas mutadas para SpoT
no crecen en fase estacionaria, entran tempranamente a
forma cocoide y no pueden sobrevivir a condiciones de
estrés (65). Tanto la expresién de SpoT como de GppA
se ven significativamente reprimidas cuando la bacteria se
encuentra en su fase de crecimiento mas virulenta (67, S8,
5S). Experimentalmente, se determiné que SpoT es una
proteina esencial para la cepa de la bacteria (tabla 2). Estas
proteinas se pueden considerar como blancos terapéuticos
muy novedosos puesto que permiten hipotetizar sobre el
hecho de atacar las formas ambientales de la bacteria.

Otro de los nodos topoldgicos es la proteina A del sis-
tema UvrABC. Tanto en E. coli como en H. pylori, esta
proteina es la primera que reconoce los fragmentos de
ADN a reparar (70, 71) y cepas mutantes para este gen no
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sobreviven en luz ultravioleta y recombinan menos (72).
Seguidamente, dentro de la maquinaria transcripcional se
identificé un nodo correspondiente con la proteina RpoBC
codificada por un gen fusionado que contiene las subuni-
dades py p” de la ARN polimerasa; la cual es plenamente
funcional (68).

Finalmente, mencionar una serie de nodos topolégicos
miembros de una serie de sistemas variados. La proteina
HpcB miembro de la familia de proteinas que hidrolizan
anillos de penicilina y derivados del 4cido cefalosporénico.
Estructuralmente HpcB se considera tnica y se propone
como una nueva familia de proteinas de unién a penicilina
(69). Se sabe que el hierro es fundamental para la homeos-
tasis de Helicobacter pylori; de hecho, la red de regulacion
transcripcional més intrincada estd gobernada por Fur (21).
Uno de los nodos corresponde a FeoB el principal transpor-
tador de hierro esencial para crecimiento y virulencia (73).
Seguidamente, se identificé la proteina BCP una peroxire-
doxina que protege la bacteria de especies reactivas de oxi-
geno; cepas mutantes para BCP no sobreviven en presencia
de superdxidos y de hidroxiperoxidos orgénicos. Ademds,
mueren después de tres semanas de colonizacién (74). Las
proteinas AccD y AccP son necesarias para el metabolismo
microaerofilico de H. pylori (75). Finalmente, la proteina
Urel, un canal para urea ubicado en la membrana interna
cuya expresion, aumenta cuando el medio disminuye de pH
7,4 a 4,5 sin urea (76, S5, 58) y a pH 4,5 FlgS controla su
expresién (57). Se proponen los nodos FabE, QueD, AspB,
CobB y PyrF como centros topoldgicos, ademds, se expone
segin DS que las proteinas FabE y QueD interactian con
Cag7, Cag8 y Cagl2. En el presente articulo se expusieron
las proteinas consideradas nodos topoldgicos para el interac-
toma de la cepa ATCC 26695 de Helicobacter pyloriy se pro-
ponen como nuevos blancos terapéuticos debido a su papel
en la fisiologfa de la bacteria.
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