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PPi Pirofosfato

PPPi Tripolifosfato

PPasa Pirofosfatasa

PMSF p-metilsulfonil fluoruro

SDS Dodecil sulfato de sodio

TCA Acida tricloroacético

Tris Tris (hidroximetil) amino metano

TPCK N-tosil-L- fenilalanina clorometil cetona




RESUMEN

RESUMEN

Helicobacter pylori es un bacilo espiral gram-negativo microaerofilico que actualmente se le
reconoce como el principal agente etiolégico de 1a gastritis crénica activa, de la Glcera péptica, del
cancer gastrico y del linfoma tipo MALT en humanos. H. pylorf contiene gréanulos de polifosfato
ocalizados en el citoplasma, el polo fiagelar y asociados a la membrana celular. Se propone que los
polifosfatos juegan un papel importante en la fisiclogia de los organismos vivos que incluyen la funcién
de reserva de energia, de fosfato y de regulador metabdiico. El méas sencillo de los polifosfalos es el
pirofosfato y una de las enzimas encargadas de su metabolismo es la pirofosfatasa (PPasa). En este
trabajo se investigé la presencia de PPasas en H. pylori con el objeto de entender su papel en el
metabolismo energético de esia bacteria.

Los cuitivos de la cepa 8823 (ATCC 49503) de H. pylori se cosecharon, 1as células se rompieron
nor sonicacion y se fraccionaron por centrifugacion diferenciai para localizar Ia actividad de |a PPasa. La
fraccion membranal presentd una actividad baja de PPasa, que fue 88% sensible a molibdato de sodio,
lo que indica que probablemente esta actividad es debida a fosfatasas. En la fraccion membranal se
encontré la mayor actividad de PPasa, que fue 100% sensible a NaF (inhibidor de PPasas) y no presenté
inhibicion con molibdato de sodio. La sensibilidad al fluoruro de la PPasa de H. pylori (Isp = 40 piM)
parece ser mayor a la de la mayoria de las PPasas bactefianas.

La purificacién parcial de la PPasa citoplasmica se llevd a cabo a través de fraccionamiento con
sulfato de amonio y de cromatografia en columnas de Sephacryl S-200, e-aminchexil agarosa-PPi y
Mono Q HR 5/5. La enzima se purificé 82 veces con una actividad especifica de 141.7 umolas de Pi
min”' mg” de proteina. El analisis de esta preparacién por electroforesis en geles nativos tefiidos con
plata mosiré una banda predominante con Rg de 0.55. Al sobrecargar el gel de proteina, se observaron
otras cuatro bandas de menor movilidad, pero solo la banda con R; de 0.55 presentd actividad de PPasa.
L.a electroforesis en geles bidimensionales mostré que la PPasa estd compuesta de mondmeros de 19.1
kDa. La secuencia del N-terminal es casi idéntica a la gue se dedujo de la secuencia de la PPasa de la
cepa 26695 de H. pylori, demostrandose que la banda de Ry 0.55 es la PPasa de H. pylori. El analisis
electroforético de la fraccion eluida de la columna de Sephacryl S-200 por actividad enzimética mostro
dos bandas con R; de 0.4 y 0.55. Este patron de bandas no fue modificado por la adicion de los
inhibidores de proteasas PMSF y TPCK (100 pg/ml cada uneo) durante la purificacién. La composicion
polipéptidica de las dos handas de actividad resuelta por electroforesis en geles bidimensionales teitidos
con plata mostré una mancha para cada banda de actividad con el mismo peso molecular (~19 kDa). El
analisis por graficas de Ferguson confirmaron que estas dos bandas son oligémeros de peso molecular.
La masa relativa molecular de la PPasa nativa determinada por filtracién en gel en una columna de
Sephacryl 8-300 fue de 103 kDa. Estos resultados sugieren que la enzima nativa de H. pylori es un
hexamero de monomeros idénticos de 19.1 kDa.

La enzima muestra una alia especificidad por Mg-PPiZ' como sustrato. E} pH 6ptimo de actividad
fue de 8.5. La velocidad de reaccion a diferentes concentraciones del sustrato sigue una cinética de
Mmhaehs—Menten La grafica de Lineweaver-Burk indica una K de 90 uM y una Vmg, de 24.0 umolas de
Pi min’ mg de proteina. La enzima es absolutamente dependiente de CHtIOﬂES divalentes para su
actividad catalitica y el Mg le confiere la mayor actividad. El Mn?, Co®" ¥ n” pueden rempiazar
parcialmente al Mg

El papel de la PPasa de H. pylori parece ser muy claro, como la enzima tiene una iecalizacion
citoplasmica no participa en la conservacién de energia, su funcién como la de otras PPasas
citoplasmicas es mantener ia concentracion de PPi baja para favorecer 1a biosintesis de polisacaridos,
proteinas, acidos nucléicos, urea y lipidos.




ABSTRACT

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic bacterium that is now recognized as the
principal etiological agent of human chronic gastritis. It is also associated with peptic ulcers and linked to
the development of gastric cancer and type MALT lymphoma. H. pylori contains polyphosphate granules
in the cytoplasm, the flagellar pole and in association with the cell membrane. The physiological function
of polyphosphate is believed to play a role which include both energy and phosphorus reserve and
metabolic reqgulator purposes. Pyrophosphate is the simpler form of polyphosphate. One of the enzymes
involved in polyphosphate metabolism is the pyrophosphatase (PPase). In this work we investigate the
presence of pyrophosphatases (PPases) in H. pylori in order to understand its role in the energetic
metabolism of the bacterium,

Cultures of H. pylori strain 8823 (ATCC 48503) were harvested and fractioned by sonication and
centrifugation in order to locate the PPase activities. The fresh membrane fraction contained low PPase
activity which was inhibited 88% by sodium molibdate, indicating that this activity is probably due to
contaminat. In the soluble fraction significant more PPase activity was recovered, which was 100%
sensitive to NaF, a PPase inhibitor, and not inhibited by sodium molibdate. The fluoride sensitivity of H.
pylori PPase (Is; = 40 uM) seems to be higher than the majority of bacterial PPases.

The partial purification of H. pylori cytoplasmic PPase was achieved through ammonium sulfate
fractionation, Sephacryl S-200 column, affinity-exchange chromatography and FPLC-MonoQ anion
exchange column. The enzyme was purified 82-fold with a specific activity of 141.7 umol Pi min™* mg
protein . When such preparation was analyzed by non-denaturing electrophoresis and silver staining, a
dominant band was observed with an Ry value of 0.55. When the gel was overloaded, four additional
bands with lower mobility were observed. When an identical segment was tested for enzyme activity by
direct reaction on the gel with PPi, a single band of the product was found at the same R; vaiue. Twc-
dimensional gel electrophoresis of the preparation showed the PPase band to be a monomer of 19.1 kDa.
The N-terminal sequence of the PPase hand is almost identical to the deduced N-terminal amino acid
sequence of PPase from H. pylori strain 26695, demonstrating that the band of Ry 0.55 is the H. pylori
cytoplasmic PPase. Fractions eluted from the Sephacryl S-200 column were analyzed by native
electrophoresis and enzyme activity. Two zones of liberated Pi were found. R; values were 0.4 and 0.55.
This band pattern was neither altered by the presence of the protease inhibitors PMSF and TPCK {100
ug/ml each) during purification. The polypeptide composition of these two bands with activity resolved by
two-dimensionat gel electrophoresis and visualized by silver staining, showed one spot for each of them
with the same molecular weigth (~19 kDa), suggesting that they are oligomers of the same PPase
monomer. Ferguson plot analysis, confirmed that the two bands are molecular weigth isomers.The relative
molecular mass of the native PPase was estimated by gel filtration on a Sephaciyl S-300 column. The
enzyme eiuted at a position corresponding to V. / V, = 1.51, indicating a molecular weigth of 103 kDa.
These resuits suggest that the native cytoplasmic enzyme of H. pylori is an hexamer of identical 19.1 kDa
MONOMErs,

Cytoplasmic PPase shows high substrate specifi cnty to Mg- -PPi%. The pH optimum of the PPase
activity is pH = 8.5, The reaction rate at different Mg- -PPi© concentrations follows a Michaelis-Menten
kmetlcs A Lineweaver-Burk plot indicates an apparent K, equal to 90 uM and a V., equal to 24.0 pmol Pi
min” m% . The enzyme is absolutely dependent on the presence of divalent cation for its catalytic action,
with Mg“™ conferring the highest activity. Mn?*, Co® and Zn®* could parially replace Mg, but the
effectiveness of the latter cations is limited to a narrow range of concentration.

The role of PPase in H. pylori seems very straightforward. As the enzyme has a cytoplasmic
localization it has no function in energy conservation. lts function, as other cytoplasmic PPases, is to keep
the PPi concentration low. On the other hand the possibility that the hydrolysis of PPi could provide some
energy for other biosynthetic pathways cannot be ruled out.
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I. INTRODUCCION

Hasta principios de los afnos 80, las ideas respecto a la patogenia de la gastritis y {a
Ulcera péptica se centraban en el papel de la secrecion &cida y de pepsina (Adams y col.,
1881). A partir del decubrimiento, aislamiento y cultivo de Helicobacter pyfori de la mucosa
gasfrica humana de pacientes con gastritis cronica por Warren y Marshall (1983), el
panorama general de la enfermedad acido péptica cambid debido a la gran cantidad de
trabajos desarrollados para estudiar a H. pylori y a las enfermedades asociadas a la
infeccion por este microorganismo. Solo en los dltimes afios se ha tenido un mayor avance
en el estudic del metabolismo bésico de H. pylori que ha permitido conocer aspectos
fisiolégicos y bioguimicos de este patdgeno (Hazell y col., 1997).

El contar con la secuencia completa del genoma de la cepa 26695 de H. pylon
(Tomb y col., 1997} ha proporcionado una idea mas amplia de sus caracteristicas biolégicas
y la publicacién de la comparacion de este genoma con el genoma de la cepa J99 (Alm y
col., 1999) ha servido para profundizar en el conocimiento de la diversidad de esta bacteria.
Sin embargo, conocer el genoma completo no es suficiente para entender el mecanismo
por el cual H. pylori produce ia enfermedad (Graham, 1998) y es necesario hacer la
integracion fisiolégica de los resultados de los genes funcionales identificados, fas vias
metabdlicas involucradas y las caracteristicas bioquimicas observadas en este
microorganismo para poder entender su fisiologia, 1a adaptacidbn a su nicho ecolbgico, su
patogenicidad y explicar las caracteristicas fenotipicas que atin no se han entendido
completamente, asi como las propiedades que se predicen del genoma y que aun no han
sido observadas experimentalmente (Marais y col., 1999).

Actuaimente se reconoce a H. pylori como el principal agente etiologico de la
gastritis crénica activa en humanos (Marshall y col., 1984, Morris y col., 1987; Wyatt y col,,
1988), su asociacién con la Ulcera péptica (Hornick, 1987, Dixon, 1991) y su vinculo al
desarrollo de cancer gastrico {Correa y col., 1990; Parsonnet y col, 1991; Nomura y
col,1991) y al linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica)
(Wotherspoon y col.,, 1893; Parsonnet y col., 1994).
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El objetivo general de los trabajos realizados sobre H. pylori (incluyendo el
presente), ha sido obtener conocimiento de la fisiologia de la bacteria que ulteriormente
pueda permitir identificar blancos potenciales para la intervencion terapéutica.

El presente trabajo es parte de un gran proyecto desarroliado en el laboratorio que
pretende estudiar las fuentes y reserva de energia de H. pylon, las cuales han sido poco y
parcialmente estudiadas, no como un todo. Este trabajo comprende el estudio de ias
pirofosfatasas encargadas de utilizar al compuesto energético mas simple que contiene una
unién fosfoanhidro de alta energia.

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

.1.1. Epidemiologia. Estudios seroepidemiolégicos realizados a nivel mundial
indican que la infeccion por H. pylori se encuentra ampliamente distribuida (Taylor y col.,
1991, Pérez-Pérez y col.,1888). La prevalencia de la infeccién por este microorganismo
aumenta con la edad y en personas de bajo nivel socioeconomico (Sitas y col., 1991). En
paises desarrollades como Estados Unidos, la infeccidn se presenta aproximadamente en
el 50% de las personas asintomaticas después de ios 50 arios de edad, mientras que en
ninos menores de 10 afios rara vez se presenta. En paises en vias de desarrollo ia
infeccion se adquiere a muy temprana edad (Sitas y col., 1991; Mitcheli y col., 1992), o cual
frae como consecuencia la alteracion de las funciones del aparato digestivo, provocando
que la absorcion de los nutrienies sea deficiente en edades criticas del crecimiento, asi
como la posibilidad de que la gastritis causada por H. pylor aumente el riesgo de
desarrollar céncer gastrico a largo plazo (Correa y col., 1990). Estudios realizados en
Chiapas, México, reportan una prevalencia de infeccion por H. pylori de 85% en adultos y
de 30% en niftos (Guarner y col., 1993). La alta prevalencia de |a infeccion en la poblacion
infantil de paises en vias de desarrollo, asi como en {as personas que viven hacinadas en
habitaciones en donde las condiciones de higiene son deficientes, apoyan la hipotesis de
que la infeccion se transmite de persona a persona a traves de la ingestion de comida o

agua contaminada con saliva, materia fecal o contenido gastrico (Graham y col., 1990; Lee

b2
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y col., 1891). Sin embargo, el mecanismo por el cual se adquiere la infeccion aln no se
conoce.

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

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

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

3) produce una catalasa que puede proteger a la bacteria del perdxido de hidrégeno
producido por los leucocitos polimorfonucleares (Hazell y col., 1881).

4) presenta varias adhesinas que han sido identificadas directamente o por la
caracterizacion de sus receptores celuiares (Clyne y col., 1997). La primera adhesina
descrita fue una proteina HpaA que se une a un receptor tipo N-acetilneuraminolactosa
(Evans y col., 1988) y que es una lipoproteina de la cubierta flagelar que se une a una
hemaglutinina fibrifar (Jones y col., 1996); un lipopolisacarido (Piotrowski y col., 1992); y una
proteina que funciona como mediadora en la adhesion a antigenos de Lewis de grupo
sanguinec (Boren y col., 1993). La secuencia del genoma (Tomb y col, 1997) ha
identificado otras 19 lipoproteinas y 32 miembros de la familia de adhesinas OMP, que
pudieran contribuir a la adherencia de la bacteria .

5) sintetiza una citotoxina codificada por el gen vacA que se produce in vitro en el
50-60% de las cepas aisladas, Io que sugiere que la citotoxina no es el dnico factor
involucrado en la dlicera péptica. La proteina se sintetiza en forma de protoxina de 139 kDa

e induce la formacion de vacuolas en las células gastricas en cultivo y su secuencia de

3
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aminoacidos en la region N-terminal presenta homologia parcial con varias proteinas
iransportadoras o canales idnicos, incluyendo una variedad de ATPasas como es la H'/K"
ATPasa géstrica humana (Cover y col., 1992b). Los inhibidores de la ATPasa vacuolar
evitan el efecto vacuolizante inducido por la citotoxina, pero no se sabe si el efecto primario
es sobre la citotoxina ¢ sobre una ATPasa celular (Cover y col., 1993). La citotoxina
vacuolizante se asocia a una proteina de 128 kDa codificada por el gen cagA (Covacci y
col., 1993, Tummuru y col.,1993) y es el principal agente inmunogénico, aunque se
desconoce su participacion en la patogénesis.

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

En junio de 1994, la Agencia Intemacional para la investigacion en C'éncer, una
rama de la Organizacién Mundial de la Salud, declaré a H. pylori como un carcindgeno
clase 1.

.1.3. Anatomia patolégica. Varios estudios histopatologicos de biopsias géastricas
obtenidas por endoscopia muestran que las principales caracteristicas patologicas son: a)
infiliracion de la lamina propia con neutréfilos, monocitos, linfocitos y células plasmaticas y
b) alteracion de la estructura e integridad de las glandulas mucosas epiteliales (Correa vy
col., 1890). El microorganismo solo coloniza tas células epiteliales de la mucosa gastrica de
secrecion no-acida y no se ha encontrado en sitios donde las celulas parietales de
secrecion acida son numerosas. La mas importante forma de inflamacion gastrica es la
gastritis tipo B que involucra el antrum gastrico, aunque mas tarde puede afectar al fundus.
H. pylori también se ha identificado en el corpus gastrico cuando se presenta atrofia
gastrica, que se caracteriza por la pérdida en el nimero de glandulas pudiendo llegar éstas
a desaparecer y ser sustituidas por células caliciformes, hablandose entonces de
metaplasia intestinal (Lopez, 1992). Tambien se ha encontrado al microorganismo en el

duodeno asociado a células metaplasicas epiteliales géastricas (Wyatt y col, 1987; Lee y
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col., 1983; Dubois, 1995). Hasta ahora no se sabe si la lesién inflamatoria precede o
mantiene el dafio epitelial.

1.1.4. Fisiopatologia. Si bien es cierto que la infeccion por H. pylori no involucra una
respuesta autoinmune, se produce una intensa respuesta inmunologica local y sistémica
que se caracteriza por la produccion de IgA, la cual se une a los antigenos de H. pyfori in
vitro y cubre a la bacteria in vivo, asi como por un marcado incremento de IgG plasmatica
que permanece durante meses después de curar la infecciéon. La infeccién por este
microorganismo desencadena la cascada inflamatoria con la presencia de neutréfilos,
macrofagos, linfocitos T y B y células plasmaticas. La actividad asesina de los linfocitos en
sangre periférica se aumenta posiblemente por la estimulacion de interleucinas (i) IL-1¢,
tiL-18, IL-6 e IL-8, de interferdon gamma {IFN-y), de otras citocinas como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) v el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase il
(Tarkkanen y col., 1993; Peek y col., 1994). Aunque estas respuestas aparentemente
hacen muy poco para conferir proteccion inmunoldgica contra H. pylori, éstas pueden
inducir varios cambios en el epitelio gastrico. Por un lado, al tratar de mantener la estruciura
gastrica normal (provocando un aumento en la liberacion de gastrina a la circulacién por las
celulas enddcrinas G localizadas en el antro gastrico), se produce una hipergastrinemia que
estimula a las células parietaies gastricas productoras de &cido clorhidrico y como
consecuencia aumenta la acidez en el lumen gastrico (hiperclorhidria), manteniéndose la
gastritis cronica activa que puede evolucionar a Glcera péptica (Calam y col., 1997). Por
otro {ado, la cascada inflamatoria puede dariar las células epiteliales gastricas, provocando
la pérdida de la estructura glandular normal y conducir a la atrofia gastrica que se
manifiesta como hipoclorhidria, la cual se considera un signo previo al adenocarcinoma
gastrico (Ernst y col., 1897).

AUN no se sabe por qué ia bacteria persiste durante tanto-tiempo en el hospedero a
pesar de la intensa respuesta inmune.

I.1.5. Patologia gastroduodenal asociada a la infeccién por H. pylori. Se

considera que la enfermedad gastroduodenal asociada a H. pylonn depende de varios
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factores que incluyen el genotipo bacteriano, el genotipo del hospedero y las condiciones
fisiologicas y los habitos dietéticos del hospedero (Go y col.,, 1994; Mobley, 1996 y 1997).

Una vez adquirida fa infeccion por H. pylori, el microorganismo persiste por afos y
posiblemente durante toda la vida (Blaser, 1993). Aunque la mayoria de [as personas
infectadas no presenta manifestaciones clinicas de la infeccion inducida por H. pylori, su
presencia se asocia con la gastritis cronica activa tipo B (por su localizacion principal en el
antrum gastrico) de acuerdo a la clasificacion de Strickland y McKay (Lopez, 1992) y su
erradicacion siempre es seguida por la remisién de los sintomas de gastritis (Marshall y col.,
1984, Morris y col., 1987; Wyatt y col., 1987, Dubois, 1995).

El proceso inflamatorio crénico puede llevar a la aparicion de dlcera péptica
(Hornick, 1987, Dixon, 1991). Casi todos los pacientes con Glcera duodenal presentan
gastritis por H. pylori y la .recaida de la Ulcera es rara después de la erradicacion del
microorganismo (O’Connor, 1994). La presencia de H. pylori es necesaria para la
produccion de tlcera duodenal, con excepcidn de las liceras atribuidas al uso de farmacos
antiinflamatorios no-esteroideos y al sindrome de Zollinger-Ellison. La infeccién por H. pylori
se ha demostrado en casi el 100% de los pacientes con Ulcera duodenal (Dixon, 1991).
Aungue H. pylori solo coloniza la mucosa gastrica, en la Ulcera duodenal se ha encontrado
al microorganismo asociado a células de metaplasia géstrica (Wyatt y col., 1987; Lee y col,,
1893; Dubois, 1995). Se piensa que una vez que H. pylori se establece en el duodeno
puede producir la ulceracién por la liberacion de la citotoxina vacuolizante (VacA). También
se ha sugerido que las cepas que se asocian a la Ulcera duodenal son genéticamente
diferentes a las cepas que se asocian a ofras enfermedades gastricas (Moss y col., 1992).
La evidencia que comprueba lo anterior, es que el 100% de los pacientes con ulcera
duodenal presentan anticuerpos contra la citotoxina vacuolizante, mientras que solo en el
1% de los pacientes infectados con H. pylori que no presentan Ulcera se detectan estos
anticuerpos (Covery col., 1990).

L.a asociacién de H. pylori con la dlcera gastrica no es tan alta, debido a que el
microorganismo solo se ha encontrado en el 70 a 80% de los pacientes con Ulcera gastrica

(Hornick, 1987; Dixon, 1991, Dubois, 1995}, muchos casos de uUlcera gastrica en personas
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no infectadas se relacionan con la ingestion de farmacos antiinflamatorios no-esteroidecs
(Dixon, 1891, Cover y col., 1992a).

La infeccion de H. pylori también es un factor de riesgo para el desarrollo de
adenocarcinoma gastrico. La patogénesis del cancer asociado a la infeccion es un proceso
complejo y poco entendido; sin embargo, en algunas personas infectadas, la gastritis
cronica de larga duracion (20 a 40 afos) progresa a la atrofia gastrica que per se se
considera una lesion precancerosa que conduce a la carcinogénesis, aun en ausencia de
H. pylori (Correa y col., 1990; Nomura v col., 1991; Parsonnet y col.,, 1991, Blaser, 1993,
Lee y col.,, 1893, Dubois, 1995).

Otro tipo de neoplasia que se encuentra asociada a la infeccion de H. pylori es el
linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a ia mucosa) de bajo grado, llamado
comunmente maltoma gastrico. Algunos trabajos han demostrado que el tratamiento de
erradicacién de H. pylori produce la completa remision histoidgica y endoscopica de los
maitomas de bajo grado de malignidad; sin embargo, los maltomas que evolucionan a alto
grado de malignidad son resistentes al tratamiento de este microorganismo (Wotherspoon y
col., 1993, Parsonnet y col., 1984).

1.1.6. Diagnéstico. Actualmente se dispone de diferentes métodos de diagnostico
gue se clasifican en invasivos y no-invasivos (van Zwet y col., 1998). Los primeros incluyen
a todos aquellos en {0s que se emplea la endoscopia para tomar una muestra de biopsia
gastrica que es utilizada inmediatamente para probar la actividad de ureasa (CLO test,
Pylori-Tek) (Elitsur y col., 1988), o bien, para identificar histolégicamente a H. pylori a traves
de diferentes tinciones o mediante su cultivo. La biopsia también puede empiearse en
procedimientos moleculares (PCR, hibridacion in situ) que identifiquen al gen cagA (gen de
la proteina asociada a la citotoxina) o al gen vacA (gen de la citotoxina) (van Zwet y col.,
1898). Los resultados negativos de identificacion del bacilo en biopsias gastricas no
excluyen la posibilidad de la infeccién debido a que la colonizacion de H. pylori es focal y la
biopsia puede no incluir esta area.

Los meétodos de diagndstico considerados no-invasivos incluyen pruebas

inmunoldgicas y pruebas respiratorias. Las primeras consisten en el analisis por inmunoblot
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de las inmunoglubulinas (Ig) A e igG, o la determinacién de sus niveles en plasma y saliva;
o bien, la deteccidon de anticuerpos contra la proteina CagA (proteina asociada a la
citotoxina) © contra VacA (citotoxina) (van Zwet y col., 1998). Recientemente se dispone de
la deteccion de antigenos de H. pylori en heces fecales (Vaira y col., 1998). En las pruebas
respiratorias se emplea la administracion oral de urea marcada con C"° o C", (Pytest y
Meretek, respectivamente) y se hace la deteccién de C' o C™ en el aliento a través de un
contador de centelieo o de un espectrometro de masas (Graham y col., 1987; Kim y col.,
1997; McColl y col., 1997).

1.1.7. Tratamiento y Profilaxis. Aunque H. pylori es sensible a muchos
antimicrobianos in vifro, ha sido dificil erradicarlo del estomago. Los tratamientos
recomendados en 1986 por en Instituto Nacional de Saiud (NIH} en EUA, no han variado
mucho. La terapia rﬁés efectiva ha resultado del empleo de dos o tfres antibidticos
administrados por [0 menos durante una semana a base de sales de bismuto, metronidazol
y amoxicilina o tetraciclina o claritromicina (Chiba y col.,, 1992). El uso de un antibidiico
asociado con farmacos antagonistas de receptores H. (ranitidina) no ha dado buenos
resultados en coniraste con la administracidn de un inhibidor de la bomba de protones
(omeprazole) con amoxicilina o claritromicina {Graham y col., 1993; Logan y col,, 1884). La
eliminacién de la infeccién alivia la gastritis y disminuye la incidencia de ulcera duodenal.

La antibioticoterapia empleada para la erradicacion de H. pylon continlia teniendo
muchas limitaciones como son el alto costo, el que los pacientes no cumplen al 100% el
tratamiento, los efectos adversos que se presentan y los riesgos de seleccion de cepas
resistentes. Desde hace algunos arios, diferentes grupos comenzaron a trabajar en la
elaboracion de vacunas para uso profilactico y terapéutico a través de la inmunizacion oral
(Czinn y col., 1991, Lee, 1996). Se han desarrollado dos modelos animales, uno en raton
(Lee y col., 1990) y otro en hurén (Fox y col, 1990) en los que se han utilizado
homogenados de H. felis (Chen y col, 1992) que es la especie méas relacionada
filogenéticamente a H. pylor, o bien, proteinas recombinantes como la ureasa (Corthesy-
Theulaz y col., 1994), empleando como adyuvantes a las toxinas termolabiles de Vibrio

cholerae o Escherichia coli (Lee y col., 1984; Czinn, 1991).
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I.2. Caracteristicas de Helicobacier pylori.

.2.1. Morfologia y taxonomia. En frotis de cultivos tefiidos con hematoxilina y
gosina, Gram, Giemsa, Genta o .Warthin-Starry, H. pyfori puede observarse en el
microscopio de luz como un bacilo gram negativo en forma curva, espiral o de "alas de
gaviota". A través de microscopia electrénica se observa que la bacteria tiene una longitud
de 2.5a 3.5 umyde 0.5 a 1.0 um de diametro, cen una pericdicidad en la espiraide 1 a 2
um. Presenta superficies lisas y de cuatro a seis flagelos polares cubiertos, de
aproximadamente 30 nm de diametro que emergen de uno de sus extremos redondos, con

un bulbo terminal cuya funcion aln no se ha determinado (Fig. 1) (Jones y col., 1985).

Fig. 1. Micrografia electrénica de Helicobacter pylori. Bacilo espiral que presenta de cuatro a seis flagelos
cubiertos en uno de sus polos, cada uno ¢on un bulbo terminal.

La forma mas comun que presenta H. pyfori durante la infeccion humana es la forma
bacilar, aunque tambien se han encontrado formas cocoides que infectan la mucosa
gasrica (Chan y col., 1994). El cambio de la morfologia bacilar a cocoide se ha observado
durante la privacion de nutrientes (West y col., 1990), la exposicion a antibidticos (Bode y

col., 1993a) o cuando se prolonga el tiempo de incubacion, aun cuando se cultive bajo
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condiciones adecuadas (atmosféricas y de nutrientes) {Catrenich y col., 1881, Moshkowitz y
col., 1994). Existe controversia en relacion a la viabilidad de la forma cocoide y su posible
papel en la transmision de la infeccion (Bode y col., 1993a; Eaton y col., 1995, Benaissa y
col., 1996; Sérberg y col., 1996), aunque las formas cocoides ya no son cultivables (Bode y
col., 1893a; Catrenich y col., 1991).

Originaimente se clasificd a este microorganismo dentro del género Campylobacter
por sus caracteristicas morfologicas, la composicién de las bases de su ADN y los
requerimientos para su cultivo, por lo que se nombrd Campyfobacter pyloridis (Marshall y
col., 1987). Posteriormente en 1989 se reclasificd y denominé Helficobacter pylori con base
en su andlisis ultraestructural, a fa composicion de sus &cidos grasos y a la secuencia del
ARN ribosomal 16S (Goodwin y col., 1989).

H. pylori pertenece al dominio eubacteria (Woese y col., 1990), dentro del grupo de
bacterias pUrpura no-suifurosas (Stackerbrandt y col., 1988). El analisis de la secuencia del
ARN ribosomal 16S relaciona al género Helicobacter con Campylobacter , Wolinella,
Arcobactery Thiovulum. Se clasifica dentro de ia subdivision epsilon de las Proteobacterias.
Actualmente el género  Helicobacter incluye mas de 70  especies
(www.ncbi.nim.nih.gov/hibin-post/Taxonomy/), algunas que colonizan, como en el humano,
la mucosa gastrica de otros animales y muchas de estas especies también son patdgenas
(Stanley y col., 1993). Se han encontrado tres especies que colonizan el intestino y otras
dos hepaticas (Fox y col., 1995).

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

En 1994 dos trabajos independientes (Reynoids y Penn, 1994; Nedenskov, 1994)
desarroliaron un medio definido para el cultivo de H. pylori que permitieron determinar que

los aminoacidos arginina, histiding, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina y valina son
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esenciales para este microorganismo. Ofros trabajos (Marshall y col., 1884; McNulty y col.,
1987) habian sefialado que H. pylori podia cultivarse en ausencia de carbohidratos.
Posteriormente Nedenskov (1994) demostré que el microorganismo no requiere glucosa
para su cultivo, sugiriendo que H. pylor utiliza a los aminoacidos como fuente de carbono y
energia. Estos datos fueron posteriormente apoyados por Mendz y Hazell (1985) y
confirmados por los resultados de la secuencia del genoma que indican ia ausencia
aparente de los genes que codifican algunas de las enzimas claves en las vias biosintéticas
de los aminoacidos antes mencionados (Tomb y col., 1997).

Se considera a H. pylori como una bacteria de crecimiento lento, debido a que
presenta un tiempo de duplicacion de 4-8 horas en condiciones Optimas, comparade con el
tiempo de duplicacion (20 min) de E. coli (Morgan y col., 1887).

I.2.3. Caracteristicas generales dei genoma. E| genoma completo de dos cepas
de H. pylori no relacionadas, la 26695 (Tomb y col., 1997)y la J89 (Almy col., 1999), han
sido secuenciadas de cromosomas circulares que contienen 1,667,867 pb y 1,643,831 pb,
respectivamente. El anélisis comparativo del genoma de las dos cepas ha demostrado que
aungue los cromosomas estan organizados de manera diferente en un nimero limitado de
regiones pequenas, el tamafo del genoma, el contenido genético y el orden de los genes
en [as dos cepas es extraordinariamente similar. El promedio del contenido de G+C es de
39%, pero cinco regiones del genoma de la cepa 26695 (hueve en la J99) tienen una
composicion distinta (Alm y col., 1989).

Los dos genomas de H. pyfori se encuentran altamente conservados con respecto al
contenido de genes, en ia cepa 26695 se identificaron 1,552 marcos de lectura abierta
(ORFs), que representa el 91% del cromosoma y en la cepa J99 se identificaron 1,495
ORFs, que corresponde al 80.8% del cromosoma. En ambas cepas, aproximadamente al
58% de los productos génicos se les ha asignado una funcion putativa con base en la
similitud de la secuencia de proteinas de funcion conccida; alrededor del 18% de los
productos génicos se encuentran conservados en otras especies pero no se conoce Su

funcidn; y cerca del 23% se han designado especificos de H. pyfori. Los genes especificos
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gue se encontraron fueron 117 y 89 para las cepas 26695 y J99, respectivamente (Alm y
col., 1999).

La comparacién de genes ortdlogos y sus productos codificados muestran un alto
grado de conservacion. La variacién en [a secuencia entre las cepas 26695 y J99 fue
significativamente mayor a nive!l de nucleétido que a nivel de aminoécido. Debido a que la
variacion de un nucledtido ocurre mas frecuentemente en la tercera posicion de un triplete
codificador, la secuencia primaria de la proteina codificada se encuentra altamente
conservada. El hecho de que muchas de las diferencias de nucledtidos son silenciosas con
respecto a la secuencia de la proteina, sugiere que axiste una fuerte presién selectiva para
la conservacion de la funcién a nivel de la proteina. El desplazamiento del nucledtido de la
tercera posicién de un triplete codificador probablemente sea ei responsable de ia
“diversidad” reportada para H. pylori, basada en el andlisis del ADN. Aunque el contenido
genético y las capacidades fisioldgicas resuitantes de las cepas 26695 y J99 son casi
idénticas, las pocas diferencias en el érreglo de los genes hacen que estas cepas se
consideren como diversas (Doig y col., 1999).

1.2.4. Metabolismo de H. pylori. En el estudio de H. pylori y de las enfermedades
asociadas a la infeccion por este microorganismo se han desarrollado una gran cantidad de
trabajos enfocados principalmente en las areas de epidemiogia, clinica y terapéutica,
debido a la caracteristica de ser un patdgeno humano y a la alta prevalencia de la infeccion
a nivel mundial. Solo en los ultimos afios se ha tenido un mayor avance en ei estudio del
metabolismo basico de H. pylori que ha permitido conocer aspectos fisiologicos y
bioquimicos de este patdgeno (Hazeli y col., 1997). Con el analisis reciente de la secuencia
completa de las cepas 26695 (Tomb y col., 1997) y J99 (Alm y col., 1999) de H. pylori, el
interés en su metabolismo ha aumentado.

La mayor parte de los datos experimentales de las actividades bioquimicas,
presentes o ausentes en H. pylor, coinciden con las capacidades metabdlicas gque se
predicen del genoma, sin embargo, ain quedan por comprobar las predicciones de algunas

vias metabdlicas y las funciones de algunos productos génicos, y hacer un analisis mas
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detallado del genoma debido a que H. pylori presenta actividades bioguimicas para las
cuales no se ha identificado una secuencia codificadora.

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

Los detalles de aspectos metabdlicos, fisicldgicos y genéticos de H. pylori han sido
descritos ampliamente en la literatura (Hazell y col., 1997; Kelly, 1998; Marais y col., 1999;
Doig y col., 1999}, por lo que a continuacion se presentaran solo algunas caracteristicas
metabolicas relacionadas con el metabolismo energético de este microorganismo.

1.2.4.1. Metabolismo de carbohidratos. Los primeros trabajos sefialan que la
bacteria no tiene la capacidad de fermentar azUcares, con base en que puede cultivarse en
ausencia de carbohidratos (Marshall y col., 1984; McNulty y col., 1887). Sin embargo, se ha
demostrado que H. pylori es capaz de utilizar glucosa como Unica fuente de carbohidratos y
que es captada del medio por una proteina transportadora especifica para D-glucosa y su
transporte es dependiente de sodio (Burns y coi., 1883; Mendz y col., 1995a). En el interior
de ia celula, la glucosa es fosforilada por una glucocinasa, en lugar de una hexocinasa
(Mendz y col, 1993a). La glucosa-6-fosfato puede entrar a [a via de las pentosas
generando poder reductor y produciendo pentosas-fosfato necesarias para la sintesis de
nucledtidos y de ciertos aminoacidos (Mendz y col., 1981); 0 bien, puede entrar a la via de
Entner-Doudoroff como via alterna a la glucdlisis para la oxidacion de glucosa a piruvato
(Fig.2). Aunque esta via produce un potencial de energia menor que la glucdlisis, permite a
la bacteria metabolizar acidos aldénicos (como el gluconata), que pueden representar in
vivo una importante fuente de nutrientes (Mendz y col., 1994a). Al parecer esta via es

constitutiva en H. pylorn.
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Todos los genes involucrados en la via de las pentosas se han identificado, excepto
el gen de la 6-fosfogiuconato deshidrogenasa, lo que ha sugerido la existencia de una
proteina con funcion similar perc con caracteristicas diferentes a otras 6-fosfogluconato
deshidrogenasas (Marais y col., 1999).

En el estudio biogquimico de la via de la glucdlisis en este microorganismo, se ha
presentado controversia. Algunos autores no han encontrado actividad catalitica de
algunas de las enzimas glucoliticas (Mendz y col., 1994a; Chalk y col., 1994) y otros han
reportado actividad glucolitica y de gluconeogénesis (Hoffman y col., 1998). El analisis del
genoma ha identificado a los genes homdlogos de las siete enzimas que llevan a cabo [as
reacciones reversibles que son comunes a ia via glucolitica y de la gluconeogeénesis; sin
embargo, de los tres pasos enzimaticos irreversibles de la glucdlisis/giuconeogénesis, no se
han identificado dos de los genes de las enzimas glucoliticas (fosfofructo cinasa y piruvato
cinasa) y el gen de la glucosa 6-fosfatasa de la gluconeogénesis (Tomb y col, 1997)
(Fig.2). Estos datos han sugerido que H. pylori utiliza las enzimas de la via
glucolitica/gluconeogénesis hacia la via biosintetica, mas que para la obtencion de energia
(Hoffman y col., 1996).

En el caso de la glucdlisis y de la gluconeogénesis, el analisis del genoma ha sido de
utilidad para confirmar algunos datos experimentales, pero al mismo tiempo, ha mostrado la
necesidad de verificar estas vias metabdlicas. Por ofro lado, la coexistencia inusual en el
metabolismo bacteriano de las dos vias oxidativas de la giucosa, la glucdlisis (Embden-
Meyerhof-Parnas) y la de Entner Doudoroff en H. pylor, hace necesario investigar mas
sobre este aspecto (Hazeli y col.,, 1997).
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Fig.2. Metabolismo de carbohidratos en H. pylori. Via de las pentosas fosfato abreviada y subrayada. Via de
Entner Doudoroff (negritas). Glucdlisis/gluconeogénesis se presenta con los mismos pasos reversibles,
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* actividad enzimatica reportada, pero el gen no ha sido identificado.
+ gen identificado, pero no se ha reportado ia actividad enzimética.

{(Modificado de Marais y col., 1999).
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1.2.4.2. Metabolismo del piruvato. El piruvato, producto final tanto de la via
lucolitica, como de la via de Entner Doudoroff, se considera como uno de los principales
ruces metabdlicos de vias que conducen a la conservacién de energia o a la biosintesis
le productos importantes.

Las células incubadas con piruvato en condiciones anaerdbicas producen lactato,
tanol y acetato, mientras que en condiciones aerobicas, el principal producto es el acetato
Chalk y col., 1994). En condiciones microaerofilicas, el piruvato se metaboliza a lactato,
via lactato deshidrogenasa), acetato, formato, succinato y alanina. La formacion de
uccinato sugiere la incorporacién del piruvato al ciclo de Krebs y la sintesis de alanina
poya la idea de que el piruvate podria jugar un papel importante en procesos biosintéticos.
.a formacién de lactato, etanol y acetato sugieren la utilizacion del piruvato en la via
ermentativa (Mendz y col., 1994b).

Algunos trabajos han identificado una alcohol deshidrogenasa con alta actividad
2specifica a etanol. Estos trabajos se han enfocado en la generacion de acetaldehido y su
varticipacion en la patologia gastrica (Salmela y col., 1993, 1994); sin embargo, aun falta
nucho por entender el papel de esta enzima en el metabolismo de H. pylori.

El piruvato puede ser descarboxilado para formar acetil-CoA mediante la accion de
Ina piruvato:flavodoxina oxidoreductasa (POR) (Fig.3), una enzima asociada generalmente
al metabolismo anaerdbico, en lugar de una piruvato deshidrogenasa aerébica o de una
Jiruvato-formato liasa anaerébica estricta y entrar al ciclo de Krebs. La POR de H. pylon
resenta caracteristicas descritas solo en organismos hipertermofilos, como es una alta
sensibilidad a oxigeno. lLa purificacion de ésta enzima en presencia de oxigeno y en
ausencia de dithiothreitol da como resultado una rapida inactivacion, siendo muy probable
Jue ésta propiedad sea la principal contribucion al fenotipo microaerofilico de la bacteria
‘Hughes y col., 1995). En extractos celulares de H. pylori, incubados anaerdbicamente, se
1a observado la reduccion de NADP dependiente de POR, pero no la reduccién de NAD,
mplicando la presencia de una actividad de flavodoxina NADP reductasa. Esta
saracteristica puede ser importante para la conservacion de energia en H. pylori, debido a
jue el NADPH parece ser el nucledtido preferido como donador de electrones a la cadena

‘espiratoria en lugar del NADH . La POR y la a-cetogiutarato:aceptor oxidoreductasa (OOR)
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(descrita mas adelante), son enzimas cruciales en H. pylori para la generacion de acetil-
CoA y succinil CoA con propésitos biosintéticos, asi como para proveer de electrones 3 la
cadena respiratoria (Hughes y col., 1998).

1.2.4.3. Ciclo de Krebs. El ciclo de Krebs en esta bacteria se encuentra bifurcado,
con el brazo de los acidos dicarboxilicos trabajando en reversa (reductivamente) de
oxaloacetato a succinato, mientras que el brazo de los acidos tricarboxilicos procede
oxidativamente de acetil-CoA a a-cetoglutarato (Mendz y col., 1893b). La funcién principal
del brazo oxidativo es proveer succinil CoA y NADPH para la biosintesis y la respiracion. Ei
brazo reductivo puede funcionar para la respiracion con fumarato. Ambos brazos
metabdlicos requieren oxaloacetato como punto de inicio, sin embargo, &l mecanismo
exacto para la produccion de oxaloacetato no se conoce, debido a que las actividades y los
genes de las enzimas piruvato carboxilasa, fosfoenol piruvato (PEP) carboxilasa y PEP
carboxicinasa no se han identificado. La ausencia del complejo de la «-cetoglutarato
deshidrogenasa (Hoffman y col.,, 1996) y de la succinil-CoA sintetasa (Pitson y col., 1999}
ha sido confirmada por el analisis del genoma (Tomb y col., 1997); sin embargo, se ha
reportado la actividad de una a-cetoglutarato:aceptor oxidoreductasa (OOR), que cataliza la
conversion directa de o-cetogiutarato a succinato (Hoffman y col., 1996; Pitson y col,,
1999)(Fig.3), que presenta gran similitud con la enzima de arqueobacterias (Hughes y col.,
1998).

La identificacibn de wuna fumarato reductasa, que al parecer reemplaza
funcionalmente a la succinato deshidrogenasa, es de importancia, porque sugiere que el
fumarato por esta via metabdlica podria actuar como un aceptor terminal de electrones en
la respiracion anaerdbica. La fumarato reductasa en H. pylori es una enzima constitutiva y
ligada a la membrana plasmatica (ver mas adelante cadena respiratoria y Fig. 4), que al no
estar presente en el humano, se ha propuesto como blanco terapéutico contra este
microorganismo (Mendz y col., 1995b).

Los genes gue codifican un homaélogo de ia succinato deshidrogenasa no han sido
identificados, aunque se ha observado su actividad en exiractos de varias cepas de H.

pylor, incluyendo la J99 (Doig y col, 1994; Hoffman y col, 1996). Esta aparente

17



INTRODUCCION

discrepancia pudiera ser explicada debido a que in vifro, la fumarato reductasa puede
convertir al succinato en fumarato.

PIRUVATO

v PR

Acetil-CoA

Citrato sintasa

Mate  Oxaloacetato

Deshidrogenasa + Citrato
\ Aconitasa
Malato Aconitato
fato sintasa +
Fumarasa o Aconitasa
Glioxilato
Fumarato Isocitrato
Fumarato Isocitrato
reductasa deshidrogenasa
. OOR
Succinato < 2-oxoglutarato

Fig. 3. Descarboxilacion del piruvato y ciclo de Krebs en H. pylori. Descarboxilacion del piruvaio por la
piruvato:flavedoxina oxidoreductasa (POR). El ciclo de Krebs se encuentra incompleto, con el tado de los acidos
dicarboxilicos trabajando reductivamente de oxaloacetato a succinato, mientras que el lado de los acidos
tricarboxilicos procede oxidativamente de acetil-CoA a o-cetoglutarato. En este organismo se ha identificado el

gen y la actividad de la a-cefoglutarato:aceptor oxidoreductasa (QOR} que cataliza la conversion directa o-
cetoglutarato a succinato.

+ actividad enzimatica reportada sin identificacién de la secuencia codificadora.

La acitividad de la malato deshidrogenasa y la malato sintasa se ha determinado en
H. pylori (Pitson y col., 1999); sin embargo, los genes que codifican a estas enzimas no han
sido identificados, lo que sugiere la presencia de enzimas que lleven a cabo una funcién
similar pero que presenten diferencias en la secuencia de aminoacidos. Estos datos indican

que debe tenerse cuidado al fomar en cuenta las caracteristicas funcionales y metabdlicas
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de un organismo cuando se basan solamente en el analisis de la secuencia del genoma y
que es necesario verificar los resultados por otra vias.

El tipo de respiracion anaerdbica con fumarato como aceptor, combinado con el
metabolismo del piruvato y la presencia de POR y OOR, apoyan ia existencia de un
metabolismo anaerdbico en H. pylor, pero al requernir O, para su cultivo, refleja el caracter
microaerofilico de esta bacteria.

1.2.4.4. Metabolismo de aminoacidos. Los aminoacidos son fuente importante de
carbono, nitrégeno y energia (Reynolds y col., 1984; Mendz y col., 1995). Aungue Reynolds
y Penn (1994) observaron que alanina aumenta el crecimiento bacteriano en presencia de
glucosa, Mendz y Hazell (1995) demostraron que H. pylori puede cultivarse en un medio
sin glucosa utilizando arginina, aspartato, asparagina, glutamato, glutamina y serina como
unicos sustratos, observando como productos principales del catabolismo de aminoéacidos
a acetato, formato, succinato y lactato. Estos resultados muestran que ios aminoacidos
pueden ser los nutrientes basicos para este microorganismo. Ademés, la glucosa afadida
al medio de cuitivo compuesto por una mezcla de aminoacidos no es utilizada hasta que los
otros nutrientes han disminuido significativamente del medic (Mendz y col., 1983).

Se ha demostrado que este microorganismo puede utilizar a la urea para la sintesis
de aminoacidos (Williams y col., 1996). La desaminacion de los aminoacidos conduce al
aumento de nitrodgeno intracelular (Hughes y col., 1995; Burns y col, 1995), que se
resuelve por la accién concertada de la ureasa con el ciclo de la urea, actuando como
"pomba" de nitrdgeno hacia el espacio extracelular para mantener el balance nitrogenado
(Mobley y col., 1995; Mendz y col., 1996).

El estudio de sistemas de captacion y vias de degradacion y biosintesis de purinas y
pirimidinas (Mendz y col., 1994c; 1994d) sugiere que H. pylori utiliza varios sustratos como
fuente de nitrogeno, que incluyen urea, amonio y algunos aminoéacidos como alanina,
serina y glutamina. Ef analisis del genoma ha confirmado estos datos (Tomb y col., 1997).

L a asimilacion de amonio, un producto abundante por la actividad de la ureasa, se

Heva a cabo por la glutamino sintetasa, que transforma al glutamato en glutamina y el o-
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setoglutarato se transforma en glutamato por la accién de una glutamato deshidrogenasa
n lugar de una glutamato sintetasa (Mobley y col., 1995).

1.2.4.5. Metabolismo de lipidos. Los lipidos podrian ser utilizados como fuente de
~arbono y energia, y los fosfolipidos como una fuente potencial de fosfato. Aungue existe
soca informacion disponible acerca del metabolismo de los récidos grasos y de ios
osfolipidos en H. pyfon, el andlisis detallado de la secuencia de su DNA ha permitido
sonocer algunas caracteristicas del metabolismo lipidico. Las dos cepas de H. pylori
secuenciadas contienen l0s genes necesarios para el catabolismo de acidos grasos de
cadena cora y de un transportador para estos acidos grasos. Se han identificado los genes
de la acil-CoA sintetasa, enzima que se encarga de la activacién de los acidos grasos
ibres, y de la 3-cetoacil-CoA tiolasa, una de las cuatro enzimas que se requieren para la p-
oxidacion (Tomb y col., 1997). Con respecto a la degradacion de los fosfolipidos, se ha
demostrado la existencia de fosfolipasas A, , A, y C (Ottlecz y col., 1993).

La biosintesis de 4cidos grasos en esta bacteria se ha demostrado por la presencia
de la acetil-CoA carboxilasa, una enzima que fija CO, a la acetil-CoA para la sintesis de
malonil-CoA, primer paso de la biosintesis (Burns y col., 1995).

El analisis del genoma ha identificado una gran cantidad de genes involucrados en
el metabolismo de lipidos, sin embargo, los resultados de muchos de estos andlisis aln no

han sido estudiados experimentalmente.

1.2.4.6. Cadena respiratoria. Los aceptores terminales de la cadena respiratoria
pueden ser oxigeno (respiracion aerébica) u otros sustratos (respiracion anaerobica). L.os
sistemas respiratorios, ademas de generar la fuerza protomotriz utilizada para la
fosforilacion oxidativa, tambien participan en maniener el balance redox intraceiular y el
control de {a concentracion de O..

El analisis del genoma muestra que H. pylori contiene genes involucrados en ambos
tipos de respiracion. El operén que codifica una NADH-quinona oxidoreductasa (NDH-1),
también conocida como complejo |, carece de los genes que codifican a las proteinas NuoE

y NuoF involucradas en [a union y la oxidacion del NADH y su lugar lo ocupan genes que
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codifican polipéptidos de cadena corta que presentan muy poca similitud con ofras
proteinas. Se ha propuesto que éstos polipeptidos presentan un sitio de unién para
proteinas que son capaces de proporcionar electrones al centro FeS de la proteina NuoG.
En H. pylon, la proteina NuoG contiene un segmento adicional rico en cisteinas que permite
la unidn a un centro FeS que no s comun en las NDH-1 de ofros organismos y se ha
sugerido que podria sustituir a ios centros FeS que necesitan las proteinas donadoras de
electrones, haciendo posible el flujo de electrones directamente del residuo de flavina a la
proteina NuoG (Finel, 1998). Por ofro lado, las NADPH oxidoreductasas pueden ser
capaces de alimentar a la cadena de transporie de electrones, lo que sugiere que el
complejo NDH-1 es una quinona oxidoreductasa que bombea protones y no una NADH
deshidrogenasa (Finel, 1998). En el genoma de H. pylori no existen genes que codifiquen
un complejo NDH-2, otro tipo de NADH-deshidrogenasa.

Se han identificado otras deshidrogenasas donadoras de electrones en la cadena
respiratoria que incluyen a la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que se encuentra
codificada en dos genes distintos que pueden producir una enzima aerébica y otra
anaerdbica, respectivamente; la D-lactato deshidrogenasa y un complejo de hidrogenasa
de tipo NiFe gue puede actuar como donadora de electrones a la guinona, si el oxigeno
esta presente y que se encuentra sujeta a activacion anaerdbica (Tomb y col., 1997).

H. pylori contiene todes los genes que codifican las subunidades tipicas de una
ubiquinel:citocromo ¢ oxidoreductasa, llamada también compiejo bes 0 complejo lli. El gen
que codifica al citocromo ¢ es ortdlogo al citocromo ¢ss; de Desulfovibrio vulgars. La Gnica
oxidasa terminal codificada en el genoma es la citocromo ¢ oxidasa tipo ¢bbs; (Tomb y col.,
1997, Alm vy col., 1998), lo que concuerda con los resultados experimentaies de Nagata y
col. (1998), pero que esta en desacuerdo con otros autores (Marcelli y col., 1996, Maier y
col, 1996) que reportan que los espectros de absorcion de la oxidasa terminal son
caracteristicos de una citocromo oxidasa tipo bd. La subunidad catalitica del citocromo
cbbz presenta un centro binuclear hemo-cobre con alta afinidad por oxigeno, o cual puede
permitir una respiracion aerdbica eficiente en un ambiente microaerofilico (Garcia-Horsman
y col., 1994). Otras caracteristicas en la estructura primaria de la citocromo oxidasa cbb;
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ndican que pertensce a un grupo separado dentro de la familia de proteinas cbb; {Smith y
col., 2000).

La principal quinona en H. pylon es la menaquinona-6 y presenta algunas trazas de
menaquinona-4, con ausencia de ubiquinona. Estos tipos de menaquinonas son mas
comunmente usadas en [a respiracidén anaerdbica (Goodwin y col., 1986; Moss y col., 1990;
Marcelli y col., 1996). La presencia de estas menaquinonas en H. pylori permite sugerir que
la cadena respiratoria anaerobica es usada por esta bacteria, y la presencia del citocromo
chb, permite entender su microaerofilismo.

Algunos datos experimentales sugieren que [a fumarato reductasa (mencionada en
el ciclo de Krebs) puede actuar como oxidasa terminal (Mendz y col., 1993b; 1995b), y se
ha propuesto que la hidrogenasa tipo NiFe y la fumarato reductasa en H. pylori pueden ser
dos componentes de una cadena respiratoria anaerdbica que utiliza fumarato como aceptor
final de electrones (Hazell y col., 1997).

La Fig. 4 presenta un esquema de la membrana plasmatica de H. pylori para

mostrar la localizacién de los componentes de la cadena respiratoria y de [a ATP sintetasa.

O\v
w%@) .

Deshidrogenasas SUCCINATO FUMARATO

Exterior

ATPasa F,F,

Fig. 4. Esquema de la membrana plasmatica de H. pylori que muestra la cadena respiratoria y la ATP
sintetasa. Las deshidrogenasas incluyen a la NADH-quinona oxidoreductasa (NDH-1), la G-3-P
deshidrogenasa, la D-lactato deshidrogenasa y ta NiFe-hidrogenasa. Menaquinona-6 (MQ}; citocromo ¢ quinol
oxidoreductasa (bcy); citocromo €553, citocromo ¢ oxidasa (chb;).
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En el estudio de ia cadena respiratoria de H. pyfori llevado a cabo en el laboratorio
(Briones, 2000), se encontrd una sensibilidad a rotenona, que aunque pequefia, no habia
sido reportada y es un punto mas a la discusion acerca de la presencia o no del complejo |
clasico en la bacteria. Ademas se encontré una sensibilidad incompleta a antimicina y a
cianuro en el consumo de oxigeno.

Para entender completamente la fisiologia de este microorganismo microaerofilico,
es necesario resolver el enigma de la presencia de una cadena respiratoria aerdbica
operativa junio con [a respiracién anaerdbica a bajas tensiones de oxigeno.

1.2.4.7. Fosforilacién oxidativa. La fuerza protomotriz que se genera en la cadena
respiratoria es utilizada por la ATP sintetasa para producir ATP. La ATP sintetasa
bacteriana, una enzima muitimérica, esta formada por el compiejo Fo que consiste en tres
subunidades que forman un canal de protones, y por el complejo ¥y que esta formado por
cinco subunidades que constituyen el sitic catalitico. En E. coli, las ocho subunidades se
encuentran codificadas en el operon afp. En H. pylori, ias cinco subunidades del complejo
Fs y la subunidad b del complejo Fo estan contiguas en el cromosoma. Las otras dos
subunidades del complejo F; estan codificadas por genes que se encuentran en otra region
del cromosoma. H. pylori tiene una subunidad adicional que es homodloga a la b’, 1a cual es
una forma divergenie y duplicada de la subunidad b, que se encuentra en plantas y
bacterias fotosintéticas. El gen que codifica esta subunidad se encuentra localizado al final
del grupo de genes de la ATP sintetasa (Doig y col., 1999).

La capacidad de H. pylori de generar un gradiente idnico a través de la membrana
plasmatica a pH bajo ha sido estudiada por Matin y col. (1996), indicando que la bacteria en
un medio acido tiene la capacidad de cambiar la polaridad de la membrana, estableciendo
un potencial positivo en el ‘interior gue la provee de una barrera eléctrica para evitar Ia
entrada de protones. Un interior celular positivo puede ser creado por transporte activo de
aniones o por difusion de protones, siendo este Ultimo mecanismo el mas probable, debido
a que no es claro un mecanismo de eflujo electrogenico de aniones en el analisis del
genoma (Tomb y col., 1987). Se ha sugerido que ias ATPasas tipo-P pudieran llevar a cabo

la salida de protones, pero esto no ha sido apoyado por la identificacidon de las ATPasas
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tipo-P en el genoma, cuyas secuencias se encuentran mas relacionadas con
transportadores de cationes divalentes (Melchers y col., 1996; Tomb y col., 1997).

1.2.4.8. ATPasas tipo P. En H. pylor se han identificado tres ATPasas
translocadoras de protones tipo P. Dos de ellas se han clonado y caracterizade
parciaimente (Ge y col., 1995; Melchers y col., 1896). Una se encuentra relacionada con el
transporte de cobre, otra con el suministro de niquel, un componente esencial en la
actividad de la ureasa y relacionada con el transporte de cadmio (Melchers y col., 1986) y la
tercera parece estar relacionada con el transporte de cationes divalentes (Tomb y col.,
1897). Iniciaimente se pensd que estas ATPasas tipo P jugaban un papel importante en la
regulacién del pH intracelular a través de la salida de protones (Melchers y col., 1896), pero
estudios posteriores han demostrado que estas ATPasas estan mas estrechamente
relacionadas con proteinas transportadoras de cationes divalentes que se encuentiran
involucradas en la incorporacion de cationes divalentes y la eliminacion de metales toxicos
(Marais y col., 1999).

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

Los polifosfatos se encuentran en todos los organismos vivos, desde bacterias hasta
mamiferos (Kulaev, 1979; Wood, 1987; Wood y col., 1988; Kornberg, 1995), y se les han
atribuido diversas funciones bioldgicas dependiendo de la especie, de las necesidades de
la célula y de su localizacién subcelular.

Dentro de las funciones atribuidas a los polifosfatos se encuentran las siguientes: 1)
fuente de energia en la sintesis de ATP (Kornberg, 1957; Ahn y col.,1990; Bonting y
cal.,1991); 2) sustituyente del ATP en la fosfarilacion de la glucosa (Hsieh y col.,1993) y de
algunas proteinas (Skorko, 1989); 3) reserva de Pi (Akiyama y col., 1993; Andreeva y col.,
1993; Keasling y col., 1993, Wurst y col., 1994); 4) ventaja osmética sobre el Pi, debido a
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que como polimero ofrece baja solubilidad en agua (Wood y col., 1988; Kornberg, 1895); 5}
quelante de cationes divalentes (Archibald y col., 1982; Dunn y col., 1924); 8) amortiguador
intracelular de iones alcalinos en algunos microorganismos (Pick y col., 1991); 7) elemento
estructural junto con el polihidroxibutirato y el Ca®* en la membrana de céiulas competentes
para ia transformacion bacteriana (Reusch y col., 1988; Reusch y col., 1995); 8) regulador
del desarrollo celular debido a que se ha encontrado que el polifosfato y las actividades
enzimaticas involucradas en su metabolismo se modifican durante los cambios en el
desarrolic de algunos microorganismos en respuesta a ia deficiencia de uno o varios
nutrientes (Voelz y col., 1966), 8} componente de la capsula bacteriana que podria
contribuir en la patogénesis de Ia infeccidon debido a que mas del 50% del polifosfato total
de las especies de Neisseria se localiza en este sitio (Tinsley y col.,, 1993; Lee y col., 1994).

Fig. 5. Polifosfatos en Helicobacter pyiori. A) H. pylori asociado a células de la mucosa géastrica. B) Cultivo
de H. pylori aislado de tejido gastrico mostrade en A. Los granulos de polifosfato se seifalan con las flechas.
(Micrografias electrénicas tomadas de Bode y col., 1993))
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A través de microscopia electronica se ha demostrado que H. pylori contiene
multiples agregados de polifosfato localizados en diferentes partes de la célula (Bode y caol.,
1983} (Fig. 5). La acumulacién mas importante de granulos de polifosfato que se observa
en este microorganismo es a nivel intracitoplasmico, los cuales pueden representar un
reservorio para el almacenamiento energético y de fosforo, y una fuente altemativa de
energia cuando el ATP se encuentra en niveles bajos {Dawnes y col., 1973). Otros sitios en
los que se observa la acumulacion de polifosfatos es cerca de 1a base del flagelo y
pequefios agregados asociados a la membrana celular. El depdsito cercano al flagelo
podria estar relacionado con la fuente de energia para la motilidad bacteriana (Berg y col.,
1979) y los agregados asociados a la membrana podrian estar relacionados con el
mantenimiento de la integridad de la membrana citoplasmica (Skorko, 1989). Sin embargo,
ia importancia y el metabolismo de estas moléculas en H. pyfori ain no ha sido estudiado.

El estudio del metabolismo de los polifosfatos en organismos procariontes y
eucariontes ha permitido establecer que la Unica via para su sintesis es la polimerizacion
del fosfato terminal del ATP a través de la polifosfato cinasa (PPK) (EC 2.7.4.1) (Ahn y col.,
1990; Robinson y col., 1987; Tinsley y col., 1993; Kulaev y col., 1987). La misma PPK
puede sintetizar ATP mediante la reaccion en reversa (Kornberg, 1957; Ahn y col., 1980).
Se ha encontrado que los polifosfatos pueden ser utilizados como sustrato para la sintetis
indirecta de ATP a traves de la accioén concertada de una AMP-fosfotransferasa (AMP-PT) y
de la adenil cinasa (AC) (Bonting y col.,1991). Los polifosfatos pueden sustituir al ATP en la
fosforilacion de la giucosa a través de una polifosfato glucocinasa (GK) (Hsieh y col., 1993)
y en la fosforilacidon de algunas proteinas (Skorko, 1989). Los polifosfatos de aito peso
molecular pueden ser reserva de Pi al ser hidrolizados a traves de las exopolifosfatasas
(PPX). Se han identificado dos tipos de PPX, una que hidroliza al polifosfato terminal para
producir Pi (Akiyama y col., 1993; Keasling y col., 1993; Andreeva y col., 1993; Wurst y col.,
1994) y ofra para producir PPi ( Loreny y col., 1995) (Fig. 6).

Para la sintesis de polifosfato en E. coli se requiere que exista una cadena de
tetrapolifosfato, que sirva como cebador para la elongacion de la cadena {(Ahn y col., 1990)
y hasta el momento no se ha encontrado una tetrapolifosfato cinasa para su sintesis. En los

géneros Aspergilus, Neurospora, Escherichia y Saccharomyces, se ha identificado una
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actividad de tripolifosfatasa (Kulaev, 1979), pero su capacidad para llevar a cabo la
reaccion en reversa no ha sido estudiada (Fig. 6).

Tomando en cuenta a las enzimas involucradas en el metabolismo de los
polifosfatos que se han encontrade en diferentes organismos, elaboramos un esquema que
incluye a todas estas enzimas (Fig. 6), con el propdsito de tener un panorama generai del
metabolismo de los polifosfatos y buscar las actividades enziméticas en H. pylori, como
parie del proyecto general del laboratorio para estudiar las fuentes y reserva de energia en
este microorganismo. Es importante sefialar que las actividades de las enzimas antes
mencionadas no estan presentes en todos los organismos.

El andlisis del genoma de H. pylori (Tomb y col., 1997; Aim y col., 1999) ha mostrado
que de las enzimas involucradas en el metabolismo de los polifosfatos, sefialadas en el
esquema de la Fig. 6, solo se han identificado los genes de la polifosfato cinasa (PPK) y de
la glucocinasa (GK), asi como también el gen de la PPasa. Sin embargo, no puede
descartarse la posibilidad de que las otras enzimas involucradas en el metabolismo de los
polifosfatos no estén presentes, debido a que como se menciond previamente, aun queda
el 40% del genoma de H. pylori al que no se le ha asignado una funcion.
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PPX pex2” &
? | | Tripoitostatasa ©

Poli-P,; + G-6-P ,
" Poli-P,; + PPi

PPasa

Poli-P,;+ Pi

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

* Acinetobacter (Bonting y col., 1991).

® Mycobacterium tuberculosis (Hsieh y col., 1993).

© E. coli (Akiyama y col., 1993; Kaesling y col., 1993), S. cerevisiae (Andreeva y col., 1993; Wurst y col.,
1984), T, lyncunum {(Loreny y col., 1995).

¢ T Iyncunum {Loreny y col., 1995),

® Aspergifus, Neurospora, Escherichia, Saccharomyces (Kulaev, 1979).
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1.2.4.10. El PPi y las pirofosfatasas. El PPi es el compuesto mas sencillo qgue
contiene un enlace fosfoanhidro, este enlace es la forma quimica bésica por la cual se
iransmite la energia en las células. El PPi se sintetiza como producio metabdlico de
diversas reacciones biosintéticas (sintesis de polisacaridos, proteinas, &cidos nucléicos,
urea, lipidos) (Kornberg, 1957; Lahti, 183). La energia libre de hidrélisis (AG*’) del PPi en
ausencia de Mg?, es de —5.7 Kcal mol™”, muy cercana a la del entace gama del fosfato del
ATP, y en presencia de Mg, el AG® es igual a -4 Keal mol* (Martell y col., 1971). Sin
embargo, el AG® de hidrélisis del PPi varia considerablemente dependiendo del pH y de la
concentracion del cation divalente en el medio de reaccion (De Meis, 1984).

La concentracion de PPi intracelular en diferentes organismos (bacterias, animales y
plantas) se encuentra entre 0.1 y 2 mM (Baltscheffsky y col., 1984). En el caso de la
arqueobacteria Methanobacterium thermoautotrophicum la concentracion de PPi
intracelular varia de 2.5 a 40 mM de acuerdo a las condiciones de cultivo (Keltjens y col.,
1988). Como puede observarse, la concentracion de PPi es comparable con ia
concentracion de ATP en diferentes organismos, que varia de 2 a 10 mM (Matthews y col,
1982; Zweier y col., 1987).

Diversos trabajos han demostrado que en varias reacciones enzimaticas de
diferentes microorganismos, el PPi puede sustituir al ATP como fuente de energia (Sui y
col., 1962; Evans y col., 1968; Hatch y col., 1968, Reeves, 1968; Mansurova y col., 1975;
Balischeffsky y col., 1966), o que son dependientes de PPi (Lawson y col., 1979; Edwards y
col., 1985).

La pirofosfatasa (PPasa) [E.C.3.6.1.1.] es la enzima que se encarga de hidrolizar el
PPi a Pi. Existen dos tipos de PPasas, las citoplasmicas y las membranales. Las PPasas
citoplasmicas se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos vivos {Lahti,
1983) y tienen la funcidn de hidrolizar el PPi sintetizado durante las reacciones biosintéticas
para favorecer termodinamicamente estas reacciones anabdlicas (Kornberg, 1957). Las
PPasas membranales se encuentran en algunas baclerias fotosintéticas (Baltscheffsky,
1978), en la membrana interna mitocondrial (Mansurova, 1989) y en el tonoplasto de las
plantas (Rea y col., 1992). Estas PPasas membranales llevan a cabo la misma funcioén de

hidrélisis de PPi, pero acoplada al transporte de H*, estableciendo gradientes idnicos
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ransmembranales. En el caso de las PPasas membranales bacterianas, éstas también
pueden llevar a cabo la sintesis de PPi (Baltscheffsky, 1978).

El papel que juega [a PPasa en el metabolismo energético de H. pylori no ha sido
estudiado, por lo que consideramos que localizar, purificar y caracterizar a las PPasas en
este microorganismo es importante para entender si éstas enzimas participan en
mecanismos fransductores de energia.
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il. OBJETIVOS

I.1. Objetivo general.
Definir el 0 los mecanismos de utilizacién del enlace fosfato de alta energia
contenido en el pirofosfato en Helicobacter pylori.

I.2. Objetivos particulares.

1) Determinar {a actividad de las pirofosfatasas, tanto en la fraccidn soluble y en
la membranai para definir su localizacion.

2) Purificar a las pirofosfatasas detectadas.
3) Caracterizar cinética y estricturaimente a las pirofosfatasas.
4) Tratar de establecer si el pirofosfato y las enzimas involucradas en su

metabolismo tienen alguna participacion en la capacidad de transduccion de

energia en la bacteria.
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Hi. MATERIALES Y METODOS
ili.1. Materiales.

Todos los reactivos quimicos empleados en este trabajo fueron de alto grado de
pureza, disponibles comercialmente. Las pirofosfatasas (PPasas) inorgéanicas de
Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli fueron obtenidas de SIGMA Chemicals
(St. Louis, MO,USA).

Ili.2. Métodos.

lil.2.1. Cultivo de bacterias. La cepa 8823 (ATCC 48503) de Helicobacter pylori
fue amablemente donada por el Dr. Martin Biaser de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Vanderbilt, Nashville, Tennessee. Las bacterias se cultivaron en cajas
de agar-sangre {(agar de soya tripsinizada marca DIFCO con 10% de sangre
desfibrinada de carnero) en presencia de vancomicina 6 ug/mi en una atmoésfera
microaerdbica (CO; 10% viv) durante 48 h a 37 °C. Para cultivos liquidos a gran
escala, el material obtenido de una caja se utilizo para inocular 30 ml de caido Brucella
broth (BBL Becton Dickinson Microbiology Systems, EUA) que contenia suplemento
selectivo para H. pylori (OXOID SR147E) y suero fetal bovino al 10% en un tubo
Falcon. El cultivo se mantuvo a 37 °C en agitacion suave (150 rpm) y se cosechod a las
48 h por centrifugacion (1100 x g por 10 min). A la pastilla obtenida se le realizaron
pruebas de actividad de ureasa, catalasa y oxidasa, y se tomd una muestra para tincion
con Gram para comprobar sus caracteristicas morfologicas y de tincion. La pastilla
obtenida se utilizd para inocular 100 ml de caldo Brucella broth con suero fetal bovino

al 10% en un matraz Erlenmeyer, manteniendo el cultivo a 37 °C en agitacion suave
durante 48 h.

il.2.2. Pruebas de identificacion de H. pylori. La actividad de ureasa se
realizd agregando una muestra de bacterias (tomada con el asa de cultivo) a 300 ul de

una solucion de urea 6 M, pH 7.2 y rojo de fenol al 0.05% como indicador de pH (6.8-
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8.2, amarillo-rojo). Cuando la actividad de ureasa es positiva, el color de la solucion
cambia de rosaceo a rojo.

Para determinar la actividad de catalasa, una muestra de bacterias se agregé a
200 pul de perdxido de hidrégeno al 30%. La prueba es positiva al producirse burbujeo
inmediatamente.

La actividad de oxidasa se llevé a cabo en una placa de Dry Slide Oxidase
(Difco), colocando una muestra de bacterias. La prueba es positiva cuando la placa

cambia a color azul.

il.2.3. Fraccionamiento celular. Despues de cosechar las bacterias por
centrifugacion (11,000 x g durante 10 min a 4°C), estas se lavaron dos veces por
centrifugacién (27 000 x g por 20 min) en una solucion que contenia Tris-HC| 20 mlV,
pH 8.6 y MgCl, 10 mM. Las células se resuspendieron en la misma solucién (1/6 wiv)
con 200 unidades de DNasa/50 ml de solucidn y se sonicaron en alicuotas de 15 ml
durante 3 min en hielo, utilizando un sonicador de vastago Branson 250. Después de
centrifugar a 27 000 x g por 20 min a 4 °C, el sobrenadante que se obtuvo se centrifugd
a 100 000 x g durante 80 min a 4 °C. La pastilla que contenia la fraccion membranal se
resuspendio en Tris-HCI 20 mM, pH 8.6 y MgCl> 1 mM. Las actividades de ATPasa y
PPasa se determinaron en [a fraccion membranal y la actividad de PPasa citoplasmica

en el sobrenadante gue se denomind fraccién soluble.

I.2.4. Purificacién parcial de la PPasa citoplésmica. La purificacion parcial
de la PPasa citoplasmica de H. pylori se llevd a cabo modificando el método de
Klemme y Gest (1871), en dénde no se incluyo el paso de sulfato de protamina y la
precipitacién con sulfato de amonio se incrementd hasta 90% de saturacion con la sal.
A la fraccion soluble obtenida por el método descrito previamente en 11L.2.3,, se le
ajusto el pH a 8.6 y posteriormente se calenté a 60 °C durante 5 minutos en alicuotas
de 15 ml. Inmediatamente después del calentamiento, las alicuotas se enfriaron en

hielo hasta alcanzar los 4 °C y se centrifugaron a 27 000 x g durante 20 min. El

ey
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sobrenadante cbtenidc se sometio a fraccionamiento por precipitacion con sulfato de
amonio a 40, 50, 65 v 90% de saturacion con esta sal, agitando suavemente durante 5
minutos en cada precipitacidn y centrifugando a 27 000 x g por 20 min después de
cada precipitacion. Todo el procedimiento se lievd a cabo a 4°C, excepto la
cromatografia en columna de Mono Q, que se realizd a temperatura ambiente. Después
del fraccionamiento con sulfato de amonio, el sobrenadante obtenido de Ila
precipitacion con 90% de saturacién de la sal, se dializ6 durante toda la noche contra
una solucion A que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8.5 a 4°C y posteriormente se cargé
en una columna de Sephacryl S-200 (1.5 x 70 cm) equilibrada y eluida con solucion A.
Se tomaron fracciones de aproximadamente 0.55 mi y las fracciones gue presentaron
mayor actividad de PPasa se juntaron y se aplicaron a una columna de afinidad-
intercambio idnico de w-aminohexilagarosa-PPi (3 x 17 cm), equilibrada con solucién A.
Después de cargar la muestra, la columna se lavd con 200 ml de solucién A + PPiNa
100 mM y nuevamente con 200 ml de solucion A. La enzima se eluyd con un gradiente
lineal de 0-1.2 de NaCl en solucién A y se colectaron fracciones de aproximadamente
0.5 ml. Las fracciones con mayor actividad de PPasa se juntaron, se dializaron contra
cinco litros de solucion A y se concentraron en Centricon 10, antes de aplicarse al
FPLC en una columna de Mono Q HR 5/5 de intercambio anidnico (Pharmacia),
equilibrada con solucion A. La columna se lavo con 15 volumenes de la misma solucion
y posteriormente se eluyd con 60 mi de un gradiente lineal de 0 a 1 M de NaCl en
solucion A., con una velocidad de flujo de 0.5 mi/min. Se colectaron fracciones de 0.5
ml y las fracciones activas se juntaron y dializaron durante toda la noche en solucidon A
+ MgCl; 1 mM. Cuando la preparacion no se utilizé inmediatamente, se guardd a -20
°C. En cada fraccién obtenida de las cromatografias en columna, se determind la
concentracion de proteina a 280 nm y la actividad hidrolitica colorimétricamente a 700
nm, segun el metodo descrito por Sumner (1944). La Figura 7 muestra el diagrama de
flujo de este procedimiento.
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H. pylori cepa 8823

Sonicacidn
Centrifugac|én
27 000 g / 20 min
Sobrenadante + parad celular
l Centrifugacién
100 000 ¢/ 80 min
Fraccion soluble + Fraccion membranal

Centrifugacién Desnaturalizacién a 60 °C
27 Q00 g { 20 min Precipitacion con NHiSQO,
{40-50%, 50-65%, 65-90%)

Pastilla de precipitacion con
90% de saturaciéon de NH,S0;,

¢ Sephacryl 5200

¢ a-aminohexil agarosa-PPi

FPLC ¢ Mono Q HR 5/5

PPasa citoplasmica

Fig.7. Diagrama de flujo. Esquema de fraccionamiento celular y purificacién parcial de la PPasa
:itoplasmica de H. pylfori. Por medio de sonicacién y centrifugacién diferencial se obtuvo la fraccion
soluble que se sometié a calentamiento a 80 °C y precipitacion con sulfato de amonio (40-50%, 50-65% y
35-90% de saturacion). Después de dializar |la pastilla, el proceso de purificacion se llevé a cabo por
medio de cromatografia en columnas de Sephacryl S-200, e-aminohexil agarosa-PPi y Mono Q. Todo el
wrocedimiento se realizé a 4 °C, excepto el ditimo paso de la cromatografia por FPLC. Los detalles se
lescriben en la seccion de Métodos.

)
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li.2.5. Determinacion de actividad de PPasa y ATPasa. La actividad
enzimatica se determind cuantificando el Pi liberado en la reaccién hidrolitica. El medio
de ensayo contenia: para la hidrélisis de PPi, Tris-maleato 50 mM, pH 7.5 (para la
actividad membranal) ¢ pH 8.5 (para la actividad citoplasmica), NaPPi 2 mM y MgCl> 3
mM; para la hidrolisis de ATP, Tris-acetato 50 mM, pH 8, ATP 2 mM, MgCl, 3 mM,
fosfoenolpiruvato 1.45 uM y piruvato cinasa 7 pg. La reaccién se llevd a cabo durante
15 min a 37 °C utilizando 100 pg de proteina membranal o 10 pg de proteina
citoplasmica en un volumen final de 0.5 ml. La reaccion se detuvo con TCA a una
concentracion final de 6%. Las modificaciones a estas condiciones de ensayo se
indican en los pies de figura. El Pi liberado en el sobrenadante se determind por el
método de Sumner (1944) o por el método de Ames (1966), este Ultimo con mayor
sensibilidad (hasta 0.01 umolas de Pi) y se utilizé para medir la actividad hidrolitica en
ias velocidades iniciales de la reaccidon y poder obtener los parametros cinéticos
derivados de la ecuacion de Michaelis-Menten.

Las concentraciones libres de iones metalicos, ligandos y complejos metal-
ligando se calcularon a través del programa de computo de Fabiato (1988). Las

constantes de asociacion (K,) se tomaron de la publicacion de Martell y Siilen (1971).

lll.2.6. Determinacion de proteina. La proteina se determind por el método de

Lowry y col. (1951) usando albumina sérica bovina como estandar.

.2.7. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida y actividad en gel.
La PPasa citoplasmica se analizd por electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes por el método de Davis (1964). Para jocalizar la
actividad in situ de la PPasa, los geles se trataron como describen Romero y col.
(1991).

ill.2.8. Analisis de las formas isoméricas de la PPasa por electroforesis. La

electroforesis en placas de geles nativos se llevd a cabo como describe Davis (1964),
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excepto que la relaciéon de N,N’-metiienbisacrilamida (Bis) y acrilamida fue de 1:30. E!
analisis de las formas isoméricas de la PPasa se realizd siguiendo el método de
Hedrick v Smith (1968) y consistidé en emplear un grupo de seis geles con
concentraciones Bis/acrilamida entre 6 y 11%, utilizando 4 pg de proteina de las
PPasas de H. pylori y E. coli , asi comoc de los marcadores de peso molecuiar. Las
proteinas estandares que se utilizaron fueron: a-lactoalbumina (14.2 kDa), anhidrasa
carboénica (29 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y BSA (monomero 66 kDa y dimerc 132
kDa). Después de {a electroforesis, los carriles de las PPasas se tifieron por actividad
{(Romero y col., 1891} y posteriormente todo el gel se tifid con plata (Oakley y col,,
1980). En cada gel se determind la movilidad relativa (Ry) de cada proteina y se
construyeron graficas de Ferguson (1964), que correlacionan el logaritmo de Ry versus
el porcentaje de la concentracién Bis/acrilamida del gel para cada proteina. En este
tipo de graficas, los isémeros de peso molecular producen una familia de lineas no
paraleias que intersectan a una concentracion del gel entre 2 y 3%, y los isdmeros de
carga dan una familia de lineas paralelas (Hedrick y Smith, 1968). Las pendientes o
coeficientes de retardo (Kgr) de cada una de las lineas en las graficas de Ferguson se
obtuvieron a través del analisis de regresion lineal por minimos cuadrados. La relacion
entre el logaritmo de la pendiente negativa y el logaritmo del peso molecular de las
proteinas estandares se utilizd para determinar e! peso molecular de los isdomeros de

las PPasas.

Il1.2.9. Electroforesis en geles bidimensionales. En la primera dimensién, las
proteinas se separaron por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 12%.
Para la segunda dimensién, los carriles del gel nativo se cortaron y se incubaron en
una solucion de Tris-HCI 20 mM, pH 6.8 y B-mercaptoetanol al 1% durante 5 min. Los
carriles se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 16% en presencia
de SDS al 1% como describen Schégger y col. (1986). La masa molecular de las
subunidades se determiné en una grafica tomando los valores de los logaritmos de Ry

de las proteinas estandares versus su peso molecular. Los geles se tifieron con plata
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siguiendo el método de Oakley vy coi. (1980).

.2.10. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se hizo
directamente a las fracciones activas obtenidas de ias cromatografias en columna, y se

llevd a cabo en presencia de SDS al 1% y p-mercaptoetancl al 10% como describe
Laemmii (1970).

Ii.2.11. Determinacion de la masa molecular de la PPasa nativa por
filtracién en gel. El peso molecular de la PPasa nativa se obtuvo por cromatografia en
filtracion por gel utilizando una columna de Sephacryl S-300 (1 x 47.5 cm). Una
muestra de la PPasa (120 pg de proteina) y las proteinas de calibracion se aplicaron a
la columna previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 8.5 y MgCl, 1 mM. La
elucién se llevé a cabo a una velocidad de flujp de 0.2 mi/min y se colectaron
fracciones de 0.5 ml. A cada fraccidn se le determind la absorbencia a 280 nm y se
probé para actividad de PPasa. La masa molecular de la enzima se determind en una
gréfica relacionando el coeficiente de particion (Ve/Vo) de las proteinas de calibracion
y el logaritmo de su peso molecular, como describe Whitaker (1963). Las proteinas de
calibracion utilizadas fueron: ferritina (440 kDa), PPasa de levadura (66 kDa) vy
anhidrasa carbonica (29 kDa).

I.2.12. Analisis de la secuencia N-terminal. Después de ia electroforesis en
un gel nativo de poliacritamida de la PPasa obtenida de la columna de Mono Q, las
proteinas se transfirieron a una membrana ProBlott a 400 mA durante 2.5 h a 4°C en
presencia de CAPS 10 mM, pH 11 y metano! al 10%, siguiende el procedimiento de
Matsudaira (1987). La membrana se tind con azul de Coomassie R para localizar la
banda de la PPasa, la cual se cortd y se mandd secuenciar al Laboratoire de
Microséquengage des Proteins, Institute Pasteur, Paris, Francia, en un Secuenciador

473 A (Applied Biosystems) por el Dr. J. d’ Alayer.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Localizacion intracelular de la PPasa en Helicobacter pyjori. La PPasa
en las bacterias es una enzima que se localiza generalmente en el citoplasma; sin
embargo, en algunas bacterias fotosintéticas como Rhodospirillum rubrum, 1a actividad
de PPasa se localiza tanto en el citosol como en la membrana plasmatica. Con el
propésito de localizar la actividad de la PPasa en las células de H. pylori, las
membranas del extracto crudo se separaron de la fraccidén soluble a través de
centrifugacion diferencial. A ambas fracciones (membranal y soluble), se les determind
la actividad de PPasa y de ATPasa. La actividad de PPasa en la fraccién membranal
(0.07 umolas Pi min! mg™ de proteina) fue baja y presentd un 88% de inhibicién con
molibdato de sodio & mM, un inhibidor de fosfatasas, indicando que probablemente en
ésta fraccion se encuentran las enzimas que contribuyen a la actividad obtenida. En el
estudio de la ATPasa Fq-Fo de H. pylori (Briones, 2000), se corroboré la presencia de
fosfatasas en la fraccién membranal. En la fraccién soluble la actividad de PPasa fue de
1.52 umolas Pi min™ mg™ de proteina, sensible 100% a NaF 10 mM (inhibidor clasico
de las PPasas) y no presento inhibicién con molibdato de sodio. La actividad de ATPasa
(0.11 pmolas Pi min' mg' de proteina) solamente se observd en la fraccion
membranal. La Tabla 1 muestra los resultados de la actividad de la PPasa y de la
ATPasa en las fracciones membranal y soluble.

Actividad Fraccion

Membranal Soluble

i mol Pi min™ mg™

PPasa 0.07 1.52

ATPasa 0.11 0

Tabla 1. Actividad de la PPasa y ATPasa de la fraccién membranal y soluble de H. pylori.
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Estos resultados indican que la mayor actividad de la PPasa se localiza en el
citosol y probablemente su funcidn, como la de ias otras PPasas citoplasmicas, es
mantener baja la concentracién de PPi dentro de la célula (Lahti, 1983). Al no estar
presente en la membrana piasmatica, no participa en mecanismos de transduccion de
energia. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que la enzima, a través
de la hidrdlisis de PPi, provea de energia para llevar a cabo algunas vias biosintéticas.
Por otro lado, no se encontrd una secuencia homologa al gen de la PPasa membranal
de Rhodospirilfum rubrum (P ID; gi7212770) en el genoma de H. pylori a través de
BLAST (www.ncbinim.nhi.gov/BLAST/), por lo que es poco probable que H. pylor

presente una PPasa membranal.

IV.2. Purificacion parciai de la PPasa citopidsmica de H. pylori. E| conocer
que la PPasa se localiza en el citosol nos permitid desarrollar el proceso de su
purificacion, descrito en la seccidon de Métodos. Los resultados tipicos de la
cromatografia se presentan a continuacion. Después del fraccionamiento con sulfato de
amonio, la muestra se dializé contra una solucién que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 8.5
y se aplicé a una columna de Sephacryl S-200. E! perfil de elucion de esta columna se
muestra en la Figura 8A. Las fracciones con mayor actividad enzimatica que
correspondieron al volumen de elucion de 49 hasta 55 ml, contenian 4.8 mg de proteina
total, con una actividad especifica de 8.7 pmolas de Pi min® mg' de proteina. La
proteina obtenida se cargé en una columna de e-aminohexilagarosa-PPi y su perfil de
elucién con un gradiente lineal de 0 a 1.2 M de NaCl se muestra en la Figura 8B. Las
fracciones con mayor actividad de PPasa se eluyeron a una conductancia de 24 a 36
mS [esta determinacion se realizd con un conductimetro CDM3 Radiometer
(Copenhagen), con una microcelda apropiadal, y correspondieron a las fracciones 18 a
24 de la elucion, con una actividad especifica de 33.1 pmolas de Pi min" mg’ de
proteina. Estas fracciones se dializaron y concentraron antes de aplicarse a una
columna de Mono Q HR 5/5 para FPLC. En este Ultimo paso de purificacion, las
fracciones con mayor actividad enzimatica (Fig. 8C), se eluyeron cerca de 0.5 M del
gradiente de NaCl. La actividad de la PPasa por este procedimiento se purificd 82
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veces, con una actividad especifica de 141.7 umolas Pi min™ mg” de proteina. En
levadura, la actividad enzimatica se ha purificado 78 veces (Cooperman y col., 1973),
en E. coli de 1100 a 1800 veces {Wong y col., 1970, Jones, 1966), en Thiobacillus
thicoxidans 800 veces (Tominaga y col., 1877) y en R. rubrum 342 veces (datos del
laboratorio).

Es importante sefialar que las muestras que se aplicaron a las columnas de
Sephacryl $-200, de o-aminohexilagarosa-PPi y de Mono Q no contenian MgClo, por ic
que después de la elucién de la ditima columna, se afiadid MgCl, a una concentracion
final de 1 mM, debido a que la enzima pierde dos tercios de su actividad después de
almacenarse a -20°C durante 2 semanas sin cationes divalentes. Cuando se afiade
Mg*", la enzima puede almacenarce a -20°C por varios meses sin pérdida significativa
de su actividad.

La Tabla 2 presenta el resumen de los resuitados de una purificacion parcial
tipica de la PPasa soluble de H. pylori.
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Fig.8. Perfiles tipicos de las cromatografias empleadas en fa purificacion de ia PPasa de H. pylori.
La concentracién de proteina se cuantificd por absorbencia a 280 nhm () y la actividad hidrolitica a 700
nm (s}. Cromatografia en columna de: A) Sephacryl 5-200, B) @«-aminohexilagarosa-PFi y C) Mono Q HR

5/5. El proceso de purificacion se realizé al menos 7 veces y el procedimiento se describe en la seccidn
de Materiates y Metodos.
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Volumen total ~ Proteina total Actividad especifica Actividad total Veces de Rendimiento

Paso de purificacién ml mg pmol Pi min” mg! p mol Pi purificacién %

Extracto crudo 156 96.2 V7 164.5 100
Sobrenadante de [a

desnatusalizacion a 60°C 140 53.5 2.09 111.8 1.2 55.6
Fraccion de suifato de amonio

(90% de saturacion) 13 14.0 5.89 82.46 3.5 14.5
Sephacryl §-200 70 4.80 270 41.76 50 49
«-aminohexil agarosa-PPi 32 0.63 331 20.85 19.3 0.65
Mono Q HR 5/5 1.96 0.24 1417 34.0 82.8 0.24

Tabla 2. Purificacion de la PPasa de H. pylori. El procedimiento se describe en la seccién de Materiales y Métodos

NOISNOSIA A SOaVLINSIY
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La presencia de la PPasa en las fracciones obtenidas a través del procedimiento
de purificacién se siguid tanto por su actividad hidrolitica (Fig. 8) como por electroforesis
en geles nativos tefiidos por actividad para determinar su movilidad relativa (Ry), como
se muestra en la Figura 9A. Posteriormente, los geles se tifieron con plata (Fig. 9B}
para analizar el contenido proteico de [as fracciones obtenidas de las cromatografias.

A 1 2 3 4 5 ¢

R,= 0.5%

Fig. 9. Electroforesis de las fracciones obtenidas por el procedimiento de purificacion de la PPasa
de H. pyiori. A) Eiectroforesis en gel nativo de poliacrilamida al 10% tefiido por actividad enzimdtica y B)
tefiido con plata de las fracciones obtenidas de: 1) el extracto crudo (10 pg de proteina), 2) la
desnaturalizacion a 60 °C (10 pg de proteina), 3} la precipitacion con sulfato de amonio al 90% (9.3 pg de
proteina), 4} la columna de Sephacryl $-200 (7 pg de proteina), 5) la de «-aminohexilagarosa-PPi (7 pg
de proteina) y 6) la de Mono Q HR 5/5 (5.5 pg de proteina).

Cuando el gel nativo de [as diferentes fracciones del proceso de purificacion se
tifié por actividad enzimatica (Fig.9A), se observd una banda con Ry de 0.55 en todos
las fracciones. En las fracciones obtenidas despues de la precipitacion con sulfatc de
amonio y de las columnas de Sephacryl S-200 y w-aminohexil agarosa-PPi (Fig.9A,

lineas 3,4 y 5), se observo una segunda banda con R;de 0.44 (el andlisis de estas dos
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bandas de actividad se describe mas adelante en IV.3). Cuando el gel se {ifi¢ por
actividad utilizando p-nitro-fenilfosfate como sustrato, no hubo bandas de actividad
enzimatica.

La tincidén con plata del gel nativo de las fracciones de purificaciéon (tefiido
previamente por actividad enzimatica) (Fig.9B), mostrdé una banda con Rr de 0.55 en
todas las fracciones, que correponde a la actividad enzimatica observada. Durante el
proceso de purificacion se observd tanto el enriquecimiento de ailgunas bandas como la
desaparicion otras, con movilidades relativas mayores y menores de 0.55. En la fraccion
eluida de la columna de w-aminohexil agarosa-PPi (Fig. 9B, linea 5) se observaron
nueve bandas proteicas y en la eluida de la columna de Monho Q se observaron cuatro
bandas adicionales a ia de Ry 0.55, con menor movilidad relativa y una con mayor Ry
(Fig. 9B, linea 6).

Ei analisis electroforético bajo condiciones desnaturalizantes de las fracciones
eluidas de las columnas de w-aminohexilagarosa-PPi y de Mono Q se muestra en la
Figura 10. La fraccién activa obtenida de la columna de Mono Q (Fig. 10, linea 1)
mostrd una sola banda de proteina con un peso molecular de 19.1 kDa. En la fraccidn
obtenida de la columna de @-aminohexilagarosa-PPi (Fig. 10, linea 2) se observaron
cinco bandas proteicas, una de las cuales presenta un peso molecular igual al de la
PPasa de H. pylori obtenida de la columna de Mono Q. Este resultado obtenido en el
numero de bandas proteicas en el gel desnaturalizante, probablemente se debe a que

la cantidad de proteina cargada fue menor que ia que se cargé en el gel nativo.
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Fig.10. Eiectroforesis en condiciones desnaturalizantes de la PPasa citoplasmica de H. pylori. Gel
de poliacrilamida-SDS al 16% tefiido con plata. La PPasa de H. pylori (3 pg de proteina) eluida de la
columna de Mono Q (linea 1) y de la columna de w-aminohexil agarosa-PPi (linea 2) (6 ug de proteina).
Los marcadores de peso molecular (6 pg de proteina) (linea 3): BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
G3P-deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsinégeno (24 kDa), inhibidor de tripsina
{20 kDa) y o-lactoalblimina (14 kDa).

IV.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la fraccion de Sephacryl
$-200. Al iniciar el proceso de purificacion de la PPasa, nos llamé la atencion las dos
banda de actividad que se observaron al seguir la presencia de la enzima por
electroforesis en geles nativos de las fracciones eluidas de la columna de Sephacryl S-
200, debido a que una de éstas bandas proteicas pudiera corresponder al monémero
activo de la enzima, que no ha sido reportado en otras PPasas, por lo cual se llevd a
cabo el siguiente procedimiento.

La electroforesis en geles nativos tefiidos con plata de las fracciones con
actividad de PPasa eluidas de la columna de Sephacryl $-200, mostré once bandas de
proteina (Fig. 9, linea 4 y Fig. 11, linea 3). Sin embargo, cuando se probo ia actividad

de la enzima con Mg-PPi* en un segmento idéntico del gel nativo, se observaron dos
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zonas de actividad con valores de Ry de 0.44 y 0.55. {Fig. 11, linea 8). Una de estas
zonas (Ry = 0.44) coincidio con la movilidad electroforética de las principales bandas de
las PPasas de Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli usadas como control (Fig.
11, lineas 4 y 5, respectivamente). Este patron de bandas de actividad no se modifics
con la presencia de los inhibidores de proteasas PMSF y TPCK (100 pg/mi, cada una)
utilizados durante el proceso de purificacién.

Fig. 11. Electroforesis en gel nativo de la PPasa de H. pylori obtenida de ia columna de Sephacryi
$-200. La proteina se separ6 en un gel de poliacritamida al 12%, el cual se tifié con plata {lineas 1 a 3) o
por actividad enzimatica (lineas 4 a 6). En el Gitimo caso, el medio de incubacion fue Tris-maleato 50 mM
(pH 8.5), MgCl; 3 mM y NaPPi 2 mM durante 5 min para las PPasas de levadura y de £ cofi 0 30 min
para la PPasa de H. pylori a 37 °C. Las lineas 3 y 6 con 4.6 ug de proteina de la PPasa de H. pylori. Las

lineas 1 y 4 con 6.6 pg de proteina de la PPasa de levadura y las lineas 2 y 5, con 4.5 pg de proteina de
la PPasa de E. coli.
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Para conocer la composicion polipeptidica de las dos zonas de actividad
observadas en el gel nativo, el carril de la PPasa de H. pylori se cortd longitudinaimente
y se sometioé a una electroforesis de segunda dimension en un gel desnaturalizante el
cual se 1ifd con plata. En este gel bidimensional, cada zona de actividad mostré una
sola banda de proteina (Fig. 12A), ambas con una movilidad relativa que corresponde a
la misma masa moiecular de 19.1 £ 0.24 kDa (n=4) (Fig. 12B), lo que sugiere que las

dos bandas de actividad observadas en el gel nativo son oligomeros de un mismo
mondémero.

kDa a

Masa molecular ¥ 1000

20

0.4 10
Movilidad relativa {Ry)

Fig. 12. Determinacién de la masa molecular monomérica de la PPasa de H. pylori. A) Gel
bidimensional de poliacrilamida-SDS al 16% de las dos bandas de actividad del gel nativo de la fraccién
eluida de la columna de Sephacryl S-200. a) marcadores de peso molecular. Las flechas seitalan ias
bandas proteicas que corresponden a las dos bandas de actividad de PPasa en el gel nativo. B) Ei
logaritmo de la movilidad relativa {Ry) del monémero de la PPasa de H. pylori {e) y de las proteinas
estédndares (0) versus su masa molecular. Los estandares fueron: 1) BSA (66 kDa), 2) ovoalbimina (45
kDa), 3) G3P-deshidrogenasa (36 kDa), 4) anhidrasa carbonica (28 kDa}, 5) tripsindgeno (24 kDa), 6)
inhibidor de tripsina (20 kDa) y 7) a-lactoalbdimina (14 kDa).
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Con el propdsito de determinar si las dos bandas de actividad enzimatica en el
gel nativo correspondian a isémeros de carga o isdmeros de peso molecular, se
construyeron graficas de Ferguson con los datos obtenidos de un grupo de geles
nativos con concentraciones de Bis/acrilamida (1:30) entre 6 y 11%. Los resultados
tipicos de estas gréficas obtenidas con las proteinas estandares y con las PPasas de H.
pylori y E. coli se muestran en la Figura 13. Las graficas con mas de una linea
representan las formas multiméricas de la proteina. Cuando las lineas no son paralelas
e intersectan en un punto cercanc a una concentracion del gel entre 2 y 3% indica que
se trata de isdbmeros de peso molecular (Hedrick y Smith, 1968), como es el caso de las
proteinas ovoalbumina y albumina sérica bovina (Fig. 13 C y D, respectivamente). Los
isomeros de carga producen una familia de lineas paralelas (Hedrick y Smith, 1968),
como es el caso de la anhidrasa carbénica (Fig. 13B).

Las graficas de Ferguson de las PPasas de H. pylori y E. coli (la dltima usada
como controi) (Fig. 13 E vy F, respectivamente), indican que las bandas de actividad son
isémeros de peso molecular.
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Fig. 13. Graficas de Ferguson. Las graficas son tipicas de la electroforesis en geles natives de: A)
o-lactoalbimina (14.2 kDa), B} anhidrasa carbénica (29 kDa), C) ovoalbimina {45 kDa), D) BSA (66 y
132 kDa, mondmero y dimero, respectivamente), E) PPasa de H. pylori y F) PPasa de E. coli. Las
condiciones de la electroforesis se describen en el texto. Ei andlisis de regresion tineal por minimos
cuadrados se utilizd para determinar |a pendiente de cada grupo de datos. Las pendientes negativas de
cada linea, que corresponden al coeficiente de retardo (Kg), $¢ anotan en cada figura.
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E! peso molecular de los isdmeros de la PPasa de H. pylori se obtuvo a través
del analisis de regresion lineal de cada uno de los datos obtenidos de las proteinas
estandares en las graficas de Ferguson para determinar la pendiente o coeficiente de
retardo (Kg) y poder graficar el logaritmo de Kg versus el logaritmo de su peso
molecular (Fig. 14). De esta ultima grafica se obtuvieron los pesos moleculares de
38,204 y 57,543 para los isdbmeros de la PPasa de H. pylori. Si tomamos en cuenta el
pesc molecular del mondmero de esta enzima (19,100), estos isomeros podrian
corresponder a formas dimérica y trimérica de la enzima, siempre y cuando, las
subunidades que forman el agregado mantengan un arreglo lineal. Es importante
seftalar que cuando la electroforesis en geles nativos de poliacrilamida se emplea para
el analisis de una serie de oligdmeros, la relacion entre el peso molecular (0 el nimero
de subunidades) y Kr no puede predecirse a menos de que se defina un modelo de la
estructura cuaternaria del estado de agregacion. Si los oligémeros tienen un arreglo
lineal de esferas (como en una hebra), entonces el area de superficie (Kr) es
proporcional al nimero de subunidades (n). Si las subunidades se unen en una esfera
comun, entonces el area de superficie (Kg) es asintéticamente parecida a n”. Las
esferas estrechamente empacadas daran un resultado intermedio. Un tetramero
tetraédrico estrechamente empacado tendra esenciaimente [a misma area de superficie
que un trimero lineal. La relacion entre Kr y el peso molecular de los agregados se
encuentra influenciada par el radio efectivo del poro del gel, especialmente cuando uno
trata con especies de bajo peso molecular © con concentraciones altas del mondémero
de acrilamida que se emplea como agente de entrecruzamiento en la reaccion de
polimerizacion del gel (Chrambach y Rodbard, 1971).

Los resultados obtenidos de los geles tefiidos por aclividad enzimatica sugieren
que las PPasas enzimaticamente activas pueden presentarse en varios estados de
agregacion. Estas formas activas de la enzima en H. pylori podrian estar relacionadas
con las formas activas triméricas y monoméricas reportadas para E. coli (Borschik y
col., 1985, 1986), debido a que ambas PPasas pertenecen a la subclase A de las
PPasas, de acuerdo a la clasificacion de Young y col. (1998), y comparten algunas

caracteristicas.
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Fig. 14. Determinacion del peso molecular de los isdmeros de fa PPasa de H. pylori. La relacién
entre el logaritmo de los coeficientes de retardo (Kg) v el logaritmo de los pesos moleculares de las
proteinas estandares (O), fue utilizada para determinar el peso molecular de los isébmeros de las PPasas

de H. pylori (&) y de E. coli (O). Las proteinas estandares: a) o-lactoalbumina (14.2 kDa), b) anhidrasa
carbdnica (29 kDa), ¢) ovoalbimina (45 kDa), d) BSA monémero (66 kDa) y e) BSA dimero (132 kDa).
Los valores de Kgr de cada proteina se encuentran anotados en la figura 13.

Por otro lado, aunque se ha reportado que la estructura hexamérica de la PPasa
de E. coli solo puede ser disociada por tratamientos severos como es la incubacion con
altas concentraciones de urea (Wong y col., 1970), por isopropanol (Borschik y col.,
1985), pH bajo (Borschik y col., 1986) o por mutagénesis dirigida de los residuos His-
136 e His-140 que se encuentran en la interfase trimero-trimero (Baykov y col., 1995),
también se ha reportado que la forma trimérica de la PPasa se presenta en ausencia de
Mg?* (Hachimori y col., 1979; Baykov y col., 1995). En el presente trabajo, la ausencia
de Mg®" durante la electroforesis en geles nativos de las fracciones obtenidas por el
proceso de purificacion, excepto en el extracto crudo y en las fracciones de la
desnaturalizacion a 60 °C y de la columna de Mono Q, podria explicar las aparicion de
los dos isomeros de la PPasa de H. pyfori con actividad hidrolitica que se presentan en
estas fracciones (ver Fig. SA).
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IV.4. Analisis de la secuencia de aminoacidos del N-terminal de la PPasa. La
secuencia de los primeros diez aminoacidos del N-terminal de la banda proteica
correspondiente a la PPasa de la cepa 8823 de H. pylori, obtenida de la columna de
Mono Q, es similar a la secuencia de aminoacidos del N-termina! de la PPasa de la
cepa 26695 de H. pylori (Tomb y col., 1997) que se predice de la secuencia de
nucledtidos del genoma. La secuencia de aminoacidos de la enzima purificada en este
trabajo presenta una sustitucion conservada (i por V) (Tabla 3), demostrandose que la
banda con valor de Rt de 0.55 es la PPasa citoplasmica.

La comparacién de ia secuencia del N-terminal de la PPasa citoplasmica de H.
pylori de la cepa 8823 con la secuencia de aminoacidos que se predice de la secuencia
de nuclettidos del genoma de la cepa J99 de H. pylori para la PPasa (Alm y col., 1999),
también muestra similitud. En esta comparacidén se presentan dos sustituciones de
aminodcidos, una de tipo conservada (E por D) y otra de tipo no conservada (K por Q)
(Tabla 3). Es muy probable que esta sustitucion no conservada no altere la funcién de la

enzima.

SECUENCIA N-TERMINAL de 1a PPasa de H. pylori

H. pylori cepa 8823 MNLEKLE |SH
H. pylori cepa 26695 MNLEKLEVSH
H. pylori cepa J99 MNLDQLEYSH

Tabla 3. Comparacion de la secuencia del N-terminal de la PPasa citoplasmica de H. pylori. La
secuencia N-terminal de la PPasa citoplasmica de la cepa 8823 de H. pylori obtenida en este trabajo, se
compard a traves de Swissprot Data Bank con las secuencias de aminoacidos de! N-terminal que se
predicen de las secuencias de nucledtidos del genoma para ias PPasas en |as cepas 26695 y J99 de H.
pylori.
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Con los resultados obtenidos hasta aqui, podemos decir que las propiedades
estructurales de la PPasa citoplasmica de H. pylori son similares a aquellas que
presentan otras PPasas solubles. Las PPasas citoplasmicas scn generalmente
proteinas oligoméricas de subunidades idénticas. Las PPasas de organismos
eucariotes tienen una estructura dimérica con subunidades de aproximadamente 30
kDa (Cohen y col., 1978; Hachimori y col., 1983). Las PPasas bacterianas (Wong y col.,
1970) y de arqueobacterias {(Verhoeven y col., 1986; Richter y Schéfer, 1992; van
Alebeek y col., 1994) forman complejos hexaméricos o tetraméricos de monémeros
idénticos cercanos a 20 kDa. Una excepcidon al esquema bacteria/arquecbacteria de la
PPasa es la aislada del metanégeno Methanothrix soehngenii que presenta una
composicion de subunidades a2Bz con una masa molecular de 33 kDa para la
subunidad o y 35 kDa para la subunidad p (Jetten y col., 1992). La PPasa de H. pylori
se ajusta al esquema bacteria/arqueobacteria de esta enzima, con una estructura
aparente hexamérica (ver IV.5) de subunidades idénticas de alrededor de 19 kDa.

Al contar actualmente con las secuencias del genoma de las cepas 26695 y J99
de H. pylori (Tomb y col., 1997; Doig y col., 1999), se tiene la prediccion de las
secuencia que codifican a la PPasa (gene No. 0620 en la cepa 26685, y No. 564 en la
cepa J89), las cuales tienen un 50% de identidad con la PPasa de E. coli. La masa
molecular de la subunidad de ia PPasa que se calcula de la secuencia de nucledtidos

es de 19.2 kDa, valor muy cercano al obtenido en este trabajo.

IV.5. Determinacién de la masa molecular relativa de la PPasa citoplasmica
nativa. La masa molecular relativa de la PPasa nativa de ia fraccion eluida de la
columna de e-aminohexil agarosa-PPi se estimd por filtracion en gel en una columna de
Sephacryl S-300 y su perfil de elucidn se muestra en la Fig. 15A. La enzima eluida en
una posicion que corresponde a V/V, = 1.51, indica una masa molecular de 102.7 + 10
kDa (n=3) (Fig. 15B). Estos resultados sugieren que la PPasa citoplasmica nativa de H.
pylori es un hexamero de mondmeros identicos de 19.1 £ 0.26 kDa, comparable a la
enzima de E. coli, |la cual esta compuesta de seis monomerocs de 19.5 kDa produciendo
un hexamero de 118 kDa (Wong y col., 1970).
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Fig. 15, Filtracion en gel. A) Perfil de elucion en una columna de Sephacryl S-300 de la actividad de la
PPasa de H. pylori determinada por absorbencia a 700 nm {s). La determinacion de proteina por
absorbencia a 280 nm (0). Las flechas indican las fracciones analizadas por electroforesis. B) Grafica
para determinar [a masa molecular de ta PPasa nativa de H. pylori (#) de los datos obtenidos de los
volimenes de elucidn de las proteinas en A. Las proteinas estandares (o) fueron: a) ferritina (440 kDa),
b) PPasa de levadura (66 kDa), y ¢} anhidrasa carbénica (29 kDa). C) Gel nativo de poliacrilamida ai 10%
tefiido por actividad enzimética y D) tefiido con plata de la PPasa obtenida de la columna de w-aminohexil

agarosa-PPi (1) y de las fracciones de la columna de Sephacryl $-300 sefialadas en A con flechas a, b,
c,dye.
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El andlisis electroforético en gel nativo de algunas de las fracciones del pico de la
PPasa citopldsmica eluido de la columna de Sephacryl S-300 (Fig. 15A), teffido por
actividad enzimética (Fig. 15C), mostrd las mismas dos bandas de actividad que se
presentaron en el andlisis electroforético de las fracciones obtenidas en las
cromatografias del proceso de purificacion (Fig. 9A). Esto sugiere gue probablemente
las condiciones electroforéticas mencionadas en el capitulo IV.3. promueven la
desagregacion de la estructura oligomérica de la enzima, debido a que la masa
molecular de la enzima nativa estimada por filtracion en gel fue de 102.7 = 10 kDa (n=3)
(Fig. 15B).

IV.6. Especificidad de sustrato y propiedades cataliticas de la PPasa
citoplasmica. La PPasa citoplasmica de H. pylori parciaimente purificada es altamente
especifica al sustrato Mg-PPi . La enzima no es capaz de hidrolizar otros sustratos
fosforilados como son: tripolifosfato (PPPi), glucosa 6-fosfato, glucosa 1-fosfato, B-
glicerofosfato, ATP, ADP, AMP y p-nitrofenil-fosfato como se muestra en la Tabla 4. La
ausencia de la actividad hidrolitica con p-nitrofenilfosfato como sustrato y la ausencia de
inhibicidon con molibdato de sodio, que se muestra mas adelante, indican que la

preparacion de la PPasa citoplasmica no se encuentra contaminada con fosfatasas.

Sustrato p mol Pi min” mg™
PPi 21.42
Tripopifosfato 0
Glucosa-6-P 0.10
Glucosa-1-P 0
B-glicerofestato 0.20
ATP 0.20
ADP 0.68
AMP 0.16
p-nitrofenilfosfato 0

Tabla 4. Especificidad de sustrato de [a PPasa citoplasmica de H. pylori. La enzima (3 ug de
proteina) obtenida de la columna de o-aminohehil agarosa-PPi se emple¢ para determinar la actividad
con ios diferentes sustratos. El medio de reaccién contenia: Tris-maleato 50 mii {pH 8.5), MgCl, 3 mM y
2 mM de los sustratos sefialados. La reaccion se llevé a cabo durante 25 min a 37 °C.

56



RESULTADOS Y DISCUSION

La velocidad de reaccidn a diferentes concentraciones de Mg-PPi* sigue una
cinética de Michaelis-Menten (Fig. 17A). Una grafica de Lineweaver-Burk (Fig. 17B)
indica una K, aparente de 90 uM y una Vma de 24.0 umol Pi min™ mg'. Estos
parametros cinéticos se obtuvieron de las velocidades iniciales de reaccion a pH 8.5
utilizando el método de Ames (1966). La relacion Mg®'/PPi se mantuvo en 1 vy la
concentracién de Mg®* libre en 1 mM, como se muestra en la Fig. 17C. Si la
concentracién libre de Mg®* no se mantiene fija, la curva de saturacion de sustrato
adquiere una forma sigmoidal, sugiriendo este resultado que el Mg®* libre tiene un
efecto activador sobre la enzima.
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Fig. 17. Cinética de hidrdlisis de Mg-PPi*. A} Curva de saturacion de sustrato. Las condiciones de
ensayo fueron: Tris-maleato 50 mM (pH 8.5) y las concentraciones del compiejo Mg- -PPi* se indican en la
abscisa. La concentracion de Mg®” libre se mantuvo fija en 1 mM. El tiempo de incubacién fue de 3 min a
37 °C con 3 ug de proteina. Las barras representan la desviacién esténdar (n=3). B) Grafica de
Lineweaver-Burk de 105 datos de la grafica A. C) Curva de las concentraciones libres de Mg®* (A), PPi (o)
y del complejo MgPPi* (o) calculadas a través del programa de computo de Fabiato (1988), utilizando el
valor de log K, = B, para el complejo MgPPl . Actividad hidrolitica enzimatica ().
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Todas las PPasas citoplasmicas y membranales requieren Mg?" para formar el
sustrato hidrolitico y en forma libre para activar o regular a la enzima (Lahti, 1983). En
algunas PPasas (Josse, 1966; Butler, 1971; Celis y Romero, 1887), se ha enconirado
que otros cationes divalentes pueden activar a la enzima.

La Figura 18 muestra la dependencia de cationes de la PPasa citoplasmica de H.
pylori. En ella se observa que otros cationes (Mn** > Co® > Zn®') sustituyen
parcialmente al Mg?* para formar el complejo con PPi y producen una actividad
hidrolitica limitada. Ei Ca** no produjo actividad enzimatica a las concentraciones

probadas y no hubo actividad en ausencia de cationes divalentes en el medio de
reaccion,

11 mol Pi min-t mg-1

[Catitn] mM Afadido

Fig. 18. Efecto de la concentracién de cationes divalentes sobre la hidrélisis de PPi. Las
condiciones de ensayo fueron las siguientes: Trissmaleato 50 mM (pH 8.5), NaPPFi 0.5 mM vy las
concentraciones de cationes divalentes variaron como se indica en la grafica. Mg®' (e), Zn®* (0), Co®" (A),
MnZ* {m) y Ca® {O).El tiempo de incubacion fue de 20 min a 37 °C,

l.a respuesta de la actividad de la PPasa se determino a la concentracion total de

cationes divalentes senalados en la abscisa de la Fig.18, manteniéndose una
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concentracion constante de 0.5 mM de PPi, para formar el sustrato con MgClz en una
relacion 1:1 y observar el efecto del aumento de la concentracién iibre del cation. En
esta grafica es evidente dos tipos de efecto dados por los cationes divailentes, con
MgCl, se observa una curva de saturacidon de sustrato sigmoidal con una velocidad
maxima cuando la relacion MgCl, /PPiZ es cercana a 1, lo que sugiere que el sustrato
funcional es Mg-PPi%. Con los otros cationes se observa una curva bifasica, teniendo
una actividad maxima cuando la relacion catidn/PPi es cercana a 1, y por arriba 0 abajo
de esta concentracion, la actividad hidrolitica disminuye. La inhibicidn a concentraciones
altas del catidon probablemente se debe al aumento de la concentracion del catidn libre
en la mezcla de reaccion (Celis y Romero, 1987).

La especificidad de sustrato y catién de la PPasa citoplasmica de H. pylori es
caracteristica de las PPasas. La enzima es absolutamente dependiente de cationes
divalentes para su accién catalitica y el Mg es el catién que le confiere la mayor
actividad. Los cationes Mn?®*, Co®* y Zn®* pueden reemplazar parcialmente al Mg?*, pero
la efectividad de estos cationes se limita a un estrecho margen de concentracion (0.3-
1.0 mM). En la mayoria de las PPasas estudiadas se ha observado ia preferencia por
Mg®" para su actividad hidrolitica, pero existen algunas excepciones como son la PPasa
de Bacillus subtilis, que presenta mayor actividad con Mn** (Tono y col.,, 1867) y la
PPasa de Rhodopsudomones palustiis, la cual alcanza la maxima actividad hidrolitica
con Ca®" (Schwarm y col., 1986). En el caso de la PPasa de H. pylori el complejo Mg-
PPi% parece ser el Unico sustrato.

IV.7. Efecto del pH e inhibidores sobre la actividad de la PPasa
citoplasmica. La Figura 19 muestra que la actividad Optima de la enzima se encuentra
a un pH de 8.5. Cabe sefialar que no se observd actividad enzimatica a pHs por debajo
de 5.5. Cuando se emplearon otros sistemas amortiguadores (MES, MOPS, AMPSO y
CHES) en sus respectivos intervaios de capacidad amortiguadora, los resultados
obtenidos fueron similares a los encontrados con Tris-maleato.

Con 5 mM de molibdato de sodio no se observd inhibicion de la actividad

enzimatica a ningun pH probado (Fig. 19), y como se menciond anteriormente, al no
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presentarse actividad hidrolitica con p-nitrofeniifosfato, se confirma que la preparacidn
no se encuentra contaminada con fosfatasas inespecificas.

24

20

16

12

wmol Pi min-mg-

Fig. 19. Efecto del pH sobre la actividad de la PPasa citoplasmica de H. pyiori. Las condiciones de
ensayo fueron; Tris-maleato 50 mM a los valores de pH que se indican en Ia abscisa, NaPPi 2 mM, MgCl;

3 mM y 4.88 ug de proteina. La actividad hidrolitica en ausencia de inhibidores (») y en presencia de NaF
10 mM (m) y de molibdato de sodio 5 mM (o).

El pH dptimo de 8.5 para la actividad de la PPasa de H. pylori es similarala de la
mayoria de las PPasas (pH 8.3-9.8) (Josse, 1966, Hachimori y col., 1975; Tominaga y
Mori, 1977; Verhoeven y col., 1986). Solamente las PPasas de arqueobacterias
metanogenas y dos PPasas de termdfilas presentan un pH 6ptimoe menor (pH 6.5-8)
(van Alebeek y col., 1994; Jetten y col., 1992; Richter y Schéfer, 1892; Meyer y col.,
1995).

El fluoruro, un inhibidor especifico de las PPasas, inhibio 1a actividad enzimatica
al 100%, cuando se empled a una concentracion de 10 mM (Fig. 19). Con el propdsito
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de determinar la concentracion de fluoruro de sodio que inhibe el 50% de la actividad
enzimatica (lso), se realizd una curva de aclividad de la PPasa a diferentes
concentraciones de NaF (Fig. 20), los resultados indican que con 0.5 mM de NaF se
alcanza el 80% de inhibicién de la PPasa. El isp obtenido de ésta grafica es de 40 pM.

100

80
k=)
3 60
2
°
< 40
=
< 20

[ T [ O A I O B

0.2 0.4 0.6 08 1.0
[NaF] mM

Fig. 20. Inhibicion de la actividad e la PPasa citoplasmica de H. pylori por NaF. Las condiciones de
ensayo fueron las mismas que en [a figura 19, pero el pH se mantuvo en 8.5 y las concentraciones de
NaF se indican en la grafica.

El NaF inhibe a la PPasa de H. pylori igual que a las PPasas de otros
organismos. La inhibicion por NaF de la PPasa de levadura ha sido la mas estudiada y
se ha propuesto que el fluoruro fortalece el enlace de Ia enzima por el sustrato Mg-PPi%
resuitande en un enlace covalente (Baykov y col., 1976, 1977). Sin embargo, no todas
tas PPasas interactian de la misma manera con el fluoruro. Las PPasas de organismos
eucariotes parecen ser mas sensibles al fluoruro, como es el caso de las PPasas de
levadura y de cerebro porcino que se inhiben al 50% con 6.7 uM y 50 uM de NaF,

respectivamente. Las PPasas bacterianas y de arqueobacterias son menos sensibles al
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flucruro. las PPasas de Rhodopseudomones palustris {Schwarm y col., 1986) vy
Methanobacterium thermoautotrophicum (van Alebeek y col., 1994) se inhiben ai 50%
con 5 mM y 0.9 mM de NaF, respectivamente. El 91% de inhibicién de la PPasa de E.
coli se alcanza con 1 mM de NaF (Josse, 1966) vy la enzima de Thiobacilus se inhibe al
80% con 1.25 mM del inhibidor (Tominaga y col., 1977). Mientras algunas PPasas
bacterianas no se inhiben con fluoruro como la mayoria [Streptococcus (Lahti y col.,
1981), Ureaplasma (Davis y col., 1987) y Methanothrix soehngenii (Jetten y col., 1992)],
la sensibilidad de la PPasa de H. pylori (=40 uM) parece ser mas alta que la
sensibilidad de la mayoria de las PPasas bacterianas.

Es importante sefialar que todo el procedimiento aqui descrito para la purificacion
y la caracterizacion de ia PPasa, excepto el andlisis de la secuencia N-terminal de la
enzima, se realizd también con Ia cepa N2 de H. pylori, obteniéndose resultados
similares. _

El papel de la PPasa de H. pylori parece ser muy claro, como la enzima tiene una
localizacion citoplasmica no participa en la conservacion de energia, su funcién como la
de otras PPasas citoplasmicas es mantener la concentracién de PPi baja. Por otro lado,
no puede descartarse la posibilidad de que la hidrélisis de PPi pudiera proveer de
alguna energia a ofras vias biosintéticas.




CONCLUSIONES

/. CONCLUSIONES

.a PPasa de Helicobacter pyiori:
1) Se localiza en el citosol.
2) Es especifica para el sustrato Mg-PPi?,
3) El pH éptimo de su actividad es de 8.5.
4) Es sensible a NaF con un lsg = 40 p.

5) La velocidad de reaccién sigue una cinética de Michaelis-Menten con una

Vinax de 24.0 pmolas Pi min™ mg™ v una Ky, = 90 uM.

B) Es dependiente de cationes divalentes para su catélisis. El Mg®* le confiere la
mayor actividad; sin embargo, Mn®™ > Co®™ > Zn®* pueden reemplazar

parciaimente al Mg®".

7) En su forma nativa la enzima presenta una masa molecular de 103 kDa y la

forma monomeérica de 19.1 kDa.

8) Su funcién, como la de las otras PPasas citoplasmicas, €s mantener la
concentracion de PPi baja dentro de la celula. Se requieren mas estudios

para determinar la posible participacion de la PPasa en otros eventos

celulares.
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Abstract A cytoplasmic pyrophosphatase [E.C. 3.6.1.1.]
was partially purified from Helicobacter pylori. The mol-
ecular mass was estimated to be 103 kDa by gel filtration.
Results of SDS-PAGE suggested that the enzyme consists
of six identical subunits of 19.1 kDa each. The enzyme
specifically catalyzed the hydrolysis of pyrophosphate
and was very sensitive to NaF, but not to sodium molyb-
date. The optimal pH for activity was 8.5. Mg”* was re-
quired for maximal activity; Mn?*, Co?*. and Zn** poorly
supported hydrolytic activity. The pyrophosphatase had
an apparent K, for Mg-PP >~ hydrolysis of 90 uM, and a
V nas estimated at 24.0 pmol P, min~! mg-!.

Key words Cytoplasmic inorganic pyrophosphatase -
Helicobacter pylori - Fluoride sensitivity

Abbreviation PPase Pyrophosphatase

Introduction

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic
bacterium that is now recognized as the principal etiolog-
ical agent of human chronic gastritis (Marshail and War-
ren 1984). It is also associated with peptic ulcers (Hornick
1987) and has been linked to the development of gastric
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cancer (Parsonnet et al. 1991) and, more recently, to heart
disease (Mendall et al. 1994,

There is a severe lack of information regarding the me-
tabolism of H. pylori. This bacterium can use glucose as a
source of carbon and energy. The discovery of enzymes of
the pentose pathway and glucokinase activity confirms
that glucose can be utilized by this pathway. Moreover, in
experiments in which radioactively labeled glucose was
used as tracer, label was incorporated into factate (Mendz
et al. 1993). Other enzyme activities such as cytochrome
oxidase, catalase, 7y-glutamyl transpeptidase, alkaline
phosphatase, and DNase have been reported (Megraud
1989); the gene encoding a P-iype ATPase has been
cloned (Melchers et al. 1996). The energy requirements of
H. pylori are largely unknown and its key enzymes have
not yet been described. In order to understand more clearly
how this bacterum utilizes various energy sources, we in-
vestigated the pyrophosphatases (PPases) of this microor-
ganism.

PP, is the simplest compound containing a phosphoan-
hydride bond and, in some cases. it can substitute for ATP
{Wood 1977). Inorganic PPases [E.C.3.6.1.1.] are widely
distributed n iiving cells and carry our the hydrolysis of
PP, to P.. In many organisms, the bulk of pyrophosphatase
{PPase) activity is soluble, localized in the cytosol and
serves 1o hvdrolyze the PP, that is released during biosyn-
thetic reactions. These soluble PPases have been described
from various sources. Some organisms possess mem-
brane-associated PPases that are capable of utilizing the
energy contained in the phosphoanhydride bond of PP, to
establish transmembrane 1onic gradients. Notable exam-
ples of energy-transducting or energy-conserving PPases
are the reversible H*-translocating PPase of chromato-
phores from the purple non-sulfur bacterium Rhodospiril-
lum rubrum (Baltscheffsky 1978), the vacuolar H*-
transiocatng PPase of plant cells (Rea et al. 1992), and
the membrane-associated PPase of amimal and yeast mito-
chondria (Mansurova 1989).

Here, we report the solation and charactenzation of
the cytoplasmuc PPase of H. pyviorr and compuare 1ts prop-
crucs with those of PPases from other orgamisms.



rizls and methods
th of bacteria

obacrer pylori strain 8823 (ATCC 49503) was a kind gift of
Aartin J. Blaser (Vanderbilt University School of Medicine,
ville, Tenn.). Bacteria were grown on blood agar plates
CO tryptic soy agar suppiemented with 5% sheep blood) with
vancomycinfml under a microaerobic atmosphere (10% v/fv
at 37°C for 48 h. For large-scale liquid cultures, the material
ned from one plate was noculated into 30 mi of Brucella
(BBL Becton Dickinson). mn a Falcon wbe with H. pylori se-
e supplement (OXOID SRI47E} and 10% fetal bovine
n, The culture was allowed to grow under the same conditions
gentle shaking, and harvested after 48 h by centrifugation
g for 10 min). The peliet obtained was checked for purity
for the presence of catalase, oxidase, and urease activities.
1 staining was vsed to ascertain morphotogy and stain charac-
ics. The peilet was then used to moculate a 250-mi Erlen-
er flask contawing 100 mi of Brucella broth supplemented
10% fetal bovine serum. The bacteria were then grown as be-
and harvested by centrifugation after 48 h.

aration of cell-free extracts and membrane fraction

harvested cells were washed iwice by centrifugarion
}00xg, 20 min) in 20 mM Tris-HCL, pH 8.6, plus 10 mM
1, to eliminate ail ghycerol present in the ceils. For ultrasonic
ure of the cells, they were resuspended {1/6 w/v) in the same
er with 200 U of DNase/50 mi buffer, and cells wete sonicared
5-mi aliquots for 3 min on ice. Afier centrifugation at 27,000xg
20 min at 4 °C, the supernatant was collected and centrifuged at
000xg for 80 mmn at 4 °C. The peilet. contaming the membrane
ion, was resuspended in 20 mM Trs-HCL, pH 8.6, I mM
Clo. PPase and ATPase activines were determuned in the resus-
ded pellet and cytoplasmic PPase activity in the supematant.

ial purification of cytopiasmic PPase

partial purification of H. pyler: cytoplasiuc PPase was a mod-

ation of the procedure by Klemme and Gest (1971). Cur
hod did not include the protamine sulfate step, and the frac-
)ation step with ammonum sulfate was increased to 90% satu-
on. All steps except the Mono Q chromatography were camed
at 4°C. After ammonum sulfate fractionation, the dialvzed
tple was loaded onte a Sephacryt $-200 column {1.5%70 em),
ilibrated and eluted wuh 20 mM Tris-HCY buffer. pH 8.5
ffer A). Fractions with highest activity were pooled and loaded
o w-aminchexylagarose-PP, affinity-exchange column. and
shed with buffer A, boffer A pius 100 mM PP Na. and again
h buffer A. Bound protein was eluted with a gradient of 0—
M NaCl in buffer A, Fractions containing PPase activity were
ivzed, concentrated. and apphed to a FPLC Meno Q HR 3/5 an-
-exchange column (Pharmacia) equilibrated with buffer A and
ted with a 60-ml gradient of 0—1 M NaCl in buffer A at z flow
: of 0.5 ml/min. Active fractions were pooled and dialyzed
srmight against buffer A pius | mM MgCl,. The preparation was
red frozen ar -20°C.

lerminal sequence analysis

LC-punficd PPase was loaded onto a native polyacrylamide gel.
¢ proteins were then transferred onto a ProBlou membrane at
Y mA for 2.5 h (4°C) in the presence of 10 mM CAPS (pH 11)
1 10% methanol following the procedure of Matsudaira (1987).
e membrane was staned wath Coomassie blue R 0 locate the
ase band. which was ¢xaised and subjected 10 Natermnal se-
ence analysis at the Laboratore de Microsequengage des Pro-
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téins, Institute Pasteur, Paris, France by Dr. 1. d"Alayer. on a 473
A Sequencer (Applied Biosystems).

PPase and ATPase assays

PPase activity was measured by determining P, released during
enzymatic hydroiysis. For PP, hydrolysis, the assays conuained
50 mM Tris-maleate (pH 7.5 for the membrane PPase. and pH 8.5
for the cytoplasmic PPasej, 2 mM NaPP, and 3 mM MgCl.. For
ATP hydrolysis, the assays contained 30 mM Tris-acetate. pH 8.0,
2 mM ATP, 3 mM MgCl., 1.45 pM phosphoenol pyruvate and
7 lig pyruvate kinase. Modifications of these conditions are indi-
cated in the figure legends. The activity was carried out at 37°C
using 100 pg membrane protein or 10 pg cytoplasmic protein. The
reaction was stopped with trichloroacetic acid {final concentration
6%), Phosphate was determined in the supesmatant by the methods
of Sumner (1944) or Ames (1966). The second method was more
sensitive and was used to determmne K. Protein was measured by
the method of Lowry et al. (1951) with bovine serum albumin as
standard.

Get electrophoresis and detection of enzyme activity in gels

Cytoplasmic PPase was analyzed by non-denaturing electrophore-
sis using the method of Davis (1964) on slab gels. To localize
PPase activity 1n situ. gels were treated as described in Romero et
al. (1991). Procedures for charactenzing molecular weight 1somers
using non-denawred poivacrylamide gels were as in Hedrick and
Smith (1968).

Two-dimensional gel electrophoresis

In the first dimension, proteins were separated by 12% non-dena-
wnng gel elecirophoresis. For the second-dimension. lanes from
the non-denaturing gels were mncubated in 20 mM Tris-HCI (pH
6.8) and 1% B-mercaptoethanol for 5 min. The proteins were sep-
arated by SDS-16% polyacrylamide gel electrophoresis as de-
scribed by Schigger et al, (1986). For the determination of subunit
molecular mass, a plot of R;values vs molecular mass was con-
structed using the protein standards monomeric bovine serum
alburn, 66 kDa: ovaibumin, 45 kDa: G-3-P dehydrogenase,
36 kDa: carbomic anhydrase, 29 kDa: trypsinogen. 24 kDa: rypsin
inhibitor, 20 kDu, and o-lactoaibumin. 14 kDa. Protein was de-
tected by silver stamning as described by Oakley er al. (1980).

Molecular mass csumation of the soluble PPase by gel filtranon

The partially punfied PPase (120 pug protein) was applied 10 a
Sephacryl 5-300 cotumn (1x47.5 cm)} equilibrated m 20 mM Tnis-
HCI (pH 8.3) and 1 mM MgCl,. The flow rate was adjusted to
0.2 ml/mm and protems, collected in 0.5-ml fractions, were de-
tected by absorbance at 280 nm and assayed for PPase activity.
The column was calibrated with ferntin (440 kDa), yeast PPase
{66 kDa) and carbonic anhydrase (29 kDa).

Chemicals

All chemicals were of analytical grade and obtained from com-
mercial sources,

Results
Intracellular localizanon

Inorganmic PPase in bactenma 15 usually a cytoplasmic en-
zyme. However. in some bacteria such as Randospirifium




e 1 Paruai punficanon of
yptasmic PPase from Heli-
acter pylort

Purification step Total Tortal Specific acuvity  Punification
volume protein fumot P, min-! (-fold)
{mi) {mg) (mg proteiny”'] -
Crude extract 150 96.2 1.71
Supernatant {lurd from heat denateration 140 53.5 2.09 1.2
Ammonium sulfate fraction 13 14.0 5.89 3.5
Sephacryl S-200 7 4.8 8.7 5.0
w-Aminohexylagarose-FP, 3.2 0.134 331 19.3
Mono Q HR 5/5 1.96 0.024 141.7 82.8

rum, PPase activity is observed in both soluble and
mbrane fractions. In order 1o locate the PPase activities
Helicobacter pylori, the membranes were separated
m the soluble cell constituents by ultracentrifugation.
¢ fresh membrane fraction contained low levels of
ase activity which was 88% inhibited by 5 mM sodium
lybdate, suggesting that this activity 1s due to an un-
-cific phosphatase. In the soluble fraction significantly
re PPase activity was recovered, which was completely
ibited by the PPases inhibitor NaF at 10 mM and in-
1sitive to sodium molybdate. Some ATPase activity was
rected in the membrane fraction but none was detected
the solubie fraction.

rtial purification of the cytoplasmic PPase of H. pylori,
alysis by gel electrophoresis. and N-terminal sequence

ble 1 summarizes the results of a parnal purification of
: soluble H. pylori PPase using the procedure described

Materials and methods. The enzyme was purified
-fold to a specific activity of 141.7 umol P, min~* (mg
otein)~! after FPLC Mone Q purification. The enzyme
st §7% of its activity in 2 weeks when stored without di-
tent cations.

When the purified enzyme was analyzed by non-dena-
ring electrophoresis and silver staiming, a dominant
nd was observed with an R; value of 0.35 (Fig. 1, lane
. When the gel was overloaded, four additional bands
ith lower mobility were observed. When an 1dentical
gment was tested for enzyme activity by direct reaction
1 the gel with PP, a single band of liberated P, was found
ith the same R, value (Fig. 1, lane 2). Two-dimensional
1 electrophoresis of the preparation showed the PPase
ind to be composed of a monomer of 19.1 kDa (data not
10w ),

The N-terminal sequence of the PPase band. was M-N-
-E-K-L-E. This sequence is identical to the deduced
-terrminal amino acid sequence of the PPase from H. py-
1 strain 26693, demonstrating that the band of Ry 0.55 15
e H pvlori cytoplasmic PPase.

Fractions eluted from the Sephacryl 5-200 column
cre analvzed by natve electrophoresis and stuned for
1zyvime activity. Two zones of liberated P, at R, values of
4 and 0.53. were detected. Each of these bands, when
wlyzed by denatuning gel electrophoresis, gave single
»ots with the same molecular mass (~19 kDa), suggest-
12 that thev are ohgomers of the same PPase monomer

Fig.1 Native polyacrylamide gel electrophoresis of the partial pu-
nfied PPase of Hel:icobacter pyiori The active fraction eluted
trom the Mono Q column (4.6 pug of protein) was analyzed on a
10% polyacryvlamide slab gel, which was subsequently silver-
stained (lane 1y or acuvity-stned (lane 2). For the activity stain.
the gel was incubated at 37°C in 50 mM Tns-maleate, pH 8.5,
3 mM MgCl., 2 mM NaPP,, for 30 min

This band pattern was not altered when a cocktail of pro-
tease inhibitors [phenylmethyisulfonyl fluonide (PMSF}
and N-tosyl-L-phenylalanine chiorometnyl ketone (TPLK),
100 pg/mi each] were included during purification. By
Ferguson plots analysis (data not shown), it was con-
firmed that the two bands are molecular weight isomers
and not ¢charge 1somers of the enzyme, This indicates that
an enzymatically active enzyme exists in several aggrega-
tion states.

Determination of the ielative molecular mass
ot the native cytoplasmic PPuse

The relatve molecular mass of the nalive PPase was esti-
mated by gel filtranon on a Sephacrvl $-300 column. The
enzvme cluted ar o posttion corresponding 1o 1V /4 =1 51,
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indicating a molecular mass of 103 kDa {data not shown).
These results suggest that the native cytoplasmic enzyme
of H. pylori is a hexamer of identical 19.1 kDa monomers,
comparable to the Escherichia colf enzyme, which is
composed of six monomers of 19.5 kDa, giving a hexa-
mer of 118 kDa (Wong et al. 1970).

Substrate specificity

The purified enzyme was highly specific for the substrate
Mg-PP %, P; was not released at a significant rate from
tripolyphosphate, glucose 6-phosphate. glucose 1-phos-
phate, B-glycerophosphate, ATP, ADP, or AMP (data not
shown).

pH profile and effect of inhibitors

Figure 2A shows that PPase activity was optimal around a
pH of 8.5. No activity was observed below pH 5.5. Other
buffer systems (MES, MOPS, AMPSO and CHES, at
their respective buffering capacity ranges) gave similar
results. Inhtbition was not observed at any pH with the
phosphatase inhibitor sodium molybdate, and hydrolytic
activity was not observed with p-nitrophenyl-phosphate
as substrate (data not shown), indicating that no unspe-
cific phosphatase is present in the preparation.

Fluoride, 2 known inhibitor of PPases, inhibited the
cytoplasmic enzyme 100%. A plot of activity vs NaF
concentration (Fig. 2B) indicates that 0.5 mM NaF gives
90% inhibition of PPase activity. The /[, was equal to
40 pM.

Divalent cations requirement

All inorganic PPases, whether cytoplasmic or membrane-
bound, require Mg?* to form the hydrelytic substrate and
in free form to activate or regulate the enzyme (Lahti
1983). Some PPases (Josse 1966; Butler 1971; Celis and
Romero 1987) are activated by other divalent cations.
Figure 2C shows the cation dependence of the H. pylori
PPage. Other cauons (Mn**>Co**>Zn*") substituted poorly
for Mg?" in the complex with PP, and gave limited hy-
drolytic activity, Ca®* did not support hydrolytic activity
at any concentration. No activity was detected in the ab-
sence of added divalent cations.

The response of the cytoplasmic PPase activity to the
total divalent cation concentration at a constant PP, con-
centration of 0.5 mM is depicted in Fig.2C. Two kinds of
divalent cation effects are evident. With MgCl,, a sigmoidal
saturation curve with maximal rates when MgCl,/PP, ap-
proaches 1 is observed, suggesting that the functional sub-
strate is Mg-PP,>~. For the other tested catiens, a biphasic
action 1s cvident; that is, maximal actvity occurs at
metal/PP, ratios near 1, and above and below this concen-
tration the hydroiytic activity decrcases. The inhibition at
higls cation concentrations is probably due to the presence
of free cattons in the assay (Celis and Romero 1987).
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Fig.3 Kinetics of Mg-PP, hydrolysis. Reaction conditions were
50 mM Tris maleate, pH 8.5, and Mg-PP, complex at the concen-
tration mdicated on the abscissa. Free Mg?* was added to give a
fixed concentration of 1 mM. Incubation time was 3 min at 37°C
with 3 ug protein of w-aminohexylagarose-PP, PPase fraction. Er-
ror bars represent standard deviation (n=3). Inser Lineweaver-
Burk plot of these data

Kinetic properties

The reaction rate at different Mg-PP,>- concentrations fol-
lows Michaelis-Menten kinetics (Fig.3). A Lineweaver-
Burk plot (inset, Fig. 3) indicates an apparent K, of 90 uM
and a Vi, of 24.0 umol P, min~! mg. In order to obtain
these kinetic parameters the more sensitive assay of Ames
(1966) was used, keeping the ratio Mg?*/PP, at 1.0 and the
concentration of free Mg?* at 1 mM. When the free Mg?*
concentration is not fixed, sigmoidal substrate saturation
curves were cbserved, suggesting an activation of the en-
zvme by free Mg,

Discussion

Cyioplasmic inorganic PPases catalyze the hydrolysis of
inorganic PP, a by-product of numerous important reac-
tions including nucleic acid polymerization, coenzyme
svnthesis. and amino acid and fatty acid activation. By
cleaving PP, the enzyme shifts the overall equilibrium in
favor of synthesis and so plays a vital role in the cell.
PPase provides the simplest model reaction for studies of
energy transduction at the level of phosphoanhydride
bond formation and breakdown, and the data derived will
be useful for understanding the mechanism of both PP,
and ATP synthesis,

We have found that, in the bacterium H. pviori, most
PPase activity was located in the cytosol. and we present
the first characterizanon and parnial purification of this
cytoplasmic PPase. The properties of the punified cyto-
plasmic PPasc of H. pylori are similar 1o those of other
soluble PPases. Cytoplasmic PPases are generally oligo-
mieric proteins conststing of identical subumits. Eukaryotic

PPases have a homodimeric structure with subunits of ap-
proximately 30 kDa (Cohen et al. 1978; Hachimori et aj.
1983). Bacterial (Wong et al. 1970), and archaea] (Ver-
hoeven et al. 1986; Richter and Shéfer 1992; Van Alebeek
et al. 1994 PPases form hexameric or tetrameric com-
plexes with single subunits of about 20 XDa. The H. pylori
PPase fits into the bacterial/archaeal scheme with its ap-
parent hexameric native structure and its single subunit
size of about 19 kDa.

The complete genome sequences of two H. pyiori
strains (26695 and J99) are now available (Tomb et al.
1997; Doig et al. 1999). Predicted coding sequences for
the inorganic PPase (gene no. 0620 in strain 266935, and
564 in strain J99) have been found, which have a 50%

_ identity with that of the E. coli PPase. The calculated mol-

ecular mass for the subunit is 19.2 kDa, close to the value
obtained in this work.

The pyrophosphatase isolated from the methanogen
Methanothrix soehngenii is an exception to the bacter-
ial/archaeal scheme; it has an o[, subunit composition,
with molecular masses of 33 kDa for the ¢ subunit and
35 kDa for the B subunit (Jetten et al. 1992).

The H. pylori PPase molecular mass isomers that were
eluted from the Sephacryl §-200 fraction could be related
to the trimeric and monomeric active forms reported for
E. coli PPase (Borschik et al. 1985, 1986). The hexameric
structure of the E. coli enzyme can only be dissociated by
severe treatments, such as incubation at high concentra-
tions of urea. by isopropancl, or at low pH.

The optimal pH for H. pylori PPase was 8.5. In agree-
ment with that for most PPases (pH 8.3-9.8) (Josse 1966;
Tominaga and Mori 1977; Hachimori et al. 1975; Ver-
hoeven et al. 1986). Only PPases from a methanogenic
and two thermophilic archaea have lower optimal pH
(6.5-8) (Van Alebeek et al. 1994; Jetten et al, 1992;
Richter and Schifer 1992; Meyer et al. 1995).

NaF was found to inhibit the H. pyiori PPase. Inhibi-
uon of yeast PPase by fluoride has been extensively stud-
ied. It has been proposed that fluoride strengthens the
binding of the enzyme to the Mg-PP, complex, resuiting
in a covalent bond (Baykov et al. 1976, 1977). However,
not all PPases interact with fluoride in the same manner.
Eukaryotic PPases appear to be more sensitive 1o fluoride
(50% inhibition of yeast and porcine brain PPases occurs
at 6.7 uM and 50 pM, respectively). Bacterial and ar-
chaeal enzymes are inhibited more weakly: Rhodopseudo-
mones paiustris (Schwarm et al. 1986) and Methanobac-
terium thermoaurotrophicum PPases (Van Alebeek et al.
1994 are inhibited 50% at 5 mM and 0.9 mM fluonde, re-
spectively. £. coli PPase is inhibited 91% at 1 mM (Josse
1966}, and the Thiobacillus enzyme 81% at 1.25 mM
(Tominaga and Mori 1977), whilst other bacterial PPases
are not atfected by fluoride at all [Streprococcus (Lanti
and Niemi 1981), Urcaplasma (Davis et ai. 1987), Me-
thanoihrix soehngenu (Jetten et al. 1992)). In companson.
the fluoride sensinvity of H pylort (15,=40 M) 1s higher
than that of most bacterial PPases.

The H  pylort PPase demonstrates the characterisuc
substrate and cation specificity features of PPases. The



ryme is absolutely dependent on the presence of a diva-
it cation for catalytic action, with Mg?* conferring the
rhest activity. Mn?*, Co®*, and Zn** could partially re-
ice Mg?*, but the effectiveness of the latter cations is
aited to a narrow range of concentration (0.3 —1.0 mM).
eference for Mg?+ has been observed in most PPases in-
stigated so far, with some exceptions, such as Bacillus
beitis PPase, which shows highest activity with Mn?*
ono and Komberg 1967), and Rhodopseudomones
dustris PPase, in which Ca?* gives maximal hydrolytic
tivity (Schwarmm et al. 1986). PP,, or, more correctly, the
g-PP> complex appears to be the sole substrate of the
. pylori PPase,

The role of PPase in H. pylori is probably very
raightforward. As the enzyme is located in the cyto-
asm. it plays no part in energy conservation. Its func-
. as for other cytoplasmic PPases, is to keep the PP,
yncentration low, although the possibility that it provides
ymne energy for other biosynthetic pathways, through the
ydrolysis of PP;, cannot be ruled out. Whether it has a
e in virulence mechanisms has yet to be determined.
his work increases our understanding of the metabolism
f thts pathogenic bacterium.
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