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RESUMEN

La h'ansformacxénk de fosfoenolpxruvato a plruvato es un paso
fundamental en la 6hsxs En la mayoria de 'as células ésta reaccxén es
catalizada por. lap asa,’ ‘

como detalles de la estructura trldxmensxbnal de la protema :
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I. INTRODUCCION

.1 Amibiasis: perspectiva general.

La am1b1a51s es la infeccion humana causada por el parésxto

protochsta Enmmoeba htstolyhca Schaudmn, 1903 Este orgarusmo

generalmente vive como comensal en‘el lumen del mtestmo grueso sin

los tejid'és del hospedero (Ravdin, 1988). Entre ellos se encuentran:




1. Colonizacién del intestino por amibas con capacidades

vxrulen tas. .

patégenas exlste tambxén 1 punto de v ta deMl ma y Orozco cuyos

resultados sugleren una mterconversnén entre esos dos fenoupos



(McKerrow, 1994). La controversxa pers:sura hasta que no conozcamos en

detalle la bnologia de la amJba Lo

La may parte,de los. grupos de mveshgacxon en el campo de la :

am1b1asns se han enfocadoen determmar el factor olos t’actores que -

perm;ten

I hplcamente
eucanontes, la mas notable es la falta de mxtocondnas, organelos

mvolucrados en la producmon de energla, ademas no connene



peroxisomas, ni un aparato de Golgl evxdente Aparte del nucleo la-

caracterishca estructural més evxdente es la presenma de numerosas'

vesxculas A mvel funcxonal éste parasxto tamblen se aparta de las

caracterisncas txpxcament ’ 1ontes que se revxsarén postenormente

La tabla Iresume algunas caractensncas de E. }ustolytzcn



TABLAI

CARACTERISTICAS GENERALES DE Entamoeba histolytica.*

Morfologia
-Ausencia de mitocondrias y peroxisomas
-Aparato de Golgi subdesarrollado

Compartamentalizacion funcional - s RN
-Falta de diferenciacién entre vacuolas d,\ge vas. y vesxculas secretoras
constitutivas : =

Sz

eucarxonte antev de que la sxmblosxs con Ias protomltocondnas ocumera '

(Bakker-Grunwald y Wostmann 1993)



1.3 El metabolismo enérgético en E. histolytica.

Se han escr' 0 dxversas revxslones sobr“ ioqui y morfologia

enzimas dependlentes de pxrofosfato



TABLAII

Reacciones dependientes de nucleétido y. correspondlentes reaccnones
dependientes de pirofosfato en E h:stalytlca s s

Reacciones cldsicas dependientes Reaccnones dependlentes de puofosfato
de NTP 5

ATP + Fru-6-P — Fru-1,6-P, + ADP -PPi+Fru- 6—P pes Fru 1,6-Po + Pi
Fosfofructocinasa dependiente de ATP

PEP + ADP — piruvato + ATP
Piruvato cinasa

PEP+GDP+C02 Hoxaloacetat(w GTP e
PEP carboxxcn L

Acetll P + ADP <~> ace to ATP
Acetato cmasa

S PPi- dcetato cinasa.

* tomado de Me_rtens,1993
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1.3.1. Metabolismo de los carbohidratos: Glucélisis y enzimas

dependientes de pirofosfato.

Los productos principales de la degradacién de la glucosa en E.
histolytica son etanol, acetato y CO; dependiendo del grado de aleirrobios'is:‘k

los tres son produc1dos en aerobiosis, con una relacnén eta

unoa tres mientras que en anaerobnosxs, umcamente se t’orman etanol y

catahzada por una fos fructocmasa.dep dle ede A'I'P en: una reacc1én -

1rrever51ble y que es un punto’defregulacxén alosténca de la glucohsxs



Sin embargo,en parasitos como E. histolytica, Trichomonas vagmalxs,

Toxoplasma‘ gondu_ y Naeglerm fowlerx

Trxtrxchomonas foetus, Gmrd:a Iamblxa,

S uenc1as

glucolmcas normales dela fa de Embden

-Meyerhof odas las enznmas

glucolitlcas son solubles‘ o

L 3 2 Conversnon de PEP a plmvato por la Plruvato Fosfato

: Dxcmasa'de E htstolytxca

nzxma puuvato

is de maestria, por

cina’sa’,’fe’s
inversa en plantas.:

1968): ©

B R 4 e
PEP + AMP +PPi ¢ piruvato + ATP + Pi

10



La enznma transhere el grupo fosfato del PEP y un grupo fosfato '
del plrofosfato a lasr'p y. ‘ vamente.
Se determmé que é ar n es com ; etamente reversxble la

enzima t:ene una estncta ‘dependencia de pirofosfato

como donédord rupos fosfato y prefiere el AMP, en'lugar del ADP -

como sustrato a fosforilar.

través'de una

amlba regenera” lNA reducxdo glucolmcamente 1

transhldrogenacxén ‘del NADH al NADPH (McLaughlm y Aley,l985)

133 Metabolismo del piruvato.

Alser E hlstolytzca un eucanonte sm mnocondrnas no. es de :

sorprenderse que también carezca del c1clo de los aCldos tncarboxxhcos,

por lo que el p‘ uvat” ]uega ‘

formaaén de los productos fmales del metabo 1srmoide los carboh1dratos



La descarboxilacién oxidativa de piruvato a acetil-CoA es

catalizada por una; pu‘uvato ferredoxma ox1doreductasa (Kerscher y

Oesterhelt 19 2) ev luga ‘del co :ple)o de la 'ruvato desh'drogenasa

La acetxl-CoA puede.dar lugar a acetato por una acetato nocmasa

mas o menos especxﬁca para nucleotldos de adenma ( Reeves et al 1977)

con'la smte515 de un:

ul de ATP que puede proveer de energxa

adncnonal a la produc1da en la gluc01151s

acetil-CoA +Pi +ADP e Q:éce"‘tgto"f CoA +ATP :

Ademas E hxstolyhca contxene una acetato qumasa dependxente de

pxrofosfato, para la cual no se ha determmado exactamente su funcxon

(Reeves y Guthne, 1975)



Alternativamente, la acebl«CoA se transforma a etanol a través de
su conversién-a un txohemxacetal umdo a la enzlma acetaldehxdo

deshldrogenasa, eI cual es reducxdo a etanol por una alcohol i

deshxdrogenasa dep

Reeves, Montalvo y

reoxndado en las reaccxones asocxadas a la formacnon de etanol y asf, Ia

transhldrogenacxon NADH a NADPH en la formamén de pxruvato a’



una ﬂavm ‘p

Reeves, 1980) e uucxar la transfere

describe. -

134 Transporte de electrones.

El mecamsmo de ansporte de electrones desde sustratos

reducndos hasta el oxfgen molecular. todavia no se'ha elumdado con

1cia de electrones que a continuacién se



st e U, - Qim X X
fefs

Fig.2 Flujo de electrones en la cadena respiratoria amibiana.
Tomado de Weinbach, 1988.



Hay que hacer notar que la funcién de ésta ruta "aerébica" enla

generacién de energia de éste parésxto no es muy clara A pesar de que se,

ha detectado ubxqumona enE. htstolyhca (un rgamsmo carente de

mxtocondrnas) lo eles de éste componente de la cadena

oxxdoreductasa es el donador de electrones a ése grupo reactlvo de los



nitroimidazoles, lo que los hace reactivos en su actividad como

antiparasitico (M{iller,1986).

1.4. Antecedentes de la enzima Piruvato Fosfato Dicinasa (PPDK).

La PPDK se describié por primera vez en 1968 en dos organismos:

el maiz y E. histolytica.

Hatch y Slack descnbneron el axslamlento de una nzxma que ‘

cataliza la mterconversxén reversxble de p1

de plantas (ver apartado 1 3 2)




Por otro lado y ca51 al mxsmo nempo‘ Reeves (1968) reporto el

enzuna en trofozoxtos del parasnto Gmrdm

Mertens'y Nohynkova 1993)

intestinalis (Hrdy,

1.4.1 Propiedades fisicas y m‘c_:lecurl’aréivs"de‘ la PPDK.

Las propiedades fxslcas y moleculares de vanas PPDK han sxdo ‘

reportadas (South y Reeves,_
Wood, 1975 Hatch ¥ Sk '1<

enzima de B symbxosus es un homodimero cuyas subumdades henen una

masa molecular de 94 kDa esumada por geles de pohacnlamlda -SDS.

18



1.4.2 Estequiometria y mecanismo.

El mecamsmo de reaccxén de la PI’DK se detemuné para plantas

(pyruvate phosphate dlkmase regulatory protem Burnell y Hatch 1986)



é BFRP. (blfuncnonal regu]atory protem) Y que regula el estado de

(Carroll et al 1994)

Se han propuesto dos mecamsmos de reacc16n dlferentes para la
PPDK de maiz y bactena (jenkms y Hatch 1985 Wang et al 1988 Carrolv
et al, 1990) =

Bactena ’, L R Plantas
DE s + A’I’I’ o EH,spB PY +AMPL 1 EHls +ATP+P1 - EHnsPB +AMP + PYPi

2) EHIS pﬁ pY +P1 bt EHISPB +PY Pl . 2) EH)SPB +plruvato - EHIS +PEPB

3) EH]SPB + plruvato < E «1»I’EP13



La diferencia basica entre los dos esquemas es el intermediario
plrofosfonl-enzxma enla reaccxén que. catahza la enzxma bactenana Estos

mecamsmos se han ropuesto a parur":de eslud:os n los cuales se

Hatch 1985 Se:

energétlca:‘para la reac

de la enzxma _' ! ct_eri‘iiané\,(b‘Méhll?"Xd y

Dunaway-Manano, 1994)

143 Cinética y regulacién

efecto mhlbltono,

pxrofosfa;o: en la d eccién’de s}v_mt‘e‘svls;de,PEP;.



L.4.4. Genética de la PPDK.

En 1988 se reporté la’ estructura prlmana de la PI’DK de maiz"
deducida de DNA complementano El mRNA de la PPDK es de 3 171

bases, el cual codlﬁcariavparanuna protema'de 102. 673 kb

madura de éprdxnm

La secuencxa del gene y la secuencxarde ammoamdos de la PPDK de

Bacterozdes symbwsus fuékreportada por el grupo de Dunaway Manano



(Pocalyko et al, 1990). El gene tiene un tamafio de 2592 nucleétldos que

codifica para. una proteina de 840 resxduos armnoacxd ' con una masa“ -

molecular de 93 126 kba L

dlversas bacte as con las PPDK Y PE‘ sinte asa de E. colx (Rexzer et uI

23
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1993). En éste trabajo se propone un arbol filogenético de proteinas dela
familia de la En21ma I en las que estén 1nclu1das estas tres enzxmas’ En

éste arbol se encu

la enzxma I como podria esperarse de’sus: actlvxdades fxsxolégxcas



Il. OBJETIVO

Con el ob;eto de conocer ms acerca del metabohsmo energetlco de

E. hzstolytxca, éste traba]o de mvesugacxén'se en.focé a la clonacxc’)n del

gene que codxfxca para la.pxruvato fosfat d1c1nasa.y a su caractenzacxén

. Se déﬁefmxné cémo se ncuentra,represeniado éste gene en el,fl :

hospedero humano



1II. METODOLOGIA

-La parte correspondiente a materiales y métodos se incluye en los

trabajos respectivos (Apéndice).
II1.1 Metodologia adicional.

Para el analisis del numero de copxas delrgene que codxflca para la

PPDK se realiz6 anéhsw de hpo Southem (Southem, 1975)‘ y se empleo :

metodologia convenmonal ( Sambrook Fntsch y Mamans, 1989 Ausubel

et al, 1987). C

IkIIj..lri.1'~kE>t<|k:‘r"aicciTén;a“ellrerNv A genémlco 7 o

ElL DNA se; extraJo siguiendo la metodologxa descnta por Tanmch et

extra]o dos veces con un. volumen 1gual de fenol-cloroformo (1:1) y una '

vez con clorofomo, separando las fases acuosas po entnfugamon a:

12,000 x g por 10 min. Se. tom la fase acuosa del Gltimo. paso.,y'se

precxplto eI DNA on'l 10 de acet o‘

e sodxo 3M pH 5 2 3 volumenes

26
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de etanol absoluto por 15 min a -709C. Se centrifugé a 27, 000 x g por 15

min y el pl‘eClpllddO se lavé con etanol al. 70%, se secl yse dlsolwé en

buffer TE (Tns HCI 10 mM pH 75 .EDTA 1 mM pH 8.0 )

2OX NaCl 3M cxtrato,de SOle O 3M pH 7 0) solucxén de Denhardt (flcol

l%, pohwmlplrrohdona l%,“BSA 1%) SDS al 0 2%, Trxs HCI 20 mM pH ,

8.0, EDTA 2 mM pH 80 y DNA de esperma de salmén 100 ug/ml



desnaturalizado por calentamiento por 5 min. El filtro se incubé en ésta

ammoacxdos se reallzé uhhzando el programa PCC‘EN E.

28



~ IV:RESULTADOS

! 1 que.
secuenciado, q icamente los’ 552 nucleotldos Postenormente se lograron
secuenciar otros 404 nucleotldos y se observd ¢ que hubo un error en'la secuencia -
reportada de los pnmeros nucleotldos La secuencia de ammoaados correcta del

29
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A pesar de que ésta enzxma habia sido descnta y caractenzada por

Reeves en 1968 y ha 51do estudxada a mvel de mecamsmo de reaccxon y

regulacxén en plantas y b'_ tenas poco o ningun traba)o adlcxonal se.

habia descnto para la enzm\ ,de an'uba hasta éste reporte

Resumendel arhculoz

En éste traba]o se reporté la secuencxa completa del gene que

cochflca para la’ Pl'—‘DK‘de E htstolyttca La secuenc1a se denvé de tres

sitio activo era GGK'I’SHAAVVAR deqr que los dos prim eros resxduos de
glicina se habxan deducxdo G ea en te como argmma (R) y asparagma (N)




31
que tamblén poseen. sxmxhtud con la'enzima 1 del snstema de transporte
de azticares dependxente de fosfoenolpxruvato (PTS) que pueden estar '

mvolucradas en la unién del PEP 6 que pueden dar ciertas caractenstlcas

estructurales a la proteifna.

Resultados adicionales.

IV.1 Anélisis de restriccién de 'lﬂa:'ksgcgéﬁ_cié de ;\’uclééﬁdo's'.' e

esel fragrﬁento completo'de la clona de CDNA que se utilizé: envlos

expenmentos de bn acién




Sonda PPDK

<« ---- —m = -
<~ - <« - - -> >
N <«
...>
—>
<

. = Clona PPDK7 gendmica

— =Clona PPDK18 gendmica

. « .Clona PPDK1133 gendmica
e Clona 12 cDNA 100 nt

Flg 3 Mapa derestriccién y estrategia de secuenc1ac16n del gene :
que codifica para la PPDK. Se indicanla. locahzacnén delas clonas que se
aislaron para obtener la secuencia completa del gene :




Iv. 2 Determmamén del ntimero de copias del gene para la PPDK en

el genoma amlblano

La ﬁgura 4 muestra el patrén de h.|br1dac16n de la clona de cDNA
que conbene parte del gene de la PPDK con el DN A genérmco deE.

hzstolytlca para la determinacién del numero de copias del gene presentes

enel genoma amibiano.

- &8 2 = =
= £ Z .=
-~ @ o6 ® 2 = =
o - ]
by Smed U2 542

+ Fig-4 Numero de copias del gene que codifica para la PPDK en el
genoma de la amiba. Analisis de Southern blot de DNA genémico de E. -
histolytica HM1:IMSS digerido con diversas endonucleasas de restriccién
e hibridado con una sonda homéloga que contiene parte del gene que
COdlflCa para la piruvato fosfato dicinasa (A: marcador de peso molecular :
DNA del fago'A cortado con HindIII; SD: DNA gen6émico sin digerir) .

33



La tabla III resume el niimero de sitios de restriccién que posee la

secuencia del gene -deduc1do por anéhsxs con’ el programa PCGENE- el

numero de bandas ’que d be rlan h1 3 pa a Ia PPDK (de

acuerdo al mapa de resmccxén quese obtuvo y a la locahzac16n de la o

sonda homéloga) y el num ro de bandas observadas en el southern blot

= Tabla I ‘
Anahsxs de restnccxon Y. patron de hibridaci6n. Determmacmn del
T ‘nimero de copias en el genoma ‘

Enzimade . . -:No.desitios de .~ No. de bandas que.. No de bandas

restriccién resmcmén enel . deberfan hibridar -
L - gene " .7 . conlasonda
BamHI "~ & 0 s le T
Bglll® «o 2 1
EcoRI 5 Tl PR
EcoRV = = 0 1 - Tralto peso
: - : : : o molecular’
Hae Il 1 -2 2
Hind IIT -~ SR (e 1 2+
Pstl: . 1 ; F 2 ¥
Pyvull oo ol i 3 3 300

1 A pesar de que no exxste concordanma para éstas dos enzimas entreel .
namero de bandas esperadas por andlisis de restriccién y el nimero'de bandas
observadas, el patron de hlbnd ‘cnon con las demés enzimas de restncc:on

hlbndaron con la sonda y que se pueden determmar con'el mapa de

34



restriccién de la figura 3. Por ejemplo, con:Bgl I kt_iebenv}kl_‘ibrrAidar dos o

gene se encuentra en copla umca en el genoma de E hlstolytxca

35



V.DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El resultado de éste trabajo de investigacion,ha sido la clonacién y

garactenzacxén de la secuencia del gene que codifica para la pu'uvato

fosfato dlcmasa de Enmmoebn hzstalynca Los resultados del anéhsxs de

histolytica (Tanmch y Horstmann, 1992; Char y Farthing, 1992), excepto

para los ammoacxdos fetulalamna (T’I’T vs TC)_ treonma (ACA vs ACT)
y alanina (GCA s vs GCT) : k

36



El alineamiento de las cuatro secuencias de aminoacidos de las”

Se 1dent1f1co una regién en las PPDK‘que en la enzxma I se ha

propuesto como el smo ﬂex1ble de'umén de dos domlmos estructurales :

(fxgura 2, artxculo 2) Para la enzxma Ise han reallzado estudxos de :

37



calorimetrfa du’erencxal tanto dela enzima natxva como, de un péptldo
que se obhene por dlgeshén con proteasa:‘ (LxCalsx eta : 1991 Lee et al

1994) A través de ésto estudios se ha determinado que la'enzima I esta

marcaje de los smos de umén de sustratos que se descrlben a

contmuacxén

El grupo de Dunaway Marlano ha realizado estud:os de dxgesnon

con subhlxsma dela PPDK de bacterxa para 1dent1f1car los smos de umon

38



de sustratos (Carroll et al, 1994). Las investigaciones han sugerido que la

PPDK se encuentra arreglada tndlmenslonalmente en cuatro doxmmos :

39
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dominios, cada uno de ellos independiente y encargado de la unién de
los dlferentes sustratos Probablemente el dommlo del smo actlvo es’
ﬂexxble (por su susceptxblhdad a proteéhsls) lo que penmte la mteraccxén

con los demés ‘

El clonar‘el gene que codxﬁca para la PPDK de E hxstolyttca abre

Por ultlmo el desarrollo d un medlo axémco para amlbas por

Diamond en la decada de los sesentas revolucxoné el estudxo de la



patogénesis de la amxblasxs asi como tambxén develé parte de la blologxa

dela amlba, sm embargo‘ os aspe ctos genétlcos de este orgamsmo han

sxdo un mxskerxo por 'varias décadas por la poca flexibilidad del’ - ',_ : :

perrmten a E hxstalytzca causar daﬁo asu hospedero.,, .

41



PERSPECTIVAS

En décadas recxentes ha habxdo un gran mterés en el estudio de

moleculas, partlcularmente enzimas que estan’ exclusxvamente en c1€rtos

protemas son tecmcas devaologxa molecular que actualmente ayudan en

gran medlda a consegmr todos ésos ob)etlvos
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Abstract i
We [solated a clone from 2 lambdn ptil cDV:
E. histolytica, subcloned Its insert {n the; vecti

comparlson with Genbankand oflhecorrmpundlng amin
acld sequence with'the NBREF/PIRdata'bank_using the

FastA program, showed humulnglcs buwccn 54.9 and”

Introduction

Carbohydrate metabolism inthe protozoan E. histolytica differs in
some aspects from that of man “acrobic” organisms (1). In the
glycolytic pathway the transformation of phosphoenolpyruvate to
pyruvate is one of the two reactions of substrate phosphorylation in
which there is ATP production. In most eukaryotic organisms,
pyruvate kinase catalyzes this reaction by transferring the phosphate
groupof phosphoenolpyruvate to ADP, yielding ATP and pyruvate as
products. There is no pyruvate kinase presentin E. histolytica (1), but
another enzyme dephosphorylates phosphoenolpyruvate. Soon after,
Hatch and Slack described a new enzyme for the interconversion of
pyruvate into phosphopyruvate in tropical grasses (2). Reeves re-
ported the identification and partial purification of an enzyme in £.
histolytica tophozoites, which catalyzes the formation of pyruvate
from phosphoenolpyruvale in a reaction that is strictly dependent on
incrganic pyrophosphate and in which there is a dependence on AMP
as the substrate, instead of ADP (3). This enzyme received the trivial
name, pyruvate. orthophosphate dikinase or pyiuvate, phosphate
dikinase (PPDK) (4). It catalyzes the following reaction:

Phosphaenolpyruvate + AMP + PPi = pyruvate + ATP + Pi

Enzymes catalyzing the same reaction have been only described in
certain plants and bacteria (2,4-7).

This work reports the identification of a nucleotide sequence from
acomplementary DNA (¢DNA) library of E. hisrolytica which shows
homology withthe reported sequences for PPDK from maize, Flaveria
trinervia and Bacteroides symbiosus (5-7).

Materials and Methods

eDNAlibrary, The cDNAlibraryof E. histolyticastrain HM1:IMSS,
prepared in lambda gt11, was a generous gift of Dr. Isaura Meza and

This work was supported in part by grant IN200289 from DGAPAUN AM.

ogla C (ar,_U)VA M. Apdo. Postal 70242, 04510 México, DF.

58.5% !ur thc nuclcollduund between 48 6and 49. 4% lor :
the' amino aclds with pyruvate, orthophosphate dlldnasu_ .

i from malze, Flaveria frinervia and Badermde.r symbiosus. . :

‘The sequence obtalned for E. histolytica repmen!s nbou!’ e

1:20% of the compléte gene or proteln sequence.

KEY WORDS: Pyruvate, Orthophosphate dikinase, PPDK, Par- :
tial sequence, E. histolytica.

Dr. Marco Antonio Meraz (CINVESTAYV, IPN México, D.F.). hs
construction has been described previously (8). ‘

Polymerase chain reaction (PCR) amplification. The EcaRI-
EcoRI insert was amplified in 25 cycles as follows: denaturation for :
1 min at 94°C, alignment at 50°C for 3 min, and polymerization at_
72°C for | min. We used nucleotides that were specific for lambda
gt!1 and which have restriction sites for the endonucleases Sstl and
Safl (a kind gift of Dr. Abraham Landa, Instituto de Investigaciones :
Biomédicas, UNAM, México, D.F).

Subcloning in pTZ18R and sequencing. The insert was digested
with SsiI and Sall and ligated into pTZ 18R (Pharmacia), The recom-
binant vector was used to transform Escherichia coli TG1 cells (9),
from which single-stranded templates were purified and sequenced by
the dideoxy chain-termination metbod of Sanger (10).

Results

A clone was isolated from a ¢cDNA library of E. histolytica strain
HM1:IMSS prepared in lambda gt11 whose insert was amplified by
PCR, subcloned into pTZ18R and sequenced.

Homology searches of the sequence (635 nucleotides) were per-
formed with the data bank Genbank (release 72.0) using the Fasta
program (11). The percentages of identity were 58.5, 56.2 and 54.9
over 644, 625 and 627 nucleotide overlaps with PPDK from F.
trinervia, B, symbiosus and maize, respectively.

One of the six reading frames coded for a sequence of 184 amino
acids and was compared with the NBRF/PIR data bank (release 30.0)
also using the Fasta program. The percentages of identity were 49.4,
48.9 and 48.6 over 178, 180 and 179 amino acid overlaps for maize,
B. symbiosus and F. trinervia, respectively.

These sequences of nucleotides and amino scids correspond ) :
approximately 20% of the complete gene or protein sequence. The
sequence of 552 nucleotides and their relative position to the reported
sequences for maize, B, symbiosus and F. trinervia is shown in Figure
1. Ao

a9
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aggtatittaacctgcagaggaggcaaaaaacatcacacgcagcetgtegttgctagagglatgggtaaaccatgtgttte

aggagctgaaggaattaaagttgatgttgctaagaaaattgctaagattggaagcecttgaagtticatgaaggagatatttt

aactattgatggatcaactggatgtgtctataagggagaagticcattagaagaaccacaagttggatcaggatatttcgg
aaccatcttaaaatgggccaatgaaattaaaaagattggagtttttgccaatgcagatcttceatcagetgetaagaaage
ccttgaatttggagetgaaggtatiggactitgcagaactgaacgtatgticaatgcagtipaaagcticcaatigtigtcaag
tgattctitcaaatcccttgaagaaagaaagaaatatcttaatgaacttatgeccacttcaaaaacaagatttcattggattatt

gaagactatgaatggacttccagtcactgtcagactictigatccaccattacatgaattc

F. trinervia

Maize

B. symbiosus

- E. h:stolytzca

Figure 1. Partial nucleotide sequence of PPDK from E. hittolytica and location diagram of the rchandhomology fox Uuu enzymes
whose sequences have been reported previously (5-7). The §'end of the genes is on the left side, The lenglhoflhelmes is propomonal

to the length of the sequences, Accession number Gen Bank LO3389.

Discusslon

The sequence shown in Figure 1 corresponds to a pm of the PPDK .

sequence of E. histolytica, because of the following reasons:

1. The enzyme has been partially purified from extracts of tropho-

zoites (3).

2. The overall homology of the E. histolytica scquencc wxlh tha(of :
bacteria and plants is similar to that shown between the sequence of .-
PPDK of B. symbiosus and those of maize and F. trinervia (7). -

3. This sequence shows segments of very high homology and other
segments of very low homology, just as it occurs between:the
sequence of B. symbiosus and the two sequences of PPDK from plants
(7). One of the high bomology segments corresponds to the region
coataining the histidine involved in catalysis, and the threonine
involved inthe phosphorylation/de phosphorylation reaction that regu-
lates the activation state in the plant enzyme (6). This sequence
(GGMISHAAVVAR) is identical in the three genes sequenced
previously and corresponds to amino acids 450 to 461 in B. symbiosus,
530 to 541 in F. trinervia, and 524 to 535 in maize (5-7). The
corresponding E. histolytica sequence (amino acids 9 to 18 of the
fragment) is RNKISHAAVVAR, which is identical in 9 of the'12
residues and three are two conservative substitutions (G for N and M
for K, respectively).

There are three other regions of very high homology with all three
published sequences, which correspond to amino acids 38 to 61, 112
t0 124, and 172 to 184 in the sequenced fragment. These regions are
also very conserved in the other three PPDK sequences.

On the basis of this evidence we conclude that this clone has a part
of the sequence coding for PPDK of E. histolytica.

PPDK is an important enzyme in the photosynthetic pathway of C,
plants. It has also been found in bacteria like Propionibacterium
thermgnii, Acetobacter xylinum, Rhodospirillum rubrum snd B.
symbiosus. The studies on structure, regulation and mechanism of
sction have been performed with enzymies from sugar cane, maize, P,
shermanliand B, symbiosus. Even though this enzyme was discov-
ered almost simultaneously in plants, bacteria, and E. histolytica, little
or no work has been performed on the protozoan enzyme since that
time. Since the enzyme is important in the production of ATP for £,
histolytica, and is absent from its natural and experimental hosts,

selective inhibilion of thS cnzyme may lcad to inhibition of gmwt.b -
and perhaps to alternaltives for prevention or treatment of amebiasis. |
The elucidation of the complele sequence of this enzyme mightalso

*-"shed some:light on'the evolutionary relauonshxp between certain
-~ groups of plants and bacteria and E. histolytica..

References

1. McLaughlin}, Aley S. The biochemistry and functional morphol-
ogy of the Enzameoba. ] Protozool 1985; 32:221.

2. Hatch MD, Slack CR. A new enzyme for the interconversion of
pyruvate and phosphopyruvate and its role in the C, dicarboxylic
acid pathway of photosynthesis. Biochem J 1968; 106:141.

3. Reeves RE. A new enzyme with the glycolytic function of
pyruvate kinase. J Biol Chem 1968; 243:3202.

" 4. Reeves RE, Menzies RA, Hsu DS. The pyruvate-phosphate

dikinase reaction. J Biol Chem 1968; 243:5486.

. Matsuoka M, Ozeki Y, Yamamoto N, Hirano H, Kano-Murakami
Y, Tanaka Y. Primary structure of maize pyruvate, ortbophos-
phate dikinase as deduced from cDNA sequence. J Biol Chem
1588; 263:11080.

6. Rosche E, Westhoff P. Primary structure of pyruvate, onhophos-
phate dikinase in dicotyledonous C, plant Flaveria trinervia.
FEBS Lett 1990; 273:116.

7. Pocalyko DJ, Carroll LI, Martin BM, Babbitt PC Dunaway- )
Mariano D. Analysis of sequence homologies in plant and-
bacterial pyruvate phosphale dikinase, enzyme I of the bacterial
phosphoenolpyruvale: sugar phosphotransferase system and other
PEP-utilizing enzymes. Identification of potential calalyuc and -
regulatory motifs. Biochemistry 1990; 29:10757.:. .

8. Edman U, Meza I, Agabian N. Genomic and cDNA actin se- .
quences from a virulentstrain of Enmmoebahutal)uca ProcNau
Acad Sci USA 1987; 84:3024.

9. Mandel M, Higa A. Calcium dependent bacwnophagc DNA :
infection.' ] Mol Biol 1970: §3:154, ~

10. Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencmg wnth cbam-
terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci USA 1977; 74:5463.

11. Pearson WR, Lipman DJ. Improved tools for biclogical sequence
' comparison, Proc Natl Acad Sci USA"1988; 85:2444,

w

Eall 4 NE NRIGER



Gene, 142 (1994) 249 -251
¢ 1994 Elsevier Science BY. All rights reserved. 0378-111% 94 SU7.00

GENE 07839

249

Cloning dnd sequence determmatnon of the gene codmg for the pyruvate
phosphate dikinase ofEntamoeb(lustol) tlca* :

(Carbohydrate mg:(abohsm: prolozoan; parasite)

Emma Sauved%a'—Lxﬁi“zihfci"Ruy érez Méritfdrt

Departamenta de \Iurohmluzlu In

Iugm Ct‘lulur b NAM 4510 México D.F., México
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ABSTRACT

We isolated lhrcc ovcrlapplng cloncs froma DNA genomic hbrdry of Enmmoebu hmol,uua strain H\Al IMSS whose
translated nucleoude ) sequence shows similaritics of 51. 48 and 47%: mlh the ‘aminio acid (aa) scqucncus reported
for the pyruvate phosph'lte dikinases from Bmuroules .nmh:osm. m'uzc .md Flm erida lruwrua, rcspccuvely The readlng

frame delermmcd -codes’ for a prolem of 886 aa:

INTRODUCTION

Carbohydrate :metabolism - of - Entamoeba hiwolvri:d

shares some pecuharmc wuh thul ofothnr parasmc pro-.
tists. In these orgamsms. Kkey. enzymes of ‘the glycolytic-

pathway like phosphofruclokmase or pyruvatc kinase,
are replaced by enzymes ‘that: use” inorganic- pyrophos-
phate (PP;) instead of adenosme 5'- mphosphdtc (ATP),
as a donor of " phosphate groups (Mertens, 1993).
Pyruvate kinase activity has not been found in E. histolyr-

ica, but Reeves (1968) reported ‘the purification of an’

enzyme that catalyses the formation of ATP from phos-

phoenolpyruvate (PEP),- with a - mechanism_of double:. .

phosphorylation strictly dependent on PP; and adenosine

Correspondence  to: Dr. R, Pérez-Montfort, Departamento de
Microbiotogia, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Apdo. Postal

70242, 04510 Meéxico D.F.,, México. Tel. (§2-5) 622.5657; Fax (32.5)

622-5630; e-mail: rmontlor@ifcsun Lifisiol.unam.mx

*On request, the authors will supply detailed experimental evidence for

the conclusions reached in this Short Communication.

Abbreviations: aa, amino acid(s); AMP, adenosine 5‘-monophosphalé:;
ATP, adenosine 5 triphosphaie; bp, base pair(s) c¢DNA, DNA comple-
mentary to RNA: E., Entamoeba, kb, kilobase(s) or 1000 bp; nl. nucleo:

tideisy, PEP, phosphoenoipyruvate; PPDK, pyruvate phosphate
dikinase; PPDK. gene encading PPDK; PP, inorganic p\mphosphalc
SSC, 0.15 M NaCl 0015 M Naycitrate pH 7.6,

$SD1 0378-1119¢94)00050-3

(a) Sequencing :

5’ monophosplmte (AMP) ln thxs case:the: phosphate

bE ’group from PEP and one phosphate group: !'rom PP;are
trdnsferrcd to the pand ¥ posmons ofAMP respecnvely
«+ This: enz)me was named pyruvate ph sphale dlkmase

AND DISCUSSION

“To detcrmme the: complele sequencc of the gene, ‘we

" screened a: genomic library of E. Iusrolyuca strain

HM! lMSS constructed in AZAP (Short- et al, 1988)
kusmg ‘this cDNA clone as a probe. With this strategy we

“isolated threc overlapping clones whose 3033-nt sequence
- '(Fig. 1) contains an open reading frame. for a protein of
~:.886 aa, with a calculated M, of 97 899.

"(b)‘l'role‘in homologi.es'

The corresponding aa sequence was compared with the

- SwissProt (release 25) and NBRF/PIR (relcase 30) data

FALLA DE OQRIGEN



-228 Clasaaag sasastasat tcataaccas catgatgaac tetttastct

~180 gteactccca tgaatttite catsattica tte

-120 tcastttata ¢ ta t asstaascce

-60 ¢t ttaag cqtaagsatt qatsat
1 AT te ccetggagye
61 aag cagttccaca aggatttgtt

121 9ty te acasastgce gate

181 at t t agtctttgga

ot
agatcagqag ta

241 qggagaagasa atccactrce

9 q
301 atqatggata ctattcttaa tottggacte t

361 et 2 ¢ tatgat tcat gatttgttte
421 aagattgete ttastgttga tgatgasgtt ctcttgaasa agtt
481 gaasagggag tags t a

$45 gretrcatta AGEAtTCASt adacaaccat tCoccagttqa tccatatget

603 t T ¢ agetgttgat
661 ¢ tEcegtiqge
721 totatgqttt atggrastat gygtastgat g gtgettgote

781 ccaggsacag gagasaatat gtrcttcgga gaatatctis agaatgcaca aggagaagat
64 grrqrtycty grattageac tt atticaasgs € ¢ 3
a0l 99 tettgatate ta tteccatgas
961 gracasgact ttgeaticac tattgesass ct
1025 gzessjatge 3

atatggteqa te
cagetgatca attacttcat

1143 aagaatatge cag e ccattageta

1201 qgsqgctycta cag7agetgt tgttsttgat t
1261 asg €t 9 t atattcatgy at 9
133% J9ta £eet

1392 garatggqta 3 g

1445 at teggaay 33

1508 gaag t cacsagttqg
156% ttcggeacca tottaasatg trggagrert t

1623 gatcetccat gastetggug qgtat tggactttye
1681 tatgt tgcagitgaa agacttccaa ttgttgtcea gatgattaott
1741 ¢ t tat cttaat tt e

18C1 gattrcattq gattattqea tatgaat gtcag

1861 9 t ctttgaaaty
1521 t

1981 astgattgga
aattagagcs
2101 9 ttatq ate t gaagt tast e
2161 ate ot qeeq.

tgctaagaaa

a2 ctragsctrgg

2461 agastigotg te

2521 teaattgas tg
2581 ¢t tecagtiget Lget
2641 catcceaqag 3

2701 ttgeegecet
2761 gagtaggasa
Fig. 1. Nucleolide sequence of E. histolytica PPDK. Start and stop
codons shown in capital letters  are undeclined. GenBank accession
number: U039, Methods: Clones from a AZAP genomic library were
hybridized with a 960-bp EcuRI fragment from a cDNA clone that has
20% of the PPDK gene (Saavedra-Lira et al, 1992). Hybridization
temperature was 65°C and washing conditions were 2 x S$C/0.1% SDS
at 65 C for 60 min. Positive clones were excised in vivo (Short ¢t al..
1988) and their ni sequence was determined by the dideoxy: chain-
termination method (Sanger et al., 1977) using oligodeoxynucleotides
as primetrs.

tacttgttgy 9

tgcca

ttettatata

ttatattott

atastgcgta agrgcatict cattt

bases using the FASTA program (Pearson and Lipman,
1988) and the resulting similarities were 51, 48 and 47%
with the PPDK of Bucteroides symbiosus{Pocalyko et al.,
1990), maize (Matsuoka et al,,"1988) and Flaveria triner-
ria (Rosche et al.. 1990). respcctlvely ‘Alignment of the
four sequences (Flg 2) shows regions-of high similarity.

The highly conserved moynr GGMTSHAAVVAR (aa 450
t0 461 in the E. histolytica sequence) can also be identified
in all sequences. There isa substitution of Met by Lys in
this stretch of aa for E. histolytica. This sequence corres-
ponds to the active-site: region which contains a His resi-
due that functions as an acceptor of phosphory! groups
and a Thr residue w hosc state"of phosphorylation regu-
lates the activation “state 'of ‘the .enzyme' in . plants
(Pocalyko ct al,, 1990). Furthermore, some regions that
are present in the energy-coupling protein Enzyme 1 of
the bacterial PEP: sugar phosphotransferase system {re-

gions A, B and C in Fig. 2), are also conserved. It has
been proposed that these sites are involved in the PEP
binding and in the transfer of phosphate groups to the
catalytic His residue (Reizer et al., 1993).

The PPDK sequence:of E. Iu.slol\ma also contains a
region present in lh(. other three sequences (Q), which is
rich in the aa residues' Q. R:'P,"E-and’S, similar to the
region proposcd as a linker between structural domains
in Enzyme I (Reizer et al.,"1993).~

Our results confirm’the existence of PPDK in tropho-
zoites of E. 'Iiislol\li('u +The study ‘of  this enzyme will
broaden our knowl;dnc .about: the metabolism-of  this
parasite whose muln LnCFEC(lC source is glvcolysxs

,\cx.\'owﬁﬁbc
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Fig. 2. Alignment of the PPDK- aa sequences of(EJ E. histolytica, {B) Buciervides symbiosus, (F) Flm eriu mneru
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1o residues that are conserved in‘the four reported sequenses. Dots indicate residues conserved in at least two sequences. The shaded region shows
the catalytic site ( Pocalyko et al. 1990). Regions A, B and C ure proposed sites involved in the binding of PEP and lmnsfer of phosphnnl groups.
Region Q is similar to that proposed in"Enzyme I as a linker between two structural domains. : VLAl
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