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RESUMEN

En este trabgjo, hemos caracterizado la secuencia nucleotidica (sn)
del gen que codifica para la proteina de membrana externa OmpC de
Salmonella typhi y deducido su secuencia de aminodcidos (aa). El gen
ompC consiste de una fase abierta de lectura de 1134 nucledtidos (nh), la
cual corresponde a una proteina de 378 aa, con un péptido senal de 21
aa. Esta proteina es 11 aa mayor que OmpC en Escherichia coli, pero su
péptido sefal es idéntico. Entre ambas bacterias, la secuencia de la
proteina madura muestra 79% de similitud a nivel de aq, y 77% de similitud
a nivel de sn, A partir de la comparaciéon de la secuencia de aaq, se
identificaron siete reglones variables en OmpC; cinco de ellas corresponden
a regiones hidrofilicas y contienen aa que frecuentemente se presentan en
configuraciones en vuelta. Esto sugiere que estos segmentos de aa pueden
estar orientados hacia el exterior de la membrana externa.

OmpC es altamente expresada cuando S. typhi se crece en caldo
nutritivo (CN) de baja (CN + 0% sacarosa) o alta (CN + 20% sacarosa)
osmolaridad. Esto contrasta con la expresidén de OmpC en E. coli, la cual es
reprimida en bagja osmolaridad e inducida en alta, como ha sido descrito
anteriormente. Sin embargo, la expresibn de OmpC en S fyphi es
dependiente del activador transcripcional OmpR de £, coli. Estos resultados
sugleren que existen diferencias entre los mecanismos de osmoregulacion de
la expresion genética en ambas bacterias, aunque algunos efectores
parecen ser compartidos.

Con el propésito de entender mejor las relaciones estructura-funcion
de esta proteina, hemos introducido, mediante mutagénesis dirigida, entre
los codones 160-161 del gen ompC, la sn que corresponde a un
determinante antigénico de la proteina VP4 de rotavirus. El drea clrededor
de estos codones, corresponde a una regidén de OmpC que tiene la
probabilldad de estar expuesta. La proteina hibrida se expresa en
cantidades similares a Ilas de la proteina original y es incorporada en |a
membrana externa, El epitope de VP4 parece ser expuesto en la superficie
celular, ya que células intactas son reconocidas por un anticuerpo
monoclonal especifico para rotavirus. Este resultado apoya la idea de que
la reglén de los codones 160-161 estd expuesta y puede ser modificada sin
producir un efecto letal para la célula. Este ensayo puede ser Util en el
disefio de vacunas vivas presentadoras de epitopes heterdlogos.
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ABSTRACT

Throughout this work, we have characterized the nucleotide (nt)
sequence of the gene encoding the Salmonella typhi OmpC outer
membrane protein and its deduced amino acid (aa) sequence. The S, typhi
ompC gene consists of an open reading frame of 1134 nt, corresponding to
a protein of 378 aq; with a 21-aa signal peptide. This protein is 11 aa longer
than £, coli OmpC, but it has an identical leader peptide. The mature OmpC
sequence shows 79% similarity for both bacteria at the aa level, and 77/%
similarity at the nt level. Seven main variable regions in the OmpC protein
were identified. Five of them correspond to hydrophilic regions and contain
aa observed most frecuently in turn configurations in soluble proteins. This
suggests that these aa stretches could be located on the exterlor of the
outer membrane.,

The OmpC protein is highly expressed when S, typhiis grown in nutrient
broth (NB) of low (NB + 0% sucrose) or high (NB + 20% sucrose) osmolarity.
This contrasts with the expression of E. coli OmpC, which Is inhibited in low
osmolarity and enhanced in high osmolarity, as has been described
previously. Nevertheless, expression of S. typhi OmpC is dependent on the E.

coli OmpR transcriptional activator. These findings suggest differences

between the mechanisms of osmoregulation of gene expression in both
bacteria, although common effectors appear to be shared.
In an effort to probe into structure-function relationships, we have

Introduced, by site-directed mutagenesis, between codons 160-161 of the

ompC gene, the nuclectide sequence cormresponding to an antigenic
determinant of the VP4 rotavirus protein. The area around these codons,
corresponds to a putative surface-exposed region of the OmpC protein, The
hybrid protein was expressed at its original level, and was incorporated into

- the outer membrane. The VP4-epitope appeared to be exposed at the cell

surface, since intact cells were recognized by a monoclonal antibody
specific for rotavirus. This result renders support to the postulate that the
region between codons 160-161 is indeed exposed and can be altered
without deleterious effect to the cell. This approach might be useful in the
design of live vaccines carrying heterologous epitopes.
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INTRODUCCION
El estudio de diferentes aspectos de la fiebre tifoidea (FT), que van de la

biologia molecular a la epidemiologia, ofrece, ademds de la oportunidad de

~ incidir en el drea de la Biotecnologia en salid, a través del desarrollo de nuevas

vacunas y métodos de diagndstico, también la de generar conocimiento
relacionado con procesos biolégicos bdsicos, tales como la expresién genética

(Calva et al, 1988).

Salmonella typhi es el agente causal de la FT en el humano. Se estima

que méds de 12 millones de personas (excluyendo China) son afectadas

anualmente por esta enfermedad, y que la mortalidad puede comprender el 1%

de los casos (Edelman y Levine, 1986). S. typhi es usualmente adquirida por la

~ ingestién de agua o alimentos contaminados con heces fecales. La bacteria se

adhiere y penetra al epitelio intestinal, a través de las células M e invadiendo
las placas. de Peyer; aqui es ingerida por los macréfagos y transportada al
s'istema'retfc'ulo endotelial, donde se multiplica y propaga por todo el organismo,
invadiendo principalfnente los nédulos linfiticos, el bazo, y el higado, y
produciendo una bacteremia (Finlay y Falkow, 1989).

Al igual que todas las bacterias Gram-negativas, S. typhi posee una
membrana externa (ME) (Nikaido y Vaara, 1985; Nakae, 1986). En diversos

estudios, se ha observado que preparaciones de proteinas de la membrana

- externa (PME) generan inmunidad activa en contra de S. typhimurium y S.

typhi (Udhayakumar y Muthukkaruppan, 1987a,b; Isibasi et al., 1988; Matsui
y Arai, 1989); y que la presencia de anticuerpos anti-PME especificos en el suero
de pacientes, puede tener valor diagnéstico (Calderén et al., 1986; Verdugo-
Rodriguez et al., 1989 y datos no publicados).

En nuestro laboratorio nos hemos enfocado en el estudio de la relacién
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estructura-funcién de las PME de S. typhi y de sus genes respectivos. Asi,
hemos clonadb los genes ompC (Puente et al., 1987), ompF (Ferndndez, Puente
y Calva, 1991, datos no publicados) y phoE (Puente, 1987) de S. typhi.

ompC y ompF codifican para las porinas OmpC y OmpF, respectivamente;
estdn presentes en la célula en, aproximadamente, 10° copias, forman poros no

selectivos de difusién pasiva, a través de los cuales atraviesan la ME pequerias

_moléculas hidrofilicas (Nikaido y Vaara, 1985). A pesar de que la proporcién

relativa de ambas proteinas varia dependiendo de las condiciones de crecimiento,

la suma de las dos tiende a permanecer constante (Kawaji et al., 1979); esto se

~ debe a la regulacién reciproca ejercida por variaciones en algunas condiciones

del ambiente, como la osmolaridad (Kawaji et al., 1979), la fuente de carbono
(Scott y Harwood, 1980), la temperatura (Lundrigan y Earhart, 1984) o la
disponibilidad de oxigeno (Ni Bhriain et al., 1989). En los dltimos arios, se han
realizado diversos trabajos que tratan de aportar conocimiento, el cual ayude a
definir un modelo que describa como funciona a nivel molecular la
osmoregulacién de estos genes (Para revisiéon vease Forst y Inouye. 1988;
Csonka, 1989; Stock et al., 1989; Mizuno y Mizushima, 1990).

En general, OmpF es sintetizada preferencialmente en medios de baja
osmolaridad, mientras que OmpC es inducida preferencialmente en medios de
alta osmolaridad. La sintesis de estas protefnas en E. coli y S. typhimurium,
estd regulada positivamente por las proteinas OmpR y EnvZ, las cuales son
.codiﬁcadas por el operén ompB (Hall y Silhavy, 1981a,b; Liljestrom et al., 1988).
OmpR es un activador transcripcional esencial para la expresién de los genes
ompC' y ompF, el cual se une a secuencias localizadas hacia arriba de los
promotores de estos genes (Mizuno et al., 1988; Jo et al., 1986; Norioka et al.,

1986). EnvZ es una proteina de membrana interna, la cual parece actuar como
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un osmosensor, modulando la funcién de OmpR (Slauch et al., 1988). Estudios
bioquimicos han mostrado que EnvZ puede funcionar como cinasa (Igo et al,,
1989a; Aiba et al., 1989) o como fosfatasa (Igo et al., 1989b; Aiba et al., 1989)
para OmpR. Asimismo, ha sido demostrado que la fosforilacién de OmpR in vitro
estimula su funcién como activador transcripcional de los promotores de ompC
u ompkF (Igo et al., 1989b; Aiba y Mizuno, 1990).

Se ha propuesto, como modelo, que EnvZ estd embebida en 1a membrana
citopldsmica y sensa, por algiin mecanismo ain no definido, el estado osmético
del medio. De este modo, sus propiedades de cinasa y/o fosfatasa cambian,
canalizando la sefial hacia OmpR, a través de su fosforilacién o defosforilacién.
Consecuentemente, la cantidad relativa de la forma fos‘forilada de OmpR en las
células varfa en respuesta a la osmolaridad del medio, siendo constante la
cantidad total de OmpR, independientemente de la osmolaridad. Cuando la
osmolaridad del medio es relativamente baja, la forma fosforilada de OmpR es
.baja. En esta situacién, ompF es activado preferencialmente. Conforme la
osmolaridad se incrementa, la forma fosforilada de OmpR se incrementa, lo Cua]
- resulta en la activacién preferencial de ompC (Mizuno y Mizushima, 1990). EnvZ
y OmpR pertenecen a la familia de protefnas que forman un sistema
sensor/regulador en bacterias (Stock et al., 1989; Gross et al., 1989).

OmpC, OmpF y PhoE de E. coli conservan, en promedio, tanto a nivel de
secuencia nucleotidica como de aminodcidos (aa), 60% de similitud, por lo que
- se ha'sugerido derivan de un ancestro comin (Mizuno et al., 1983). El andlisis
predictivo de 1a secuencia primaria de estas proteinas, sugiere que las proteinas
presentan regiones que pueden estar expuestas hacia cualquier lado de la ME,
fuera de la zona transmembranal hidrofébica (Paul y Rosenbusch, 1985; Vogel
y Jahnig, 1986; van der Ley et al, 1987; Klebba et al., 1990). Adicionalmente,
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otros estudios en E. coli (Misra y Benson, 1988; Agterberg et al., 1989), sugieren
que la funcién de poro y la biogénesis estdn determinadas por segmentos
especificos de aa, diferentes a los correspondientes a las probables regiones

expuestas.
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OBJETIVOS

- Los objetivos de este trabajo incluyeron la caracterizacién de la secuencia
nucleotidica del gen ompC de S. typhi, asi éomo la realizacién de un estudio
comparativo con el gen onipC. de E. coli, incluyendo algunos aspectos de su
regulacién. Finalmente, se probo la utilizacién de la proteina OmpC como
presentadora de epitopes heterdlogos, utilizando como modelo un determinante

antigénico de la protefna VP4 de rotavirus.
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MATERIALES Y METODOS
- Los materiales y métodos de 1a primera parte de este trabajo se describen
en los anexos 1y 2.
~ a) Contruccién de pliésmidos
| La formacién del plésmido.pVF51 (Fig.1) se realizé como se describe a
continuacién: el fragmento EcoRI-EcoRV del pldsmido pVF271 (Puente et al.,
1987), el cual contiene el gen ompC completo y 1.1 kb de la regién 5, fue
subclonado en el pldsmido pMT21 (Huang, H.V. comunicacién personal), el cual
es un derivado del pPBR322 (Balbas et al., 1988). Este pldsmido estd formado por

los nucleétidos 2521 al 4361 del pBR322, incluye la secuencia que codifica para

la resistencia a ampicilina, con la caracterfstica de no presentar el sitio de

restriccién para Pstl. Ademds, contiene una regién de clonacién muiltiple
(polienlazador) después del nucledtido 4361 (ver Fig. 1).

El pMT21 fue digerido con BglIl y tratado con el fragmento Klenow de
la DNA polimerasa I, para rasurar los extremos y, finalmente, fue digerido con

EcoRl. Lo anterior, permitié la subclonacién del fragmento proveniente del

'pVF271 y, al mismo tiempo, eliminar del vector los sitios de Pstl y BamHI. La

eliminacién del sitio de PstI tuvo el propésito de que eI sitio presente en ompC,
fuera tnico en la construccién generada y permitiera la fdcil manipulacién de
la regién contenida entre este sitio y el de Pvull del gen. El sitio para BamHI
fue removido por ser la enzima elegida para insertar las secuencias heterélogas
en ompC (vease mds adelante). |

El M13PPs (ver fig. 1) fue generado mediante la clonacién del fragmento
Pvull-Pstl de 0..7 kb del pVF271, el cual contiene la secuencia que codifica para
los aa 50 a 285 de OmpC, entre los sitios para Hincll y PstI del fago M13mp18
(Messing, 1983; Yanish-Perron et al., 1985).
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Todas las preparaciones de DNA se realizaron siguiendo el método de lisis
alcalina (Maniatis et al,, 1982). Para la subclonacién de fragmentos de DNA y
transformacién en E. coli HB101 (Boyer y Roulland-Dussoix, 1969) y JM_101
(Yanish-Perron et al., 1985) se siguieron procedimientos previamente descritos
(Maniatis et al., 1982),

Todas las enzimas de restriccién utilizadas en este trabajo (BamHI, Bgl!lI,
EcoRI, EcoRV, Hincll, Mlul, Pstl y Pvull), asi como las otras enzimas
modiﬁcadoras de DNA (fragmento Klehow de la polimerasa I, polinucleétido
cinasa de T4 y la DNA ligasa de T4) fueron obtenidas de Promega Biotec y
utilizadas como lo recomienda el proveedor, La secuenasa, DNA polimerasa de
T7 modificada ('I‘abor y Richardson, 1987), se ob‘tuvo de United States

Biochemicals Corporation.

~ b) Produccién del gen hibrido. |
Dos oligonucleétidos sintéticos de 30 y 100 bases fueron sintetizados

mediante el método de los fosforamiditos usando un sintetizador automatico de

- DNA Microsyn 1450 (Systec) y purificados por electroforesis preparativa en geles

de poliacrilamida (Maniatis et al., 1982). La secuencia de los oligos BH160
(30mero) y RV160 (100mero), asi como sus caracteristicas se mue‘str‘am en la
figura 2. Ambos oligds contienen regiones homdélogas a las secuencias‘ que
flanquean los codones 160 y 161 del gen ompC de S. typhi. Entre estas
secuencias flanqueadoras, denominadas brazos ompC, estd la secuencia
reconocida por la enzima BamHI (para ambos oligos) y 1a secuencia que codifica
para el péptido de rotavirus (para el RV160) (ver resultados y fig.2). Los codones
inclufdos en las secuencias heterélogas, fueron elegidos con base en el uso de

codones que presenta OmpC (Puente et al, 1989).
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Los oligos fueron fosforilados con polinucledtido cinasa de T4 (Maniatis et
al., 1982), usando, ademds del ATP frio, trazas de [p-*PJATP para monitorear

la reaccién de cinasa. E1 ATP no incorporado se removié precipitando los oligos

con 3 volimenes de etandl frio al 100%.

El fago recombinante M13PPs fue utilizado para infectar células de E. coli
JM101. A partir de este cultivo se purific6 DNA de cadena sencilla (Messing,
1983), el cual fue utilizado como templado para llevar a cabo la mutagénesis
dirigida.

La mutagénesis dirigida se realizé6 mediante el método reportado por Su
y El-Gewely (1988). Este se basa en la utilizacién de una DNA polimerasa de
T7 modiﬁcada, conocida comercialmente como "seéuenasa", de los oligos
mutagénicos BH160 y RV160 y, como templado, del DNA de cadena sencilla del
MlBPPs, el cual contiene la secuencia del gen ompC que se quiere alterar, Una
fraccién de la reaccién de mutagénesis fue utilizada para transformar células
competentes de la cepa E. coli JM101.

Las clonas que incorporaron la insercién producida por los oligos fueron
detectadas mediante las técnicas descritas por Wei y Surzycki (1986), o por
hibridacién tipo "slot blot", utilizando como sonda el oligo BH160 (para las
mutantes producidas con este mismo oligo), o el oligo RV2, el cual contiene
unicamente la secuencia de la insercién Aheﬁeréloga (para las mutantes
producidas con el RV160).

Cinco clonas positivas por hibridacién fueron analizadas para cada

reaccién de mutagénesis. El DNA de cada una de ellas fue digerido con BamHI |

y analizado mediante electroforesis en poliacrilamida al 6%. La secuencia
nucleotidica de las clonas que revelaron el patrén de restriccién esperado con

BamHI, esto es, que presentaron la generacién de nuevos sitios para esta

9

PPN e W

L e £. . ...



enzima (como se ejemplifica en la fig. 3), fue confirmada siguiendo el método de
los dideoxinucledtidos, descrito por Sanger (1977).

El DNA de la clona M13PPs-RV160, la cual se confirmé contenia el
inserto de rotavirus como se muestra en la Fig. 2, fue utilizado para purificar
el fragmento Mlul-Pstl de la regién mutagenizada. Este fue usado para sustituir
el mismo fragmento del gen silvestre en el plésmidd pVF51, y asf dar lugar a
la creacién del pldsmido pVF51-RV160 (Fig.1).

¢) Deteccién del epitope heterdlogo fusionado a OmpC.

La fraccién insoluble en Tritén X-100, conteniendo las preparaciones de_

PME, fue obtenida siguiendo el método descrito por Matsuyama et al (1984),
| El perfil electroforético de las PME de las células conteniendo los

pldsmidos pMY111, el cual porta el gen ompC de E. coli (Mizuno e? al., 1983),

pVF27 (Puente et al., 1987) y pVF51 (este estudio), los cuales portan el gen
ompC de 8. typhi, y pVF51-RV160 (este estudio), el cual porta el gen hibrido,
fue analizado mediante electroforesis en poliacrilamida-SDS (Puente et al., 1991)

(Fig. 4).

Ensayos de ELISA (Verdugo et al., en preparacién) utilizando PME, fueron

realizados para mostrar si, a diferencia de la proteina OmpC, la protefna OmpC-
rota reaccionaba con el anticuerpo monoclonal (AMc) YO-2C2 especifico para el
epitope de rotavirus (Taniguchi et al., 1988). Asimismo, para determinar si el
epitope heterélogo de rotavirus era expuesto en la superficie celular, se llevaron
a cabo ELISAs utilizando células enteras como antfgeno inmovilizado (Charbit

et al., 1988).

10
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. RESULTADOS

i Los resultados obtenidos durante el desarrollo de la primera parte de este
i. trabajo, se describen en los articulos que a vc(mtinuac_idn se presentan,
Posteriormente, se incluye la descripcién del desarrollo de la segunda parte del

boaig

trabajo y los resultados obtenidos.
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a) Construccion del plasmido pVF51 (ompC) y del fago M13PPs
(ompC parcial). - |

Durante el desarrollo del primer objetivo de este trabajo, se defini6 que

el gen ompC de S. typhi consiste de una fase abierta de lectura de 1134

nucledtidos (nt), los cuales codifican para una proteina de 37 8 aminodcidos (aa),
con un péptido sernal de 21 aa. Esta proteina es 11 aa mds grande que la de E,
coli, pero tienen el péptido sefal idéntico. La secuencia de aa de la proteina
madura muestra 79% de similitud entre ambas bacterias y 77% a nivel de
secuencia nucleotfdica. A partir de la comparacién de la secuencias primarias
de la proteina OmpC de S. typhi y de E. coli (referidas de aqui en adelante
como OmpCs y OmpCe, respectivamente), fueron identificadas 'siete regiones
variables principales. Cinvco de ellas corresponden a regiones hidrofilicas, lo cual
sugiere que podrian estar localizadas hacia el exterior de la ME (Puente et al.,

1989). Con base en esta informacién, se seleccioné una regién que, dadas sus

- caracterfsticas, tuviera el potencial de aceptar la inclusién de un péptido

heterélogo y exponerio en la superficie de la célula. El sitio seleccionado para

- llevar a cabo la insercién se localiza entre los aa 160 y 161 y estd en una regién

variable e hidrofilica (ver figura 4 en Puente et al., 1989). Estudios realizados

en E. coli, sugieren que esta regién presenta una alta probabilidad de estar
expuesta hacia el exterior de la célula, y el potencial de ser pérmisiva para la
insercién de secuenciaé heter6logas. Por un lado, se han obtenido en E. coli
niutaciones puntuales en esta regién que afectan la funcién de feceptor de fagos
y no la de poro (Misra y Benson, 1988). Por otrb lado, esta regién corresponde
a un segmento de aa en OmpCe que contiene 6 aa mds con respecto a OmpCs;
asimismo, contiene 14 y 15 aa de mds, con respecto a las proteinas OmpF y

PhoE de E. coli, l1as cuales junto con OmpC, parecen derivarse de un ancestro

12
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comun (Mizuno et al., 1983). Lo anterior, sugiere que evolutivamente esta regién
ha aceptado inserciones o deleciones de s'égme'iit.oé de aa, sin alterar la
configuracién general de estas protefnas y su funcién particular como poros de
difusién pasiva.

Mids reéientemente, en un estudio que define epitopes antigénicos de
OmpF, se generaron diferentes anticuerpos monoclonales que reconocen la regién
equivalente .a la de los aa 160-161 de OmpC atin en la bacteria compieta, lo cual
sugiere fuertemente que se expone en la superficie celular y que es accesible a
los anticuerpos (Klebba et al., 1990). De este modo, la inclusién de una
secuencia heteréloga en esta regién pudiera no alterar de manera significativa
la estructura y funcién de la proteina en la ME, ademds de darle la posibilidad
de estructurar correctamente al péptido heterélogo.

Para probar la capacidad de la proteina OmpCs como acarreadora y
presentadora de epitopes heterélogos, se seleccioné como modelo un péptido de
la protefna VP4 de la capa externa de rotavirus (agente causal de diarreas en
nifios), la cual estd codificada por el segmento cuatro del genoma del virus. Se
ha observado que esta protefna es el blanco del corte con tripsina, generando los
fragmentos VP5 (de 60 kDa) y VP8 (de 28 kDa), lo cual promueve la infeccién,
VP4 actua como hemaglutinina para varias cepas del virus; experimentos in
vitro demuestran que anticuerpos dirigidos contra esta protefna son capaces de
neutralizar al virus. Ademds, se ha sugerido que VP4 estd involucrada en
inmunidad heteiotfpica o proteccién cruzada, que induce inmunidad protectora
en animales, y que es inmunogénica en nifios y animales (para revisién ver
Estes y Cohen, 1989),

El péptido elegido comprende los aa 296 a 313 del fragmento VP5 y estd
conformado por la secuencia KAANYQYNYLRDGEQVTA. El monoclonal YO-
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2C2 reconoce el epitope sintético y neutraliza al virus, lo cual sugiere que es
lineal o secuencial. Esta regién se localiza en una porcién altamente hidrofilica
de la proteina viral (Taniguchi et al, 1988). Ademds, es reconocido aiin cuando
esté fusionado a la subunidad B de la toxina CT de V. cholerae (Gonzélez et al,
1991). .

Para llevar a cabo la insercién de la secuencia codificadora del péptido
heterélogo, se disefio una estrategia por medio de la cual se contruyeron los
vectores que fueron utilizados para introducir, mediante mutagénesis dirigida,
la secuencia que codifica para. el péptido de rotavirus (ver materiales y métodos).
Como se muestra en la Fig. 1, se obtuvo un fago M13 recombinante (M13PPs)
~que porta el fragmento de la regién central del 'geh estructural ompC,
conteniendo la regién 160-161, asf como sitios de restriccién unicos para Pst]
Yy Mlul, los cuales permiten la movilizacién del fragmento, en forma de
"Cassette", al pldsmido pVF51. Este, a su vez, estd formado por el fragmento
EcoRI-EcoRV de 2.0 kb, proveniente del pVF271 (Puente et al., 1987),
conteniendo el gen nativo ompC completo y por un derivado del pBR322 de 1.9
kb denominado pMT21, el cual conserva el gen de la resistencia a ampiciliria,

| ‘pero no el sitio de PstI que originalmente se presenta en el pBR322 (Balbas et

al., 1988) (Fig.1).

b) Insercién de la secuencia nucleotidica heteréloga que codifica
para un péptido neutralizante de la proteina de capa externa VP4 de
rotavirus en la proteina O»mpC de S. typhi, mediante mutagénesis
dirigida.

- Una vez obtenidas las construcciones anteriores, se plantearon dos

estrategias para realizar la insercién de la secuencia heteréloga. La primera

14
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consistié en crear, mediante mutagénesis sitio-dirigida (ver mat. y met.), un sitio
de restriccién para la enzima BamHI, que estuviera en fase entre los codones
160 y 161 de ompC. Para esto, se sintetiz6 un oligonucleétido (30mero),
denominado BH160, el cual contiene las secuencias necesarias para aparearse
con su regién homéloga en el templado M13PPs, denominadas brazos ompC (de
12 nucleétidos cada uno), y la secuencia de reconocimiento para BamHI de 6
nucledtidos (Fig. 2). El oligo BH160 permitié obtener una eficiencia de
mutagénesis mayor del 50%, con respecto al nuimero de transformantes
obtenidas (datos no mostrados).

Algunos de los criterios para elegir este sitio de restriccién fueron los
sigtlientes: que no existiera en el vector, ni en el gen; que fuera una enzima de
uso generalizado; que su secuencia codificara para aa que se encuentran
frecuentemente en regiones hidrofilicas; y que produjera extremos cohesivos. De
esta forma se podria, posteriormente, insertar la secuencia heteréloga en forma
de 6ligonucle6tidos complementarios, los cuales presentaran extremos para
BamHI.

La otra estrategia se basé en la posibilidad de sintetizar un oligo que
incluyera tres partes: las secuencias de los brazos ompC (de 18 y 16 nucleétidos,
respectivamente), la secuencia para BamHI por duplicado hacia el centro del
oligo (12 nucleétidos en total) y la secuencia que codifica para el epitope de
rotavirus (54 nucle6tidos) entre las secuencias de BamHI.. Este 100mero,
denominado RV160, permitié la insercién, en un solo paso, de la secuencia
heteréloga (Fig. 2).

Sin embargo, la eficiencia de mutagénesis obtenida utilizando este oligo
fue de aproximadamente el 5%. Este resultado no es sorprendente, si tomamos

en cuenta la complejidad del oligo RV160 el cual representa una insercién de 66
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nucleétidos, con respecto a la del BH160, el cual inserta solo 6 nucleétidos
extras. Sin embargo, aun con esta desventaja, la posibilidad de contar con oligos
dé mayor tamarno simplifica los pasos a seguir en la produccién de proteinas
hibridas, sobre todo tomando en cuenta que existe la metodologia para hacer la
bisqueda de mutantes entre un gran nimero de clonas, utilizando técnicas de
hibridacién (ver mat. y met.). Ademds, refleja la versatilidad del método en
cuanto a la capacidad de generar inserciones relativamente grandes,

Las clonas que hibridaron positivamente con el oligo BH160 (de la
mutagénesis con el 30mero) y con un oligo que contiene unicamente la secuencia
de rotavirus (de la mutagénesis con el 100mero), fueron analizadas por patrén
de restriccibn con BamHI, como se muestra en la ‘ﬁg. 3, donde se puede
observar el andlisis del perfil electroforético de tres clonas diferentes, Ml3Pi’s,
M13-BH160 y M13-RV160. Se determind, también, la secuencia nucleotfdica de

estas clonas, para comprobar que la insercién de los sitios de restriccién o de la

“secuencia de rotavirus se realizé en la fase correcta y sin alteraciones a la

secuencia original (datos no mostrados).

Utilizando DNA de la clona M13-RV160, se obtuvo el fragmento Mlul-
Pstl de 750 pb, el cual fue posteriormente utilizado para sustituir el mismo
fragmento en el pldsmido pVF51, lo cual genera el pldsmido pVF51-RV160, que
contiene el gen para la protefna OmpC hibrida (Fig. 1). Una vez producido este
pldsmido, se introdujo en E. coli HB101 para analizar la expresién del producto
hibrido. El an4lisis del perfil electroforético de preparaciones de PME, de
células conteniendo ya sea el gen ompCe, ompCs u ompC-RV160, genera el
resultado que se muestra en la fig. 4. Obsérvese que la migracién es
dependiente del tamarfio esperado para cada protefna; asf, para OmpCe se

observa una banda de 38.3 kDa, para OmpCs de 39.2 kDa y para OmpCs-
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RV160 de 41.7 kDa, aproximadamente.

Este resultado nos sugiere que la proteina hibrida es producida en niveles
equivalentes a los de las protefnas originales, ya que no parece haber diferencias
significativas en cuanto a la concentracién del producto del pldsmido original.

Ademds, aparentemente, la protefna es exportada e integrada en la ME de

manera adecuada,

¢) Detecciéon del epitope heterdlogo fusionado a OmpC.

Sabiendo que el pldsmido pVF51-RV160 codifica para una proteina hibrida
que se integra en la ME, se procedié a evaluar, medivante dos diferentes ensayos
de ELISA (ver mat. y met.), si dicha proteina era reconocida por el AMc YO-
2C2 especifico para el péptido de rotavirus,

El primero consistié en la utilizacién de preparaciones de PME, para
evaluar si la protefna hibrida presentaba el epitope de manera que el anticuerpo
lo reconociera, aun considerando la posibilidad de que el epitope se presentara
en la regién de la ME orientada hacia el espacio peripldsmico de la célula. En
este experimento fueron utilizadas cuatro diluciones diferentes del AMc YO-

2C2 (1:1,500; 1:5,000; 1:15,000 y 1:50,000), en combinacién con tres

‘concentraciones diferentes del antigeno (5, 10 y 15 pg/ml), para determinar en

gque punto se obtenfa la mejor sensibilidad del ensayo, si es que el AMc
interactuaba con el péptido fusionado a OmpC. La fig. 5., muestra la gréfica
donde se determina que el epitope heterélogo es reconocido especificamente en
OmpC-RV160 por su AMc y que una buena diferenciacién se obtiene con la
dilucién de 1;15,000 del anticuerpo, utilizando la concentracién de 5 pg/ml de
cada preparacién de PME (Tabla 1).

El segundo ensayo se basé en la utilizacién de células completas para

17
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evaluar si el epitope se expone en la superficie celular. Al igual que para PME,
este ensayo se estandarizé utilizando diferentes concentraciones de células (5 x
10% 5 x 10" y 5 x 10® células/m!) y las mismas diluciones del AMc serialadas en
el experimento anterior. El reconocimiento diferencial del AMc hacia células que
portan- el pldsmido pVF51-RV160, se dio de manera clara utilizando una
concentracién de células de 5 x 10’ por ml y una dilucién del AMc de 1:15,000
(datos no mostrados).

En resumen, los resultados presentados en la Tabla 1, muestran la
factibilidad de usar a OmpCs como acarreadora de epitopes heterélogos para
presentarlos en la superficie celular, utilizando como sitio de insercién los aa

160-161 (ver discusién).

18
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Fig. 1.- Construccién del pldsmido pVF51-RV160. La figura muestra los

pasos que se siguieron en la produccién del vector que contiene el gen ompC

hibrido al que se le fusioné una secuencia de rotavirus. Primeramente, se
esquematiza la construccién de los vectores M13PPs y pVF51 a partir del
pldsmido pVF271, y posteriormente, como a partir del vector M13-RV160
derivado de un ensayo de mutagénesis dirigida, se contruyé el pVF51-RV160
(ver secci6n de mat. y met. y de resultados.) .
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'Fig. 2.- Secuencia nucleotidica de los oligos BH160 y RV160. El esquema
muestra el disefio del oligo RV160, el cual estd formado por tres regiones: las
 secuencias denominadas "brazos ompC" (de 18 y 16 bases) que sirven para
aparear el oligo en la vecindad de la regién de los codones 160-161 del gen, la
secuencia que reconoce BamHI por duplicado (de 12 bases) hacia el centro del
oligo, flanqueando la secuencia que codifica para el péptido de rotavirus (de 54
bases). El oligo BH160 contiene los primeros 12 nucleétidos de cada brazo y la
secuencia para BamHI. En la parte inferior de la figura, se representa la
secuencia de aa de OmpCs y OmpCe, alrededor de la regién donde se realiz6 la
insercién. Los asteriscos representan homologia.
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- Fig. 3.- Electroforesis en poliacrilamida al 6%, del DNA de las clonas
M13-BH160 (carril 1), M13-PPs (carril 2) y M13-RV160, digerido con BamHI. La

figura muestra como se modifica el patrén de restriccién de las clonas

producidas por mutagénesis, con respecto a la clona original. Asf, para la clona
BH160 la presencia de un sitio de restriccién en la regién 160-161 del gen,
produce la banda de 350 pb y para RV160, ademds de esta banda, presenta el
fragmento de la secuencia de rotavirus de 60 pb, aproximadamente.

21



A i Y ekt ok ey e 5 e

i

it

Aatig

satia

OVE51-RVIEO

Fig. 4.- Electroforesis en poliacrilamida-SDS de preparaciones de PME de

E. coli HB101, conteniendo los pldsmidos: a) pMY111 (ompC de E. coli); b)
gVF5lh(;)mpCde S. typhi);, ¢) pVF51-RV160 (ompC-rota) y; d) pVF27 (ompC de
. typhi).

22

‘5:____‘_1



2.5

n
o

D.0. [ 490nm]
o

:fi‘,r',:g | . . 0'5

PVF51-RVI160

pVFSI ' SIN PLASMIDO

| 1 | |

......

370 4.7 470
LOG. DILUCION AMc YO-2C2

Fig. 5.- Grifica de los resultados obtenidos por ELISA, utilizando el
anticuerpo monoclonal YO-2C2 y PME de E. coli HB101 sin, y con los pldsmidos

pVF51 y pVF51-RV160.
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TABLA .-

" LECTURAS DE ELISA?
HB101 | PMEP - Cels_.comp.c
s/pldsmido ‘_ | 0.30 0.05
pVF51 0.22 0,06
(OmpC+) | -
pVF51-RV160 2.31 148
(OmpC-Rota)

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------

a) Se utilizé una dilucién 1:15,000 del anticuerpo monoclonal YO-2C2. La

- lectura se realizé a 490nm. Los resultados mostrados son el promedm de dlferentes

experimentos,

~ b) Las preparaciones de proteinas de membrana externa (PME) se utilizaron
-a una concentracién de Sug/ml en PBS."

c) Las células completas se utilizaron a una concentracién aproxunada de 5 x 107
cels/ml, equivalente a una DOg,=0.1 en PBS.
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DISCUSION Y CONCLUSION
 En este trabajo hemos caracterizado la secuencia nucleotfdica del gen
ompC de S. typhi y definido algunas caracten’sﬁcas estructurales, en
comparacién con la secuencia reportada para este mismo gen en E, coli (Puente
et al., 1989; ver anexo 1). Asimismo, hemos observado que la expresién de
OmpCs es influenciada de manera distinta por la osmolaridad del medio, con
respecto a lo reportado para OmpCe; sin embargo, en ambos casos, la expresién
depende del efector positivo OmpR de E. coli (Puente et al., 1991; ver anexo 2).
A este respecto, quedan por definir muchos aspectos acerca de la
expresién de OmpC en S. typhi y de lo que lo observadf) en este trabajo implica
en la biologia de esta bacteria.
| Estamos interesados en definir, por ejemplo, que secuencias actuan en cis
o cuales efectores actuan en trans, determinando la expresién del gen ompC de
S. typhi y, particularmente, la expresién diferencial con respecto a E. coli; asf
como, la similitud que existe entre los efectores que actuan en trans con otros
sistemas conocidos formados por una proteina sensora y una reguladora (Mizuno
y Mizushima, 1990).

Para E. coli existen diversos reportes en los que se han sefialado las
secuencias de los genes ompC y ompF, con las que interactua OmpR (Jo et al.,
1986; Norioka et al., 1986; Mizuno et al., 1988; Maeda and Mizuno, 1990; Tsung
et al., 1990; Rampersaud et al., 1989). Se han descrito, también, cambios
puntuales en la secuencia de estas regiones regulatorias o de los promotores
(secuencias que actuan en cis) (Dairi et al., 1985; Ozawa et al., 1987), as{ como
modificaciones que implican alterar la topologia del DNA en estas regiones
(Maeda et al., 1988; Maeda y Mizuno, 1988; Ozawa et al., 1990), que resultan

en la alteracién del patrén de la regulacién de estos genes.
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Se han caracterizado, ademds, diversas mutantes en las protelnas

- reguladoras OmpR y EnvZ (factores que actuan en trans) que generan una gran

variedad de fenotipos en cuanto a la expresién de OmpC y OmpF. Estos

- fenotipos van desde la expresién constitutiva de ambas proteinas, hasta la

ausencia total de ellas. Basados en esto, se han sugerido dominios importantes,
en ambas.protefnas, que intervienen en el procesamiento y la transduccién de
la serial (Tate et al., 1988; Forst et al., 1989; Kanamuro et al., 1989, 1990;
Slauch y Silhavy, 1989; Mizuno et al., 1990; Brissette et al., 1991; Tokishita et
al., 1991).

La comparacién de las caracteristicas regulatorias que se definan para S.

~ typhi, con toda la informacién acumulada para E. coli, podrfan definir si la

expresién diferencial de ompC depende de cambios puntuales a nivel de los
elementos regulatorios conocidos que forman parte de este sistema de regulacién,
.o 8i existén otros elementos, hasta ahora no identificados en E. coli, involucrados
en. como responde S. typhi a los estimulos ambientales. .

Por otro lado, parece interesante analizar si mutantes de S. typhi en estos
elementos regulatorios presentan alteraciones importantes en su virulencia, Al
respecto, se ha reportado que mutaciones en ompR de S. typhimurium resultan
en atenuacién de la virulencia (Dorman et al., 1989; Chatfield et al., 1991), y
que mutantes avirulentas sensibles a defensinas mapean en el sistema
éensor/regulador PhoP/PhoQ (Miller et al., 1989). Adem4s, se ha observado que
el gen invA de S. typhimurium, que permite la penetracién de células en cultivo
y juega un papel en la invasién de las placas de Peyer y de la pared celular del
intestino delgado, se expresa en niveles ocho veces mds altos cuando se
incrementa la osmolaridad del medio, un fenémeno que es influenciado por el

superenrrollamiento del DNA (Galdn y Curtiss, 1990), el cual también ha sido
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involucrado en la regulacién de la expresién de OmpC en E. coli y S.
typhimurium (Graeme-cook et al., 1989; Ni Bhriainf et al., 1989). Mds ain, el
fenotipo invasivo de otra bacteria, Shigella ﬂexrieri, es favorecido en alta
osmolaridad é través del sistema ompR-envZ (Bernardini et al., 1990).

A partir de la secuencia de aa de la proteina OmpCs, deducida de la sn

‘del gen, se puede inferir un modelo de la estructuracién que ésta adopta al ser

integrada a la ME. Lo anterior, se realiza con la ayuda de algoritmos
computacionales que pérmiten hacer prediccioneé estructurales (e.g. Paul y
Rosenbusch, 1985; Vogel y jahnig, 1986; Hopp y Woods, 1981) y de estudios
genéticos e inmunolégicos que pueden aportar datos sobre la estructura y
funcién de una proteina membranal. |

Por ejemplo, la generacién de anticuerpos monoclonales contra las PME
de E. coli LamB (Gabay et al, 1983; Schenkman et al., 1983), PhoE (van der Ley
et al, 1986) y OmpF (Klebba et al., 1990; Vordermeier et al., 1990), o la

produccién de anticuerpos policlonales dirigidos contra péptidos sintéticos que

- corresponden a secuencias de la proteina (Molla et al., 1989), ha permitido

identificar dominios antigénicos, presentes en la superficie celular. Asimismo, el
andlisis de mutantes en residuos que afectan la interaccién con bacteriéfagos o
con anticuerpos monoclonales, dirigidos contra la proteina nativa, ha permitido
definir cuales regiones tienen mayor probabilidad de estar orientadas hacia
afuera de la célula (Desaymard et al., 1986, Misra y Benson, 1988a,b; Benson
et al., 1988; Klebba et al., 1990). Por otra parte, el andlisis de protefnas hibridas
producidas por recombinacién in vitro, también ha aportado datos que seiialan
dominios funcionales (Nogami et al., 1985; Tommassen et al., 1985; Mizuno et
al., 1987, van der Ley et al., 1987; Hikita et al., 1989; Fourel et al., 1990)

Basados en este tipo de aproximaciones, Misra y Benson (1988) generaron
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un modelo de la topologfa de la proteina OmpC de”E. coli. Sin embargo, a
diferencia de _loé modelos propuestos para, por ejemplo, las protefnas LamB
(Charbit et al., 1988) y OmpF de E. coli (Klebba et al., 1990), el modelo
generado para'esta protefna estd, aun, muy poéd sustentado. Esto se debe,
principalmente, a que el modelo estd basado,ﬂ éomo ya se mencioné, en la
extrapolacién de predicciones estructurales (Mizimo et al.,, 1983; Paul y
Rosenbusch, 1985) y en la evidencia indirecta dada por el andlisis de proteinas
OmpC mutantes (Misra y Benson, 1988a,b); adem4s, de que no se ha presentado
un estudio que involucre AMcs especificos para OmpC.

Una de las estrategias utilizadas en los tltimos afios, para definir
regiones de las PME que se exponen hacia el exbet:ior celular, consiste en

insertar secuencias heterélogas en segmentos que tienen la probabilidad de salir

y evaluar el reconocimiento del epitope heterélogo por anticuerpos especificos

contra esta secuencia (Charbit et al., 1988; Freudl, 1989; Agterberg et al., 1990).

De este modo, ain cuando las estrategias mencionadas nos permitieron

N imaginar un modelo de trabajo de la estructura de OmpCs (Fig. 6), su validacién

‘requiere de mucho trabajo.

Aqui hemos definido, mediante el uso de un epitope heterélogo de
rotavirus, una regién de la protefna OmpCs que probablemente se expone en la
superficie celular, y que es capaz de presentarlo de manera adecuada.

Este resultado sugiere, como en otros estudios, que la 'utilizacién de
secuencias heterélogas insertadas en diferentes regiones de la proteina, podria
ayudar a definir con mas detalle la topologia de OmpCs. Asf, este primer ensayo
con la regién 160-161, que por diferentes criterios se consideré tenia una alta
probabilidad de exponerse hacia dentro o fuera de la célula (Puente et al., 1989;

ver resultados), junto con la metodologfa para manipular y modificar el gen en
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_cualquier otra regién o regiones que se quieran evaluar, provee una alternativa

para 'sus'téht;;_ir im_r_nodelo. mds ap_roxim.a'd'o' de laestructura de OmpCs. Los
resultados obtenidos pof esta metodologia, no deScértah_ rl-a posibilidad de que la
insercién de una secuecnia heteréloga altere la biogénesis de la protefna.l Sin
embargo, existen antecedentes para otras protefnas que indican que la insercién
en, o la delecién o sustituéién de regiones expuestas, no afecta la translocacién
o la incorporacién de la proteina en la ME (Charbit et al., 1988; Agterberg et al.,
1989; Klebba et al., 1990), a diferencia de lo que sucede si se alteran secuencias
relacionadas con la funcién de poro (Misra y Benson, 1988a,b; Bosch et al.,

1989a,b).

Cabe senalar, ademds, que este sistema no solo permite obtener mayor

conocimiento sobre la estructura y funcién de la protefna, sino que est4 siendo

‘explotado como modelo para realizar estudios en el campo de la generacién de

nuevas vacunas. El desarrollo de vacunas para la prevencién de enfermedades

virales, bacterianas y parasitdrias, es el centro de muchos esfuerzos de

'inv'estigacidn actualmente. Uno de estos esfuerzos estd enfocado en la obtencién

de organismos atenuados, los cuales son mutantes que han perdido virulencia,
pero son aun capaces de inducir respuesta inmune. A este respecto, se ha
demostrado que cepas vivas del género Salmonella pueden estimular una
respuesta inmune protectora en contra de la cepa homéloga virulenta (Curtis
III et dl., 1989), siendo a su vez, més efectivas que vacunas muertas o formadas
por subunidades. |

Salmonella es una bacteria invasiva, capaz de inducir inmunidad humoral
y celular (Finlay y Falkow, 1989; Hsu, 1989). Uno de los planteamientos
genéticos generales mds recientes en el uso de bacterias atenuadas vivas como

vacunas, es el acoplamiento de un determinante antigénico heterélogo a una
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proteina bacteriana acarreadora.

En ca_ta lfxie'é,.hsi.st“emés' comc lcs an-té'rioi'me.hce .xﬁéxrmci-ona.dos,ﬁ han sido
reciexiteméhte evaluados p_ai-a presehtarccftcpes hécecdlogos en la superficie de
bacterias | atenu.adas' y para generar respuesta inmune hacia diferentes
patégerios. De este modo, PhoE ha sido usada para presentar determinantes
antigénicos del virus de la fiebre aftosa (Agterberg et al., 1990b) y LamB de la
regién preS2 del virus de la hepatitis B (Charbit et al., 1987) o de la protefna
VP1 del poliovirus tipo 1 (Van der Werf et al., 1990).

Por otro lado, aunque existen varios otros sistemas para producir
proteinas fusion.adas en bacterias, tales como: proteinas citopldsmicas como la
R-galactosidasa de E. coli (Jacob et al., 1985) o la glutatione-transferasa de
Schistosoma japonicum (Johnson et al., 1989); protefnas peripldsmicas como
MalE de E. coli (Leclerc et al., 1990); protefnas que se exportan como la
protefna A de Staphylococcus aureus (Lowenadler et al., 1986); la subunidad B
de la toxina diftérica (Phalipon et al., 1989); la subunidad B de la toxina del
colera (Sdnchez y Holmgren, 1989); u otras proteinas membranales como la
ﬂagelina ‘de Salmonella (Wu et al., 1989); la informacién sobre la
inmunogenicidad de cpftopes heteré6logos presentados por protefnas acarreadoras
en células intactas usadas como inmundgeno, es muy limitada.

Ms4ds aiin, el uso de estas protefnas acarreadoras como vehiculos, para el
disefio de vacunas, estd siendo ampliamente potenciado con la seleccién y
prodﬁccién apropiada de péptidos que contienen epitopes inmunodominantes de
células T. Este tipo de epitopes juegan un importante papel en la respuesta
inmune protectora contra agentes infecciosos, como ha sido descrito para algunos
organismos (Killar y Eisenstein, 1986; Kauffman, 1983; North, 1974). Existe

también evidencia de que la proteccién contra patégenos intracelulares, puede
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en parte estar mediada por células T CD8+ (Kauf'ﬁnan 1988; Aggarwal et al.,
1990). De este modo, un patégeno intracelular como Salmonella puede ser usado

i)ar'a_Al]'e'véf epl’fbpéé de células T de otros pétGg—ex‘i"ds- y puede ser \til para

“inducir respuesta de linfocitos T tipo CD4+ y CD8+.

Debido a lo anterior, diferentes esfuerzos "se han enfocado en la
identificacién de regiones en los antigenos que son te:conocidas por los receptores
de Ag:élulas T. Existen diferentes requerimientos para boder predecir la estructura
de protefnas y péptidos que son centrales en la respuesta inmune (Vajda et al.,
1990); sin embargo, algunos modelos han sido elaborados para predecir epitopes
de células T (Margalit et al., 1987; Rothbard, 1986; Sette et al., 1989).

Asi, la manipﬁlacién de OmpCs nos puede pern:;itir, ademds de generar
conocimiento bdsico sobre su estructura y funcién, utilizarla como modelo para
definir las cualidades inmunogénicas de regiones que corresponden a protefnas
de organismos sobre los que se tiene un interés particular, como es el caso de
rotavirus, A su vez, este mivs'mo modelo, puede permitir el estudio in vitro de
diferentes aspectos involucrados en el procesamiento antigénico y la presentacién
de epitopes inmunogénicos, prixicipalmente aquellos capaces de generar
inmunidad celular, cuando son presentados por cepas atenuadas que son usadas

como vectores vacunales.
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SUMMARY

The nucleotide (nt) sequence of the gene encoding the Salmonella typhi OmpC outer membrane protein, and
its deduced amino acid (aa) sequence are presented here. The S. nyphi ompC gene consists of an open reading
frame of 1134 nt, corresponding to a protein of 378 aa; with a 21-aa signal peptide. This protein is 11 aa longer

~than Escherichia coli OmpC, but it has an identical leader peptide. The mature OmpC sequence shows 799,

similarity for both bacteria at the aa level, and 77% similarity at the nt level. Seven main variable regions in

-the OmpC protein were identified. Five of them correspond to hydrophilic regions and contain aa observed

most frequently in turn configurations in soluble proteins. This suggests that these aa stretches could be located

“on the exterior of the outer membrane. To probe into the genus and species specificity of the main variable

regions, we have constructed complementary oligodeoxyribonucleotides. The use of one of them with a small
number of DNA samples is illustrated here; no restriction fragment length polymorphism or nt sequence
heterogeneity could be found between S. yphi and Salmonella yphimurium, '

larity, low-osmolarity, and low-phosphate labora-
tory conditions, respectively. They form trimeric

The E. coli outer membrane proteins OmpC,
OmpF and PhoE, have been well characterized.
They are preferentially ‘synthesized at high-osmo-

Correspondence to: Dr. E. Calva, CEIINGEBI/UNAM, Apdo.
Postal 510-3, Cuernavaca, Mor. 62271 (México)
Tel. (52)(73)17-2799; Fax (52)(73)17-2388,

Abbreviations: aa, amino acid(s); bp, base pair(s); kb, Kilo-
base(s) or 1000 bp; NET, 0.15M NaCl/l mM EDTA/15 mM
Tris- HCl pH 17.5; nt, nucleotide(s); oligo, oligodeoxyribonucle-

structures that constitute pore channels (Nikaido
and Vaara, 1985). Their respective genes have been
isolated and sequenced. Both at the aa and nt

otide; OmpC, outer membrane protein C (porin); ompC, gene
encoding OmpC; ORF, open reading frame; RFLP, restriction
fragment length polymorphism; SDS, sodium dodecy! sulfate;
SSC, 0.15M NaClj0.015M Na,-citrate pH 7.6; TBE, Tris-
borate-EDTA clectrophoresis buffer (see MATERIALS AND
METHODS, section d); tRNA, transfer RNA.

0378-1119/89/803.50 © 1989 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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sequence levels, these three proteins and their genes
share an approximate 609% similarity (Mizuno et al.,
1983).

We have previously reported the isolation of an

“ ompC-like outer membrane protein gene from
- S\ nyphi, the causal agent of typhoid fever (Puente
et aly, 1987). Interest in outer membrane proteins is

partly because of their potential role as immunogens

'in diagnostic assays and vaccination (Kuusi et al,,

1981; Calderén et al,, 1986; Udhayakumar and
Muthukkaruppan, 1987a,b; Isibasi et al., 1988). We
have a special interest in the S. nphi outer membrane
protein, OmpC, because it is synthesized and incor-
porated into the bacterial envelope both at low- and
high-osmolarity laboratory conditions (Puente et al.,
1987). This result suggests that OmpC might be
present on the outer membrane not only under free-
living conditions, but also during infection, since
osmolarity of human serum is equivalent to the high
standards maintained in the laboratory (Nikaido and
Vaara, 1985). If indeed this is the case, OmpC
appears as a candidate antigen for diagnostics and
vaccination. _

We have reported that the S. nphi ompC-like gene
is present in all of 17 different clinical isolates that we

tested, showing no RFLP with restriction endo-

nuclease Bg/ll. In addition, it hybridized with E. coli
ompC only under nonstringent conditions, which

- indicates that these genes must be similar, yet differ
in some regions (Puente et al., 1987). Our interest is

to characterize genus- and species-specific nt and aa
sequences by comparative analysis with data from
other enterobacteria. To probe into the structure and
variability of the S. nphi ompC-like gene, we deter-
mined its nt sequence, which is reported here. More-
over, we show the comparison of this nt sequence
with that of the E. coli ompC gene, as well as the
comparison between the deduced OmpC protein aa
sequences (Mizuno et al., 1983).

We have previously proposed the use of specific
oligos to study the variability of OmpC and its gene
(Calva et al., 1988). An example of this approach on
a small number of different clinical isolates is illus-
trated here,

MATERIALS AND METHODS
(a) Strains and plasmids

-~ The following S. nphi (scrdtype 9, 12, d, .ViA)
strains were used. IMSS-1, a Mexican reference

strain Kindly provided by Dr, Jestis Kumate and
co-workers from the Instituto Mexicano del Seguro

Social (Mexico City, Mexico), isolated from a
patient with typhoid fever (Isibasi et al., 1988).

Several clinical isolates from the MK series, kindly
provided by Dr. Guillermo Ruiz-Palacios and co- -

workers from the Instituto Nacional de la Nutricidén
(Mexico City, Mexico), isolated from patients with
typhoid fever presenting a variety of clinical symp-
toms (Puente et al., 1987; Fernindez et al., 1988).
Reference strain Ty2, obtained from the American
Type Culture Collection (No. 19430).

S. pphimurium reference strain CDC6516-60 was
from the American Tvpe Culture Collection (No.
14028). E. coli IM10]1 was described by Messing
et al. (1981); E. coli Q359 was described by Karn
ct al. (1980). _

Plasmid pVF27 (Puente et al., 1987) contains the
S. nphi ompC-like gene in a 3-kb Bg/ll fragment
cloned in pBR322 (Bolivar et al., 1977).

(b) DNA sequencing

Several restriction fragments from plasmid pVF27
were cloned into vectors M13mpl!8 and M13mpl9.
Dideoxy chain-termination reactions were carried
out according to the method reported by Messing
et al. (1981), using a commercially available kit (Se-
quenase; USB, Cleveland, OH).

(¢) Nucleotide and amino acid sequence analysis

Nucleotide sequence analysis was done using
standard Pascal programs for an Apple 11 computer,
described by Fristensky et al. (1982) and De Banzie
et al. (1984). Hydrophilicity and hydrophobicity
profiles of the aa sequence were done as reported by
Hopp and Woods (1981), using a window size of
7 aa.

(d) Oligo synthesis, purification and hybridization

The oligo used in this study was synthesized on a
solid support using automated phosphoramidite

i
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chemistry (Niclsen et al,, 1986). It was purified by
preparative gel electrophoresis, 3?P-labelled at the 5’
end with polynucleotide kinase and [y-*?PJATP to
a specific activity of 10¥-10° cpm/ug, and separated

- from unincorporated substrate with Scphadex G-30,
- following standard procedures (Matthes ct al., 1984;
-Maniatis et al., .1982).

Bacterial DNA was isolated according to the

procedure reported by Betlach ct al. (1976). It was

digested for 18 h at 37°C with 5 units of EcoRV per
1g (Promega Biotec, Madison, WI). The resulling
fragments were separated by electrophoresis at 80 V
for 8 h through 6-mm thick, 20-cm long, 15-cm wide,
1%, agarose slab gels in TBE buffer (89 mM Tris-
borate/89 mM boric acid/0.2 mM EDTA pH 8).
Southern blots were prepared by transferring the
fragments to nitrocellulose membranes following
established procedures (Maniatis et al,, 1982),

The Southern blots of S, nyphi total DNA were
hybridized with 0.5-1 x 105 cpm per lane of radio-

- labelled oligo at 65°C for 20 h, in 6 x NET, 5x

Denhardt's solution (0.1% each of Ficoll, polyvinyl-
pyrrolidone, and bovine serum albumin), 0.5% SDS,
and 10% dextran sulfate, Pre-hybridization of the
Southern blots was for 3 h at 65°C in the same
solution plus 0.1 mg/ml calf thymus DNA, in the
absence of radioactive probe. Post-hybridization
washes were done twice in 2 X SSC, for 5 min at
42¢C. The blots were subjected to autoradiography
at ~70°C for two to seven days, using Kodak
X-Omat K film and enhancing screens.
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RESULTS AND DISCUSSION
(a) The coding region

The S. yyphi ompC-like gene, from now on referred
to as ompC, was sequenced following the strategy
shown in Fig. I. The nt and the deduced aa
sequences of ompC are shown in Fig. 2, Numbering
adopted for the S. 1yphi nt and aa residues is accord-
ing to Figs. 2 and 4 of this study; the numbering in
E. coli is according to Mizuno et al. (1983).

The sequenced Mspl-Asull DNA fragment

contains a single ORF, the ompC gene, of 1134 nt

corresponding to a protein (OmpC) of 378 aa. These
results are consistent with our deletion mapping data
presented before (Puente et al., 1987). The E. coli
OmpC coding region is slightly smaller, comaining
1101 nt, which correspond to 367 aa (Mizuno et al.,
1983). The nt and aa numbering systems presented
here are based on S. (yphi omipC.

Atthe nt level, the leader region (starting atnt + 1)
is 92% similar in both bacteria. The nt sequence
corresponding to mature OmpC shows a 779%, simi-
larity with its E. coli counterpart (Fig. 2). There are
different types of nonsimilarities at the nt level, There
are 86 single nt changes that result in a conserved aa;
whereas 17 such changes result in a different aa.
There are 2-nt discrepancies in 28 codons, thus
resulting in as many aa differences. Discrepancies of
3 nt are found in 14 codons; 13 of them result in a
different aa.

There are also differences in the nt sequences that
are the result of either deletions or insertions. In
comparison with the E. coli gene, S. nyphi ompClacks
six codons between nt 543 and 544, and has an

= TOT Taos = ¢ = I xa SEd
i AN N ] | 1T 1] Y
o ) 10 Vs K
ompC
- - [,
b - - — -
-—— -y - T =
B e | - —f - o |
- e - ol - - ——d

Fig. 1. Sequencing strategy of the S. 1yphi ompC gene. A restriction map is shown of the 1.6-kb MspI-A4sull fragment from plasmid pVF27?
(Puente et al., 1987), used for subcloning into M13mp18 or M13mp19 phage vectors. The arrows represent the direction and extent of
each sequencing reaction. The blackened portion of the bar indicates the location of the entire coding region for OmpC; the hatched

portion of the bar corresponds 1o the putative leader pepiide.
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Fig. 2. Complete nt sequence of the S. nypht ompC gene. Nt |
denotes the beginning of the ORF; nt 3’ upstream are indicated
by negative numbers. The deduced aa sequence for the OmpC
protein is shown immediately above the nt sequence. The aa ~21
to -1 correspond to the leader peptide, with aa 1 being the N
terminus of the mature protein. Those mt and aa that differ in
E. coli are shown below the nt sequence. Gaps, indicated by
dashes, are included in both S. nphi and E. coli ompC, to obtain
the best-fit comparison between both genes. At the §' upstream
region, P!, P2, and P3 are tandem putative ompC promoters;
boxes correspond to their respective =10 and -35 regions. The
region between nt ~158 and - 183, bracketed by two bent arrows,
corresponds to an OmpR-binding site. Two promoters for micF
RNA are also boxed. At the 3’ end of the gene, the inverted

-1 m =10 Pl e

additional one, three, nine, and four codons, at nt
610, 685, 802 and 955, respectively (Figs. 2 and 4).

(b) Predicted amino acid sequence and pred.cted
secondary structure

The 357 aa of the deduced sequence of the S. nyphi
mature OmpC protein (calculated A, of 39215),
revealed a 79% (282/357) similarity with E. coli
mature OmpC. The leader portion consists of 21 aa
(starting at aa —21) and is identical in both micro-
organisms. In contrast, the leader aa sequences of
E. coli OmpF and PhoE share 63% and 299, simi-
larity, respectively, with that from OmpC (Mizuno
et al., 1983),

The hydropathy profile of OmpC (Hopp and
Woods, 1981) (Fig. 3) is similar in both bacteria.

In Fig. 4 we have boxed seven segments, a to g,
that vary (are noncanserved) between S. nyphi and
E. coli OmpC. They range between 4 and 18 aa
residues. With the exception of the boxes comprising
aa 181-188 (box d) and 245-259 (box ), these varia-
ble regions have a highly hydrophilic profile and
contain aa (Gly, Pro, Asn, Asp, Ser) that are
observed most frequently in turn configurations in
soluble proteins. Thus, they correspond to regions
that might protrude on cither side of the outer mem-
brane layer, away from a hydrophobic transmem-
brane zone (Paul and Rosenbusch, 1985).

Interestingly, aa 331 to 349, which correspond to
a highly variable segment between E. cofi porins
OmpF, OmpC, and PhoE (Mizuno et al., 1983), are
conserved between S.nphi OmpC and E. coli
OmpC. Whether this region participates in deter-
mining particular properties of OmpC, is unknown.

(c} The §' and 3’ end regions

The nt sequence of the 5’ upstream region shows
differences between E. coli and S. ryphi. The 194 nt

repeats corresponding to a Rho-independent transeriptional
terminator are depicted by two facing arrows, downstream from
the End codon. The assignment of the leader sequence, the N
terminus of the mature protein, the promoters, the OmpR-
binding site, and the transcriptional terminator was done by
comparing with E. coli empC (Mizuno et al., 1983; lkenaka ct al.,
1986; Andersen et al., 1987; Maeda et al., 1988). Whether these
features are functionally equivalent in S. typhi remains to be
elucidated.
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Fig. 3. Hydropathy profiles of the . iyphi and E. coli OmpC proteins. The heptapeptide profile was done according 1o Hopp and Woods
(1981); the hydrophilicity values are plotted vs. position along the aa sequence. Numbering of aa is as described in Fig. 2 legend, i.e.,
the leader peptide is to the left of —1. Gaps in the curves are included for a best-fit alignment, as in Figs. 2 and 4. Blackened bars

correspond to the seven variable regions boxed in Fig. 4,

at positions ~1 to -~194 (Fig. 2), upstream of the
putative N-terminal ATG, share 91Y%, similarity with
the corresponding region in £, coli. These nt encom-
pass three putative tandem promoters, equivalent to
those described for the E.coli ompC regulatory
region (Ikenaka et al., 1986); and part of the binding
site for the E. coli OmpR transcriptional activator
(Norioka et al., 1986; Maeda et al., 1988; Mizuno
etal.,, 1988), Slight differences around the P2 pro-
moter —10 and -35 sequences are observed. In con-
trast, the next 139 nt, immediately upstream at posi-
tions =195 to 333, show only a 61%, similarity with
the equivalent E. coli region. They correspond to the
region containing the promoters and 5' end coding
portion of the E. cofi micF RNA (Mizuno etal.,
1984; Andersen et al., 1987). It remains to be seen
if these differences have any relevance in gene expres-
sion.

The sequenced 3' end region, encompassing 99 bp
downstream from the stop codon, shows a 64Y%,
similarity between both bacteria. A conserved
portion corresponds to a possible E. coli Rho-inde-
pendent transcriptional terminator (Mizuno et al,,
1983). The nt +1156 to +1163 and +1168 to
4+ 1175 correspond to inverted repeats that could
form a stem, with a loop comprised by nt + 1164 to
+ 1167 (Fig. 2). In between the stop codon and the
putative terminator lies a nonconserved segment
between S. thyphi and E. coli.

(d) Codon usage and amino acid composition

Codon preference is very similar between S, typhi
and E. coli ompC (Table 1, A). This presumably
reflects the availability of the corresponding tRNA
molecules required for the synthesis of an abundant
protein, such as OmpC (Ikemura, 1981).
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Fig. 4, Amino acid sequence of S. nyphi OmpC. The conventional one-letter aa code is used. Numbering of aa is as described in Fig, 2
legend. The aa that differ in E. coli are marked below the sequence. Dashes, indicating gaps, and extra sequences are included in the
E. coli protein to obtain the best-fit alignment. Boxes mark the seven regions, a to g, that vary between S, 1yphi and E. coli. The sequences
with a high hydrophilic profile are underlined with blackened bars.

In addition, for most aa, codon preference in
S. 1yphi ompC resembles more the E. coli than the
S. typhimurium overall use of codons (Table I, A,B).

(e) Oligo hybridization analysis

A 20-mer oligo, 5'~-GCGCCGTAGCCGTTG-
CTGAT-3', complementary to the nt sequence
located between bp + 937 and + 956 of the coding
region {(aa +292 to +298), was synthesized (see

' MATERIALS AND METHODS, section d). This nt
- sequence is variable, or nonconserved (10 out of

20 bp), between S. yyphi and E. coli ompC; and it
codes for a putatively exposed OmpC region.

The oligo was radioactively labeled and incubated
with Southern blots containing DNA from five
S. typhi, one S. typhimurium, and one E. col strain.
As can be seen in Fig. 5, the oligo hybridized with the
expected 2.1-kb EcoRV fragment from S. nphi
IMSS-1. The same hybridizing band was observed
in three S. yphi isolates (MK 12, MK20, MK28), in

a reference strain (Ty2), and in one reference
S. typhimurium strain (ATCC14028). No hybridiza-
tion was seen with E. coli (Q359) DNA.

~In this experiment, the intensity of the hybridizing
bands was roughly proportional to the amount of
S. 1yphi DNA present in each lane (Fig. 5). Theinten-
sity of the S.zphimurium band was less than
expected for a perfect match, considering the
amounts of DNA per lane. Thercfore, the Salmonella
strains used in this experiment appear to have a few,
if any, bp mismatches in this region. No RFLP was
apparent. This preliminary result requires further
studies using a much larger number of clinical iso-
lates from diverse geographical locations.

Control experiments (not shown)using 3 to 200 ng
of either the 2.1-kb EcoRV fragment containing
S. yphi ompC (Puente et al,, 1987), or the 2.7-kb
Hindlll band comprising E. coli ompC (Mizuno
et al,, 1983), revealed hybridization of the oligo to the
S. typhi, but not to the E. coli gene.
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TABLE !

Codon usage and aa composition for Salmonella nphi OmpC*
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C6d0:1

Amino A B C Amino  Codon A B C
acid acid ;
St Ec  Stm Ec St Ee St Ec Sm Ec St Ec :
Gly GGG 0 o0 * 50 48 Tip = TGG 3 4 34
. GGA* 1 ,0 End TGA 0 0 ! ! |
GGT 18 29 . Cys TGT 0 0 0 0 {
GGC 31 19 ¢ 7 TGC 0 0 4
Glu GAG 2 0 § 11 End TAG 0 0 ;
| GAA (A} . TAA 1 1 f
Asp GAT 12 9 33 312 Tyr TAT 14 5 ¢ 31
GAC 22 23 . TAC 17 A §
Val GTG 7 2 22 25 Leu TTG 1 0 ?
GTA 5 9 * TTA ! 1 f
GTT 9 12 * Phe TTT g 2 * 20 19 f
GTC 2 2 e TTC 12 17 . i
Ala GCG 12 3 3129 Ser TCG 10 3 n §
| GCA s 8 ¢ TCA ¢ 0 :
GCT 9 18 . TCT 8 6 . |
GccC 4 0 TCC 6 8 :
Arg AGG 0 0 Arg CGG 0 ¢ * 1213 :
AGA 0 0 CGA 0 0 : ;
Ser AGT 0o 1 CGT 8 12 . ;
AGC 8 2 CGC 4 1 2
Lys AAG 2 0 * 18 17 Gh CAG 20 20 a2 3
| AAA 17 1T . | CAA 0 1 3
Asn’ AAT 2 0 v 32 32 His CAT 0 0 1 :
AAC 29 3R . CAC r ;
Met ATG 4 4 4 4 L CTG 23 24 * 26 21 ;
e ATA 0 0 110 CTA 0o 0 :
ATT 2 0 CTT 0 1 g
ATC 9 10 . CTC ! 1
Thr ACG 4 0 * 27 24 Pro CCG I 4 4
ACA 0 0 CCA 13
ACT 4 12 . CCT 0 0
ACC 19 12+ ccce 0o o0 *

® Column A, cadon usage comparison for S. yphi (this study) and £. coli (Mizuno et al., 1983) ommpC. Calumn B, overall codon preference
for S. ryphimurium and E. cofi, based on the compiled average reported by Aota et al. (1988). Asterisks indicate the preferred codon(s).
No asterisk: no clear preference. Column C, aa composition of OmpC of S. 1yphi (this study) and E. coli (Mizuno et al., 1983).

Abbreviations: Ec, E. coli; St, S. 1yphi; Stm, S. yphimurium,
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- Fig. 5. Autoradiogram of Southern-blotted DNA. Lanes: a,

S. typhimurium ATCC 14028, 5 ug; b, S. typhi MK12, 4 pug; ¢,
MK20, 2 ug; d, MK28, 5 ug; e, Ty2, 5 ug; f, IMSS-1, 5pug; g,
E. coli Q359, 5 ug; all are cut with EcoRY and hybridized against
a radioactive 20-mer oligo, which is complementary to nt +937
to + 956 (sce Fig. 2) of the S. ryphi ompC gene. This nit sequence

- encompasses one of the variable (or nonconserved) regions

boxed in Fig. 4 (box g; aa + 292 to + 298). All experimental
details are described in MATERIALS AND METHODS,

section d.

{f) Conclusions

(1) We have identified seven variable, or non-
conserved, regions between S, 1yphi and E. coli outer
membrane protein OmpC (Figs. 2 and 4). Most of
them, however, have retained a hydrophilic profile
(Fig. 3; boxes a, b, ¢, e, g); and all contain aa that
favour a-helical turns in proteins (Paul and
Rosenbusch, 1985). It is tempting, thercfore, to
presume that some of them might be surface-
exposed. Interestingly, these regions correspond to
segments that also vary between E.col/i OmpC,
OmpF, and PhoE (Mizuno et al., 1983).

(2) E. coli residues Arg (+ 37), Arg (+74), Asp
(+ 105), and Arg ( + 124) have been proposed to be
involved in pore function (Misra and Benson, 1988).
In S. nyphi, these residues are conserved at the same
positions (in segments with a low hydrophilic value),

- consistent with the notion that the porin N-terminal

third portion is involved in pore function (Misra and

- Benson, 1988; Benson et al,, 1988). Amino acids
- encompassing the first third of the protein (aa + 1 to

+ 120) show 88% similarity.

(3) E.coli OmpC residues Gly (+62), Gly
(+ 154), and Leu (+ 250), are thought to be part of
bacteriophage receptors (Misra and Benson, 1988).

eESTA TESIS KD DERE
SAR BE LA BELIOTEGE

They lie within regions comprising aa + 142 to
+ 267, and +229 to + 268, which have been sug-
gested to determine specificity for OmpC bacterio-
phages (Tommassen ct al.,, 1985; Mizuno et al,,
1987). In S. 1yphi both Gly residues are conserved,
but a Leu replaces Tyr + 257,

(4) E. coli OmpC residucs + 155 to + 169 have
been implicated in the formation of an OmpC-
specific structure (Tommassen ct al., 1985). Never-
theless, the equivalent region in S. nyphi lacks 6 aa,
which otherwise would be located between residues
+ 160 and + 161 (Fig. 4). This observation suggests

that such a specific structure is not shared by the two

bacteria.

(5) A region that appears to code for a common
OmpC-specific structure is that conformed by
S. typhi aa residues + 330 to + 351; since they are
highly conserved with respect to £, coli OmpC, but
not with respect to OmpF. nor PhoE (Mizuno et al.,
1983). |

(6) Zaror et al. (1988) isolated an S. nphi Ty2
gene encoding a 36-kDa porin. Venegas et al. (1988)
reported the nt sequence of the corresponding ORF,
which appears to be almost identical to the one
shown here. Their sequence is different in several
respects: it contains a codon for Gln instead of Leu
at aa —16 in the leader sequence; it has a silent
third-base nt substitution (A for T) at nt + 788,
resulting in the conservation of Ala + 242; and lacks
codon + 341 (Ala). The fact that both nt sequences
are very similar suggests a high degree of conserva-
tion in ompC. Whether the differences observed are
relevant to gene evolution, should be a matter of

future study.

(7) Further investigation should shed some light
on the significance of the variable and conserved
regions between OmpC proteins. One approach to
this study is by hybridization with oligos that corre-
spond to such variable regions, against Southern
blots of different enterobacteria. Lack of hybridiza-
tion would indicate sufficient misnmatch in base
pairing, reflecting divergence in a confined sequence.
Furthermore, positive hybridization could reveal
RFLP (Calva et al., 1988). The oligo hybridization
experiment presented here (Fig. 5) suggests close
similarity between S. nphi and 8. nyphimurium
ompC, at a region that codes for a variable (non-
conserved) portion between S. #yphi and E. coli
OmpC (aa +292to +298). It remains to be seen if



. .such an approach will be useful in molecular epide-
miology.
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Expression of Salmonella typhi and Escherichia coli

 OmpCjinfluenced differently by medium osmolarity;

dependence on Escherichia coli OmpR

J. L. Puente, A. Verdugo-Rodriguez and E, Calva*
Centro de Investigacion sobre Ingenieria Genética y

- Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de

Meéxico, Apartado Postal 5§10-3, Cuernavaca, Morelos
62271, Mexico.

1M ax-Flancitipstitute-for-SysterrPhysiotogy,thein

Summary

OmpC, a major outer-membrane protein, is highly
expressed when Salmonella typhi is grown in nutrient
broth (NB) of either low (NB + 0% sucrose) or high (NB
+ 20% sucrose) osmolarity. This contrasts with the
expression of Escherichia coli OmpC, which is inhibi-
ted in low osmolarity and enhanced in high osmolarity,
as has be«n described previously (van Alphen and
Lugtenberg, 1977; “Yerhoef et al,, 1979; Kawaiji ei al.,
1979), Nevertheless, expression of S. typhi OmpC is
dependent on the E. coliOmpR transcriptional activa-
tor. These findlngs ruggest differences between the
mechanisms of osmoragulation of gene expression in
both bacteria, aithough common eﬂectk appear to be
shared.

Introduction

Salmonella typhiis the casual agent of typhoid fever (TF) in
humans. It is estimated that more than 12 million human
beings (exciuding China) are affected annually by this
disease. The case-fatality rate is 1% (Edelman and Levine,
1986). S. typhi is usually acquired by oral infection of
contaminated food or beverages. The bacteria adhere to
and penetrate the intestinal epithelium; they are then
ingested by macrophages and transported to the reticu-
loendothelial system, where they multiply and propagate
throughout the organism (Finlay and Falkow, 1989). The
study of different aspects of TF, ranging from molecular
biology to epidemiology, offers not only the opportunity of
making an impact on health biotechnology, through the
development of new vaccines and diagnostic methods,
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but also of acquiring an insight into basic biological
processes, such as the genetic expression of pathogenic
determinants (Calva et al., 1988).

Outer-membrane protein (OMP) preparations have eli-
cited active immunity in mice against Salmonella typhimu-
rium and S. typhi (Udhayakumar and Muthukkaruppan,
1987a,b; Isibasi et al., 1988); and the presence of specific
anti-OMP antibodies in the sera of patients might be of
diagnostic value (Calderon et al., 1986; A. Verdugo-Rodri-
guez et al., unpublisfied). These observations have led us
to study the molecular structure and function of S. typhi
OMPs and of their respectivepyf genes. Thus, we have
previously reported the isolation and characterization of
the ompC gene which codes for OmpC, a major outer-
membrane protein (Puente et al., 1987; 1989),

Escherichia coli ompC has been extensively studied by
other authors, who have reported that it is expressed
preferentially in media of high osmolarity and Is repressed
in low osmolarity. In contrast, £ coli ompF is highly
expressed in low osmolarity and is repressed in high
osmolarity (Forst and Inouye, 1988).

ompC and ompF code for &, coli porins OmpC and
OmpF, respectively; there are approximately 10° porin
molecules per cell, forming non-selective pores through
which small hydrophilic molecules traverse the outer
membrane, Even tﬁough the relative proportions of both
proteins vary depending on growth conditions, the sum of
their quantities tends to remain constant (Nikaido and
Vaara, 1985). The synthesis of these porins is regulated by
the products of the genes envZ and ompA. protein EnvZ
acts as an osmosensor, transmitting information to the
OmpR protein, which in turn acts as receptor of the
information, regulating (activating) transcription of ompC
or ompF (Gross et al., 1989),

It has been observed recently that expression of E. coli
ompC is repressed in low osmolarity only when the
cultures are well aerated, i.e. it is strongly induced in
anaerobiosis. Conversely, expression of ompF was rela-
tively unaffected by low availability of oxygen. Anaerobic
induction of S. typhimurium OmpC was similar to that
observed for E. coli ompC (Ni Bhriain et al., 1989),

We have previously described the S. typhi ompC gene
and found that it is 77% homologous to its £ coli
counterpart at )nucleotide level. The respective derived
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OmpC amino acid sequences are predicted to be 79%
similar, The nucleotides at positions —1 to -194,
upstream of the putative N-terminal ATG of S, typhiompC,
share 91% similarity with the corresponding region in E.
coli. This region contains three putative promoters and
part of a possible binding site for OmpR. In contrast, the
region from nucleotides —195 to —333 shows only 61%
similarity between both bacteria (Pume et al., 1987;

1989). Here we report the expression of OmpC in S. typhi

under low and high osmolarity conditions., We also
observed the lack of expression of the S. typhiompC gene
in an E, coli strain mutated for the OmpR transcriptional
activator.

Results

Synthesis of S. typhi OmpC in low and high osmolarity

During analysis of the electrophoretic patterns of outer-
membrane protein (OMP) preparations, S. typhi OmpC,
encoded by its corresponding gene cloned in E. coli
plasmid pVF27, comigrated with an endogenous S. typhi
OMP both in low (NB + 0% sucrose) and high asmolarity
culture conditions (NB + 20% sucrose) (Puente et al.,
1987).
The expression of major OMPs from S. typhi reference
strains IMSS-1 and Ty2, and from MK clinical isolates, was
compared with that of £. coli HB101 and Q359 (two
laboratory strains derived from K12). This was done in
order to eliminate the possibility that the initial observation
on 8. typhi OmpC expression was due to some peculiarity
of the culture conditions or of the strains used. Expression
of E. coli OmpC was used as control since its osmoregu-
lation is extensively documented (Forst and Inouye, 1988).
Figure 1, depicting electrophoretic patterns of major
OMPs, is a representative example of the analysis per-
formed onthe various S. typhistrains. S. typthpC. from
strain IMSS-1, was expressed at the same level both at

-

Fig. 1. Electrophoretic pattern of OMP . .
preparalions from S. typhi IMSS-1 {lanes 1 and
4), from E. coli HB101 {lanes 2 and 5. and f,r_q_n;.s
E. coli Q358 (lanes 3 and 6); grown In low ’

 osmolarity (NB; lanes 1~3} ar high osmolarity (NB
+ 20% sucrose, lanes 4-6), The positions ol the
S. typhi and E. coli OMPs are shown in the lef
and right margins, respectively,

E.coli

e-. ——omac

—=—Qmr F
omp A

low (lane 1; NB) and high (lane 4; NB + 20% or 0.57M
sucrose) osmolarity. This phenomenon was also observed
in strain Ty2 and in eight independent MK clinical isolates.
In contrast, expression of E. coli OmpC was repressed in
low osmolarity (lanes 2 and 3; NB) and favoured in high
osmolarity (lanes 5 and 6, NB + 20% sucrose), in accord
with previous observations (van Alphen and Lugtenberg,
1977, Verhoef et al., 1979; Kawaji et al., 1979). Further-
more, the same results were obtained regardless of
whether the growth temperature was 4, 20, 37 or 42°C (not
shown).

The osmolarity of NB was 176 mOsm. In comparison,
the osmolarity of a low-osmolar K m~dium (Kenredy,
1982) of M9 salt]plus casamino acids (Maniatis et al.,
1982), and of LB-rich medium (Maniatis et al., 1982) was
125, 270, and 448 mOsm, respectively. The identity o1 the
other OMP bands in Fig. 1, in both S. typhiand E. coli, was
assigned as follows: OmpF was assigned because its
synthesis was repressed in high osmolarity;, OmpA
because it showed, as in E. coli (Schnaitman, 1974),
heat-modifiable electrophoretic migration and constitu-
tive synthesis (not shown); and E. coli OmpC because of
the expression of plasmid pMY111 (Mizuno et al., 1983)
harbouring E. coli ompC.

The apparent molecular weights of the three main S.
typhi OMPs appeared greater than the corresponding
ones in E. coli. In fact, S. typhi OmpC is 11 amino acids
longer than £. colDmpC, by comparison with the amino
acid sequences derived from the corresponding ompC
nucleotide sequences (Puente et al., 1989). It is interesting
to note that the S. typhi OMP profiles did not seem to
contain a fourth major band, in the 35-45kDa range,
equivalent to S. typhimurium OmpD (Bennet and Roth-
field; 1976; Nurminen et al., 1976), an OMP that has been
recently reported to be associated with virulence (Dorman
et al., 1989).

OMP expression taken from Fig. 1. A clear assessment
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Fig. 2. Densitometric scant of the OMP electrophoretic pattarns from S,
typhiIMSS-1, and E. coliHB101 and Q359 grown in low (NB + 0%
sucrose) (a) or high (NB + 20% sucrose) osmolarity. The upper portion
shows the graphs obtained from the scans. The lower portion shows the
relative areas of the absorbance peaks (b), corresponding to OmpC (C).
OmpF (F), and OmpA (A), taking OmpaA in each lane as unit (c). The data
are the reprasentalive averages of at least three aitlerent experiments.

can be made of the constitutive synthesis of S. typhi
OmpC in low (NB + 0% sucrose) and high (NB + 20%
sucrose) osmolarity, as well as of the repression of E. coli
OmpC synthesis in low osmolarity relative to high osmola-
f'ity. The synthesis of OmpF in both bacteria was regulated
in a similar manner. I.. addition, the total amount of OmpC
plus OmpF in both conditions was almost constant for £,
coli, in contrast with what is observed in S, typhiwhere this
amount was higher in low osmolarity.

The data depicted in the figure did not exclude the
possibility that the band that we had identified as OmpC,
when synthesized in S. typhi at low osmolarity, was not in
fact OmpC, but another protein with the same elec-
trophoretic mobility. This was examined by comparing the
peptide map of this protein (Fig. 3, lane 4) with that from
the S. typhi OmpC protein, synthesized from the cloned
gene in E. coli (Fig. 3, lane 5). The electrophoretic profiles
of the peptides obtained upon partial digestion with
Staphylococcus aureus protease V8 was identical for both
proteins; in contrasté®different profiles Avese/ obtained for
£, coliOmpC, synthesized from the cloned multicopy gene
(Fig. 3, lane 3), or for S. typhi OmpF (Fig. 3, lane 2), both
being synthesized in low osmolarity., Furthermore, the
profile in lane 4 (Fig. 3) seems to correspond only to
OmpC, which eliminates the possibility that two major
proteins are superimposed in the same band.

The profile in lane § (Fig. 3) shows no major contamin-
ation with E£. coli OmpC, reflecting inhibition of the
synthesis of endogenous OMPs when cloned multicopy
omp genes are expressed, as has been observed pre-
viously (Click et al., 1988). Furthermore, the profiles of
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OmpC synthesized in high osmolarity by S. typhiand by E.
coli are identical to those shown in lanes 5 and 3 (Fig. 3),
respectively (not shown).

Synthesis of S. typhi OmpC is OmpR-dependent - -

In order to determine if synthesis of S. typhi OmpC in E,
coli required the OmpR transcriptional activator, the S.
typhi and the E. coli ompC genes, contained in plasmids
pVF27 and pMY111, respectively, were introduced into E.
coliKY2562. This strain lacks a functional OmpR, because
of a 19-amino-acid deletion, which confers on the bacteria
an OmpC-minus, OmpF-minus phenotype (Nara et al,,
1986). |

Figure 4 shows that both S. typhi (KY2562/pVF27) and
E. coli(KY2562/pMY111) OmpC were not expressed in an
OmpR-minus background. In contrast, overexpression of
the muiticopy cloned ompC genes in strain HB101
(OmpR-plus), used as a positive control, resuited in the
inhibition of endogenous OMP synthesis, as has been
described previously (Glick et al., 1988). The identity of the
S. typhi OmpC protein, in the pattern corresponding to
HB101/pVF27, was determined by analysis of peptide
maps, as in the experiment described in Fig. 3. These
results indicate that some features of the mechanism of
ompC expression such as dependence on OmpR, appear
to be shared by both bacteria. '

Discussion

We show here that there is a different etfect of medium
osmolarity on the expression of S. typhi ompC relative to
E. coliompC. Since expression of £, coliompCis favoured
at higher osmolarity and growth temperatures (van Alphen
and Lugtenberg, 1877, Verhoef et al,, 1979; Kawaji et al.,

1 2 3 4 5 kQa
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Fig. 3. Electrophoretic pattern of the peptide maps oblainec by panial

digestion with 8. aureus V8 protease of S. typhi OmpF synthesized in

low osmolarity (lane 2), E. coli OmpC synthesized in low osmaiarity from

the cloned gene infl pMY111 (lane 3); 5. typhi OmpC synthesized in low

osmolarity (lane 4), and S. typhi OmpC synthesized under iow osmolarity

L€, coli from the cloned gene in pVF27 (lane 5). E. coli OmaC was
“Thcluded as an undigested control {fane 1}
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1979; Lugtenberg et al., 1986), it has been speculated that
this could be significant when the bacterium is growing
inside a host organism, in contrast to when it is growing in
an external environmental niche, usually of lower osmola-
rity and temperature (Nikaido and Vaara, 1985). This
concept contrasts with our findings, where we could not
observe lowering of the expression of S. typhi ompC at low
osmolarity. .

Studies with E. coli ompC-lac fusions have shown that
there is a transient 3.4-fold increase in the rate of
expression for ompC, after a 10 min lag, upon shift from
low. to high osmolarity (Jovanovich et al, 1988). In
addition, it has been shown that expression of £, coli and
S. typhimurium ompCis increased in anaerobiosis, withan
overlap between the responses to anaerobic and osmotic

“stress, where DNA supercoiling may play an important role

(Ni Bhriain et al., 1989; Graeme-Cook et al., 1989). Similar
experiments with S. typhi ompC should shed more
information on the role of these and other factors, includ-
ing the carbon source (Scott and Harwood, 1980), on gene
expression. :

Most of the nucleotide sequence differences in the &'
upstream regulatory region, between S. typhiand E, coli
ompC, are contained in the more distal —195 to —333
portion (Puente et al., 1989), and such nucleotides could
be responsible for the differential expression of both
genes. In particular, a putative OmpR-binding site differs
in five out of twenty six residues. In the —1 to —333
portion, there are three putative Pribnow boxes which are
identical in both bacteria, so they appear not 4 be
involved in the different responses of the ompC genes to
osmolarity. It has been shown that a single-base mutation
in the most proximal Pribnow box of the E. coli gene
results in a high OmpR-dependent constitutive level of
expression (Ozawa et al., 1987).

We have reported here that expression of S. typhi ompC

oy 1 ""/I%P_A

in E£. coliis OmpR-dependent. Whether S. typhi possesses
an EnvZ/OmpR k‘.ignal-transducing sensor/regulator sys-

tem that persee-cemelarity/in a ditferent manner as the
c.corresponding E. coli system does, is an open question,
Interestingly, in S, typhimurium, mutations in ompA result
in attenuated virulence (Dorman et al., 1989), and avirulent
mutants sensitive to macrophage defensins map in the
PhoP/PhoQ sensor/regulator system (Miller et al., 1989).
Furthermore, it has been observed that S. typhimurium
invA, which allows penetration of tissue-culture cells and
has a role in the invasion of Peyer's patches and small-
intestine cell wall, is expressed at an eight-fold higher level
upon shift from low to high osmolarity: this phenomenon is
- influenced by changes in DNA supercailing {Galan and
Cunrtiss, 1990). However, further study will be required to
determine if our observations indicate the existence of a
specialized global genetic regulatory circuit and to
determine its role in the pathogenicity of S. typhi,

Experimental procedures

Bacterial strains and plasmids

The S. typhi strains (serotypes 9, 12, d and Vi) were the following:
IMSS-1, isolated from a patient with TF, generously donated by Dr
Jesus Kumate and collaborators (Instituto Mexicano del Seguro
Social, México DF) (Isibasi et al., 1988); Ty2, obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC No. 19430); and eight
clinical isolates of the MK series, isolated from TF patients with
ditferent clinical symptoms, generously made available by Dr
Guillermo Ruiz-Palacios and collaborators (instituto Nacional de
ta Nutricidn ‘Salvador Zubiran', México DF). The E. coli strains
were HB101, obtained from and described by Boyer and Rouli-
and-Dussoix (1969); Q359, obtained {rom and described by Karn
etal.(1980); and KY2562, obtained from and described by Nara et
al, (1986).

Plasmid pVF27, containing S. typhi ompC (Puente et al,, 1987)
was constructed in our laboratory. Plasmid pMY111, containing
E. coli ompC (Mizuno et al., 1983) was kindly made available by Dr
M. Inouye from The University of Medicine and Dentistry of New
Jersey, USA,

Bacterial growth

Bacteria were grown in Nutrient Broth (Bacto Nutrient broth; NB;
Difco) at 37°C with vigorous agitation (250 r.p.m.)in ﬂasks at least
10 times the size of the culture, up to late logarithmic phase. Low
and high osmolarity growth was when the media were prepared
without (0%) or with (20%) added sucrose, respectively.

Osmolarity determinations

The osmolarity of the various culture media was determined in an
Osmette precision Osmometer (model no. 2007; Precision Sys-
tems, Inc.). The values reported were the averages of two
readings, which varied by less than 3%.
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OMP preparations

The Triton X-100 insoluble membrane fractions were obtained
according 10 Matsuyama et al. {1984).

Polyacrylamide gel electrophoresis of OMP preparations

OMP preparations were subjected to electrophorésis {5h at
20mA) in polyacrylamide slab (14cm x 10cm x 1.5mm-thick)
- gels prepared with 11% acrylamide, 0.3% bis-acrylamide, 0.1%
- sodium dodecyl sulphate (SDS), 8 M urea, and the discontinuous
butfer system of Laemmli (1970). The gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue.

Densitometric analysis of OMP electrophoretic patterns

Scans were performed on picture negatives of Coomassie
Brilliant Blue-stained OMP electrophoretic patterns with a laser
beam densitometer from Biomed Instruments, Inc.

Peptide maps

The procedure for obtaining peptide maps was based on that
described by Cleveland et al. (1977). Briefly, the bands of interest
from an OMP electrophoretic profile were cut out of a dry gel
previously stained with Coomassie Brilliant Blue. They were
incubated with 0.1 units of S. aureus V8 protease (Sigma
Chemical Co.) per pg of protein, for 30 min at 25°C. The resulting
peplides were separated by electrophoresis (20mA, 4h) in

p—

3 polyacrylamide (15% acrylamide, 0.4% bis-acrylamide, 0.1%
O\~ SDS§)slab(14cm x 10cm X 1,5mm-thick) gels in the discontin-
J  uous buffer system fl.aemmii, 1970). They were visualizeo by

_ \I‘ staining with Coomassie Brilliant Blue.
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