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INTRODUCCION.

El surgimiento de nuevas técnicas de biologia molecular ha
permitido obtener adelantos en el estudio de determinantes de
virulencia, lo cual ha generado valiosa informacidén que podria
ayudar en el futuro a la resolucidén de enfermedades infecciosas.

La salmonelosis es un problema de salud a nivel mundial. En
nuestro pais la fiebre tifoidea (FT), una enfermedad entérica de
cardcter invasivo, cuyo agente causal es Salmonella typhi (S.
typhi), constituye un problema de salud.

S. typhi en una enterobacteria gram-negativa perteneciente al
serotipo 9,12,d, Vi. Esta bacteria penetra al organismo via tracto
gastrointestinal, usualmente por ingestién de comida o agua
contaminada con heces de humano. Durante cierta etapa de la
enfermedad, $. typhi produce bacteremia. (Finlay and Falkow, 1.989;
Calva et al., 1988).

La fiebre es la principal manifestaciédn clinica de la FT; sin
embargo, dentro de la sintomatologia comin de esta enfermedad se
presentan intensos dolores de cabeza, debilitamiento general y
diarrea (Calva et al., 1988).

S. typhi, como todas las bacterias gram negativas, tiene una
envoltura celular fomada por una membrana externa y un membrana
interna, divididas por un espacio peripldsmico. La membrana externa
estd formada en su mayoria por lipidos, lipopolisacédridos y

proteinas (Benz, 1988).



Las proteinas de membrana externa (PME), que se encuentran
expuestas a la superficie de la célula, pueden ser valiosas en el
diagnéstico de 1la FT, ya que son reconocidas por sueros de
pacientes con FT (Calderén et al, 1986; Verdugo-Rodriguez et al.,
1993a,b). Ademds, se ha reportado que estas proteinas son
inmunogénicas, es decir, son capaces de inducir inmunidad
protectora contra §S. typhi y 8. typhimurium, en modelos
experimentales en ratdén (Isibasi et al., 1988; Udhayakumar et al.,
1987).

En E. coli las PME mds abundantes son OmpC, OmpF y OmpA. Se ha
reportado que OmpA es una proteina estructural de la membrana,
mientras que OmpC y OmpF juegan un papel importante, no sélo por
formar parte de la estructura basal de la membrana, sino también
por formar poros, por lo cual reciben el nombre de porinas (Osawa
and Mizushima, 1983; Benz, 1988). De esta forma, las porinas OmpC
y OmpF en Escherichia coli, producto de los genes ompC y ompF,
respectivamente, facilitan el transporte de pequeflas moléculas a
través de la membrana por difusién pasiva, sirven como receptores
para varios bacteridéfagos y facilitan el transporte de colicinas
(Mizuno et al., 1983; Misra and Benson, 1988).

Las bacterias muestran una gran capacidad para responder a
pequeiias fluctuaciones en sus alrededores y dar una respuesta
adaptativa répida. Las seflales dentro del citoplasma y en el
ambiente son usadas para controlar la actividad celular que media

un tipo particular de respuestas (Stock et al 1989b).



En E. coli, la sintesis de OmpC y OmpF es influenciada por la
osmolaridad del medio. OmpC es preferencialmente producida en alta
osmolaridad, mientras que la expresién de OmpF es predominante en
baja osmolaridad (Van Alphen and Lugtenberg, 1977; Hall and
Silhavy, 1979). Se ha demostrado que el operén ompB, conformado por
los genes ompR y envZ, interviene en la regulacidén de la expresidn
de OmpC ¥y OmpF a nivel transcripcional.

El mecanismo molecular responsable del acoplamiento
estimulo/respuesta, a menudo involucra dos tipos de componentes:
una proteina-histidina c¢inasa (PHK), proteina sensora que detecta
estimulos extracelulares o intracelulares, la cual transmite la
sefial a una segunda proteina reguladora de respuesta (PRR); por lo
cual también recibe el nombre de sistema regulatorio de dos
componentes .

Las proteinas EnvZ y OmpR conforman un ejemplo de este
sistema. Estudios de pares regulatorios andlogos, tales como
CheA/Che¥Y, PhoR/PhoB, NR;/NR; y virawirgs Muestran gran similitud
egtructural y funcional. A. Stock vy colaboradores (1989),
repoxrtaron que hay cuatro regiones altamente conservadas en las
PHK, una de las cuales contiene el residuo His, en el cual se lleva
a cabo la fosforilacidén; las otras tres regiones se encuentran
formando un dominio homélogo de aproximadamente 100 aminoAcidos
(aa), localizado en la regidén carboxi-terminal. Ademds, las PHK
presentan regiones hidrofébicas caracteristicas de secuencias que

cruzan la membrana. Algunos de los miembros de esta familia son



EnvZ, PhoR, PhoM, CheA y NR;. Por otro lado, todas las PRR
presentan un dominio homélogo de aproximadamente 100 residuos,
localizados en la regién amino-terminal; en algunos casos, las PRR
se clasifican en tres subfamilias, definidas por la homologia entre
sus dominios C-terminal. Los pares regulatorios (PRR) ,
correspondientes a las PHK mencionadas anteriormente, son: OmpR,
PhoB, ORF2, CheY y NR;, respectivamente (Gross et al., 1989; Stock
et al., 1990).

EnvZz (PHK) es una proteina de membrana interna de 450 aa, que
existe en una proporcién muy baja en la bacteria, menos de 10
copias por célula. Su topologia es similar a la de las proteinas
transductoras quimiotdcticas de E. coli y S. typhimurium; y consta
de dos dominos transmembranales: un dominio de receptor
periplédsmico y un dominio de sefial citoplésmico, en donde se
localiza el residuos His243 sitio de la fosforilacidén. (Forst et
al., 1987). OmpR (PRR) es una proteina citopldsmica de 239 aa que
se encuentra en mayor proporcidn que EnvZ. La regidén amino-terminal
de OmpR sirve como sustrato para la fosforilacidén por EnvZ y se
piensa que el dominio carboxi-terminal modula la funcidén de unién
al DNA (Slauch and Silhavy, 1990; Harlocker et al., 1993).

Modelos propuestos para el mecanismo de regulacién de las
porinas por OmpR/EnvZ, proponen que Envz (PHK) actda como una
molécula sensora que se autofosforila en el residuo de His243
cuando la presidn osmética es alta. EnvZz fosforilada (EnvZ-P) es
capaz de transferir el fosfato a la OmpR (PRR), en los residuos de

aspidrtico en las posiciones 11, 12 y 55. OmpR fosforilada (OmpR-P)



se convierte asi en una proteina activa, capaz de unirse a regiones
especificas del DNA. (Delgado et al., 1993; Russo and Silhavy,
1991).

OmpR se une a dos diferentes motivos en el DNA, la caja A
(sitos de alta afinidad para OmpR-P) y las cajas B (sitios de baja
afinidad para OmpR-P), localizadas en las regiones promotoras de
ompF y ompC. En un modelo propuesto por J. B. Stock (1989) v
colaboradores, se describe que, en baja osmolaridad, en donde los
niveles de OmpR-P son bajos, se activa la transcripcién de ompF por
unién de OmpR-P a sitios de alta afinidad (caja A), en la regién
regulatoria de ompF. Poxr otro lado, en medio de alta osmolaridad,
la cantidad de OmpR-P es mayor, asi gque OmpR-P puede unirse a
sitios de menor afinidad (cajas B) en la regidn promotora de ompF
y ompC, reprimiendo la transcripcidén de ompF y activando la de
ompC, como se muestra en la Fig.l (Stock et al., 1989).

Cepas de E. coli, mutadas en los genes ompR y envZ, han sido
extensamente caracterizadas en un esfuerzo para entender como
controlan la expresién de OmpC y OmpF. Los fenotipos de las cepas
mutadas son muy variados y no se presentan en mutaciones
especificas; es decir, un mismo fenotipo lo puede dar mutaciones
puntuales diferentes en el mismo gene, o puede ser provocado por
una mutante en ompR o una en envZ (Stock et al., 1989 b). Por otro
lado, en experimentos en los que se removié el gene envZ, se
observé la expresién de OmpC y OmpF; esto podria explicarse
pensando que otra PHK puede actuar en lugar de EnvZ para fosforilar

OmpR (Forst et al., 1988). La posibilidad de una regulacién cruzada
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ha sido demostrada in vitro, verificando que OmpR puede ser
fosforilada por CheA o NR;; (Wanner, 1992).

Diferentes experimentos con mutaciones, han revelado que ompR
Y envZ no intervienen exclusivamente en la regulacién de OmpC y
OmpF. Entre los genes regulados por OmpR, Se encuentra una
proteasa de membrana externa opr (Stock et al., 1989). Mutaciones
sin sentido en envZ pueden afectar la sintesis de MalE, LamB y la
proteasa cpr, entre otras (Gibson et al., 1987).

OmpR y EnvZ son requeridos para la expresién normal del gene
tppB, el cual codifica para la tripéptido permeasa. Este efecto es
directamente a nivel transcripcional y no es una consecuencia de la
reduccidén en la sintesis de porinas; ademds, la expresidén de tppB
no es controlada osméticamente (Gibson et al., 1987). Otros genes
son reprimidos por un mecanismo dependiente de EnvZ/OmpR, é&éstos
incluyen a phoA y phoE, asi como los genes involucrados en el
transporte de fierro. Este mecanismo de represidén no estéd bien
entendido, pero podria involucrar la unidén de OmpR-P a sitios de
baja afinidad en regiones promotoras de los genes. (Case et al.,
1986; Lundrigan and Earhart, 1981).

Considerando los comentarios descritos anteriormente, se ha
comprobado que OmpR y EnvZz forman un sistema regulatorio
pleiotrdpico (Stock et al., 1989).

Por otro lado, se ha descrito la presencia de las proteinas
OmpC y OmpF en S. typhimurium (Sato and Yura, 1979) y se observéd
que su expresidn, en respuesta a la osmolaridad, es similar a la

descrita para E. coli (Liljestém et al., 1982 a,b; 1987). Asimismo,



se aislaron los genes ompR v envZ en esta bacteria, mostrando una
gran homologia comparados con los de E, coli ( ver tabla II,
Apéndice I). (Liljestrém et al., 1988).

En un estudio de virulencia se demostrd que mutaciones s61lo en
ompC u ompF, no afectan la virulencia de S. typhimurium en el
sigstema de ratdn, mientras gue una mutacidn en ompR presenta un
estricto efecto en la virulencia de esta cepa, siendo altamente
atenuada in vivo (Dorman et al., 1989). Por otro lado, se demostrd
gque en cepas gue llevan dobles mutaciones (en ompC y ompF),
resultaron en la atenuacién de la virulencia de una cepa de S.
typhimurium; sin embargo, el nivel de atenuacién no es el mismo que
cuando la mutacidn es en ompR, va que el efecto de egta Ultima es
mds estricto. Este hecho podria explicarse si tomamos en cuenta que
mutaciones en ompR son altamente pleiotrépicas, mientras que
mutaciones en ompC y ompF, los cuales son genes estructurales, son
especificas (Chatfield et al., 1991). Tambien tenemos informacidn,
que cepas de Shiegella flexneri mutadas en ompB se ven atenuadas en
su virulencia (Bernardini et al., 1993; 1990).

En nuestro laboratorio se observd la expresidén de las
proteinas OmpF y OmpC en S. typhi (Fig. 2); la proteina OmpF se
expresa en respuesta a la osmolaridad del medio, de igual forma que
en E. coli, mientras gue OmpC responde de forma diferente, es
decir, no reprime su expresién en baja osmolaridad (Puente et al.,
1991). Se realizd tambien el aislamiento y caracterizacidn del gene
ompC de 8. typhi y se observd que la expresién de OmpC de S. typhi

en E. coli es dependiente del activador transcripcional OmpR de E.
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coli, como se puede ver en la Fig. 3, (Puente et al., 1987; 1989;
1991). Esto nos sugirid que en S. typhi podria haber un mecanismo
de regulacidn similar al de E. coli y S. typhimurium (OmpR/Envz),
que tuviera diferencias que resultaran en una diferente respuesta

a la osmolaridad del medio.

Con base en lo descrito anteriormente, algunas preguntas que

nos gustaria contestar son:

- ¢Existe en Salmonella typhi un mecanismo de regulacidn

similar al de E. coli y S. typhimurium (OmpR/EnvZ)?

- 8i es el caso, los genes que codifican para estas proteinas
¢se encuentran agrupados en un operdn de igual forma que en
E. coli y en S. typhimurium, o se encuentran dispersos?

- ¢Qué tan parecidos son estos genes a los ya aislados en

otras enterobacterias?
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bien, conteniendo el pldsmido pVF27 (llevando ompC de S.
typhi) o pMY1lll (llevando ompC de E. coli). Las bacterias

fueron crecidas en NB + 20% sacarosa (Puente et al., 1991). °
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ANTECEDENTES

Los antecedentes producidos por nuestro grupo de investigacidn

para la caracterizacién de las proteinas de membana externa (PME)

de S.

typhi son:

La caracterizacidén inicial de las PME como inmundgenos
(Verdugo~-Rodriguez et al 1993 a,b,c).

Clonacién de los genes para las proteinas de membrana
externa OmpF-l y PhoE (Puente, 1987; Ferndndez et al., en
preparacidén) .

La clonacién y caracterizacién del gene para la PME OmpC
(Flores, 1988; Puente et al., 1987; Puente, 1988; Puente et
al., 1989).

La expresidén de OmpC de 8. typhi es diferente a la de E.
coli en respuesta a la osmolaridad del medio. Fig. 2 (Puente
et al., 1991).

La expresién de OmpC de S. typhi en E. coli es dependiente
del activador transcripcional OmpR de E. coli. Fig.3 (Puente

et al., 1991).

12



OBJETIVOS

1- Aislamiento de los genes ompR v envZ de Salmonella typhi.

2- Caracterizacidén inicial de dichos genes.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos utilizados en este estudio se

encuentran descritos en los pies de figura del apéndice.

Preparacién de proteinas de membrana externa (PME).
Las células fuerén cultivadas en medio LB (medio de Luria) y las
fracciones de membran insolubles en tritdmn X-100 fueron obtenidas,

como describe Matsuya et al (1984).

Gel de poliacrilamida para electroforésis.
La preparacién de PME fue sujeta a electroforesis (10h en 10mA), en
gles de poliacrilamida, preparados con 11% de acrilamida, 0.3% bis-
acrilamida y 6M urea. Los geles fueron tefiidos con azul brillante

de Coomassie.

13



RESULTADOS

Los resultados que cubren los objetivos de este trabajo son

descritos con detalle en el apéndice.

En resumen, la estratégia que se siguid fue:

I) Identificacién de la existencia de los genes ompR y envZg
en S. typhi, por medio de una hibridacién tipo "Southern"
del DNA de S. typhi, utilizando como sondas los genes
ompR y envZ de S. typhimurium (apéndice: Fig. 1).

II) Aislamiento de un bacteriofago recombinante, conteniendo
los genes ompR y envZ de S. typhi. Para esto se
utilizd un banco gendmico de S. typhi, en el fago lambda
1059, realizando los siguientes pasos:

a) Rastreo de fagos recombinantes que pudieran contener
las secuencias de ompR y envZ, mediante el método de
Benton y Davis (como se describe en el pie de figura
del apéndice, Fig: 2).

b) Se hacen agrupamientos de fagos (cinco fagos por
grupo), utilizando fagos alrededor de la seilal
positiva por hibridacidén, en el muestreo anteriox.

c) Digestién del DNA de los grupos de fagos con
enzimas de restriccién e hibridacién tipo "Southern*

utilizando como sonda ompR y envZ de S. typhimurium,

14



para identificar si alguno de 1los agrupamientos
contiene un bacteriéfago que llevara las secuencias

buscadas, (apéndice: Fig.2 lineas a, b, cy 4d).

d) Eleccidén de un agrupamiento que did seflales positivas

e)

£)

de hibridacidén (apéndice: Fig.2 lineas d). Este
agrupamiento se amplificd y se utilizdé para separar
fagos individuales que pudieran contener las

secuencias buscadas (como se describe en el inciso a).
El DNA de los fagos individuales se digirié con
enzimas de restriccién y se determiné si contenian
ompR y envZ por medio de hibridacién tipo "Southern",
utilizando como sondas ompR y envZ de S. typhimurium.
Algunos de los fagos mostraron el mismo patrén de
restricecidén (Fig. 4) e hibridaron de igual forma con
ompR y envZ de S. typhimurium, por lo que concluimos
gque se trataba del mismo fago. A este fago se le

designé MB2. (apéndice: Fig. 3}).

IT1Y) Aislamiento y c¢lonacidén de los genes ompR y envZ de S.

typhi.

a)

Se purificaron fragmentos de DNA conteniendo ompR,
envZ y ompB de S. typhi. Esto se realizd digiriendo
el fago MB2 con EcoRI/SacI, de donde se obtuvo un
fragmento de 1.3kb que contiene el gene ompR; con
BglII obtuvimos un fragmento de 3.0kb que lleva el
gene envZ; y con Sacl un fragmento de 4.2kb que

contiene el operdén ompB completo. Los fragmentos

15



Patxrén de restriccidn del DNA de los bacteriéfégbé
recombinantes individuales digeridos con EcoRI/SacI (Panel A) '

y con BglII (Panel B). Lineas 1-8, fagos individuales; linea'

9, marcador de peso molecular.




v)

b)

fueron detectados por hibridacidén tipo “Southern",
utilizando como sonda ompR, envZ y ompB de S.
typhimurium. (apéndice: Fig. 2, lineas e y f).

Se subclonaron los fragmentos purificados en vectores
tipo pldsmido pUC, obteniendo los plésmidos pIM12,

pIM1i8, pIM25, pIM26 y pIM30 (apéndice: Fig. 3).

Secuencia y Andlisis de la secuencia.

a)

b)

Se obtuvo la secuencia nucleotidica de los genes
clonados, por el método de secuenciacién de doble
cadena de Sanger (apéndice, Fig. 4).

Se analizé la secuencia nucleotidica usando el
programa GeneWorks (Intell, Genetics, Inc., Mountain
View, Ca., USA); (apéndice: seccién e, Tabla II y III

y Figs. 4, Sy 6).

17



DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Al inicio de este trabajo se planteron varias preguntas, de la
cuales ahora podemos dar respuestas.

En S. typhi existe un operdn ompB equivalente al descrito para
E., coli y 8. typhimurium (Udhayakumar and Muthukkaruppan, 1987;
Liljstrém et al., 1988), el cual se aisldé y caracterizé. La
discusién detallada de la secuencia se hace en la seccidén e, del
apéndice. Se observé una gran similitud entre el operén ompB de S.
typhi, S. typhimuriumy E. coli. Sin embargo, el hecho de gue sean
tan similares no descarta que los genes ompR y envZ estén
involucrados de forma diferente en la regulacién de la expresidn
del gene ompC de S. typhi en respuesta a la osmolaridad; ya que se
ha observado en mutantes de E. coli reportadas (Tabla I), que
cambios puntuales en ompR o envZ, gue producen un cambio a nivel de
aminodcidos (aa), resulta en un cambio en el fenotipo de PME en
respuesta a la osmolaridad (ver Tabla I).

Un primer planteamiento nos conduce a preguntarnos si el aa
354 de .la proteina EnvZ de S. typhi puede estar involucrado en la
diferente respuesta regulatoria de la proteina OmpC (apéndice:
Tabla III). Si analizamos la Tabla I, podremos notar que en EnvZ de
E. coli, la mayoria de las mutaciones reportadas se encuentran
cercanas al residuo His243 (residuo blanco de la fosforilacién) y
sSélo una mutacién cae alejada de esta regién, la mutacidén envz30,
la cual cambia Tyr35lSer. Ademds, las mutaciones reportadas en OmpR
de E. coli no estdn localizadas en una regién especifica, sino que

se encuentran dispersas a lo largo de la proteina. Cabe hacer notar
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TABLA I.
Mutaciones en el operén ompB que afectan la expresién de OmpC y OmpF en E. coli.

GENE Y CARACTERISTICAS ALELO MUTACION FENOTIPO REFERENCIA
ompR ompR AspllAla ompC* ompF* Delgado et al., 1993.
717 nuclebdtidos. ompR Aspl2Ala ompC* ompF*  Delgado et al., 1993.
Codifica para una ompR Aspl2Gln ompC* ompF  Brissete et al., 1991.
proteina de 239 aa. OmpR36 Argl5Cys ompC° ompF  Nara et al., 1986a,b.
Residuos importantes ompR44 Arg71Cys ompC™" ompF“*' " Nara et al., 1986a,b.
para la ompR Asp55Gln ompC* ompF~ Nekashima et al., 1991.
fosforilacidn: OmpR Asp55Ala ompC* ompF* Delgado et al., 1993.
Asp 55, 11 y 12. ompRY6A Glu96Ala ompC- ompF  Nakashima et al., 1991.
ompR115s ArglliSSer ompC~  ompF Nakashima et al., 1991.
ompR20 Argl50Cys ompC ompF* Nara et al., 1986a,b.
ompR101 Glyl64 a ompC ompF  Nara et al., 1986a,b.
Argl82
ompR119 Val203Met ompC~ ompF° Nara et al., 1986a,b.
ompR Val203Gin ompC ompF®  Harlocker et al., 1993
envz envz Alal93val ompC' ompF  Harlocker et al., 1993.
1350 nucledtidos. envZ Glu2l2Lys ompC* ompF~  Harlocker et al., 1993.
Codifica para una envz3 Ala219val ompCt* ompF*  Waukan and Forst, 1992,
proteina de 239 aa. envz Gly240Glu ompC®  ompF Waukan and Forst, 1992.
Residuo importantes envz473 Val241Gly ompC* ompF  Waukan and Forst, 1992.
para la envZll1 Thr247Arg ompC* ompF  Waukan and Forst, 1992.
fosforilacidn: envz Arg253His ompC* ompF  Harlocker et al., 1993.
His 243. envz30 Tyr3Siser ompC* ompF® Kanamaru et al., 1989.

A g~ R+ N1 4
ry

: expresién similar a la de E. coli silvestre (se regula segtn
: no hay expresién (en ninguna condicién de osmolaridad).

: expresién constjtutiva (se expresa en baja y alta osmolaridad).

: expresién similar a la de E. coli silvestre pero en menor cantidad.
: expresién constitutiva pero un poco reducida en baja osmolaridad.

: expresién similar a la de E. coli silvesstre pero no se reprime por completo en baja osmolaridad.
: se expresa en alta osmolaridad y se reprime en baja osmolariadad.
: mutaciones puntuales dirigidas; las gue no estdn marcadas son esponténeas.

la osmolaridad del medio).



que la mayoria de estas mutaciones fueron expontdneas. Ademds la
Tabla III del apéndice nos muestra que la proteina OmpR, a nivel de
aa sélo tiene dos cambios entre S. typhi, S. typhimuriumy E. coli,
mientras que EnvZ presenta veintidos. S6lo uno de éstos, en la
posicién 354, es diferente tanto en la EnvZ de E. coli como en la
de S. typhimurium; los demds se conservan con una o con la otra.
Esto nos sugiere que la diversidad genética de EnvZ es mayor que la
de OmpR.

Por otro lado, en la misma forma gue los cambios cercanos al
residuo conservado His, en las PHK, afectan a la expresidn de las
PME (Tabla I), la simple sustitucidén Tyr35lSer en EnvZ de E. coli,
adyvacente a una de las cuatro secuencias conservadas en los
miembros de la familia de EnvZ, la secuencia Asn343-X-X-X-Asn-Ala,
dié como resultado la perdida de la capacidad de fosforilar y
defosforilar a OmpR. Estos resultados sugieren que esta regidn
puede tambien jugar un papel importante en 1la reaccidén de
fosfotransferencia EnvZ-OmpR (Kanamaru et al., 1989).

El cambio de aa Gly354Cys en S. typhi (ver apéndice: Tabla
III), sSe encuentra en la misma regién que la mutacién Tyr3SlSer de
E. coli, por lo gque este cambio podria tambien estar involucrado en
la reaccién de fosfotransferencia EnvZ-OmpR. Por otro lado, no es
un cambio por un aa equivalente; por el contrario, el cambio es por
un aa (Cys) con un grupo lateral sulfhidrilo, muy reactivo. Al
analizar la secuencia, encontramos la presencia de un sélo residuo
mids de Cys, en la regidn de esta proteina que se propone se

encuentre en el citopldsma. Asi, el cambio de Gly354Cys podria
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traer como consecuencia la formacién de un puente disulfuro y esto
provocar un cambio conformacional que, a su vez, dé como resultado
que la respuesta regulatoria sea diferente, o bien, pudiera ser que
debido a la reactividad de este grupo hubiera interacciones con
otros factores en el medio que alteren el mecanismo de regulacidn.

La formacién de enlaces disulfuro entre residuos Cys ha sido
estudiado extensamente, algunas proteinas qQue contienen enlaces
disulfuro en su doblamiento conformacional, requieren este, para su
estabilidad. Pocas proteinas citopldsmicas son conocidas que formen
puentes disulfuro, esto es debido a las condiciones redox del
ambiente, que en el citoplasma son muy reductoras y la formacidn de
un enlace disulfuro provee méds estabilidad a un doblamiento
conformacional en un ambiente oxidante. Sin embargo, la
conformacidn de la proteina puede estabilizar el enlace disulfuro
entre dos residuos Cys, ya sea por interacciones de carga,
formacién de puentes de hidrégeno u otros (Creighton, 1993). En
este caso, en la regién citopldsmica de la proteina hay 38
aminod&cidos polares, 25 con carga positiva y 30 con carga negativa,
lo cual puede propiciar interacciones polares y/o de carga que
cologuen a los residuos Cys en posiciones cercanas, de tal manera
gque pueda formarse el enlace disulfuro.

La importancia del cambio en el aa 354 de EnvZ debe ser
determinada, para lo cual, una primera estrategia es hacer
mutaciones sitio dirigidas, cambiando el residuo Cys 354 por Gly
que es el aa que se encuentra en E. coli y en S. typhimurium, para

ver su efecto sobre la expresién de ompC en respuesta a la

21



osmolaridad. Asi mismo, se pudieran realizar los cambios
respectivos en E. coli v S. typhimurium.

Por otro lado, la regulacién de OmpC y OmpF de S$. typhimurium,
reportada por el grupo del Dr. Tapio Palva (1982a,b; 1987) vy
colaboradores, no ha podido ser reproducida en nuesto laboratorio,
por lo que las diferencias en EnvZ observadas en el apéndice: Tabla
ITI, a nivel de aa de S. typhi con respecto a E. coli (y
conservadas con S. typhimurium), deben ser consideradas.

Otra forma para estudiar si ompR y envZ de S. typhi
intervienen en la diferente expresién de OmpC, con respecto a la
osmolaridad, es mediante ensayos de complementacién. En el
laboratorio contamos con varias cepas que presentan mutaciones en
ompR © envZ, lo que les confiere un fenotipo de PME diferente al de
una cepa tipo silvestre (Tabla II y Fig. 5). A este respecto,
podemos realizar ensayos de complementacién transformando estas
cepas con los pldsmidos qgue lleven los genes de S.Atyphi Yy ver que
efecto causa en el fenotipo, en diversas condiciones ambientales.
Sin embargo, se debe tener cuidado con este experimento, ya que se
ha visto en experimentos similares, realizados por otros grupos,
que el efecto en el fenotipo puede ser alterado por muchos
factores, tales como el efecto multicopia de genes clonados y las
condiciones de crecimiento.

Para realizar los experimentos de complementacidn, se debe
contar con los controles adecuados, tales como los genes ompR y
envZ de E. coli y S. typhimurium, las cepas silvestres, y, de

preferencia, que los genes se encuentren en un vector comin y de
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Tabla II.

Cepas Bacterianas.

Cepa Genotipo Fenotipo Referencia
E. coli i :
»  MC4100 F-, delta(lac) Ulé69araD139, rpsL150, OmpC*', OmpfF* Hall and Silhavy, 1981a.
relAl, thiA, £lbB5301, ptsF25,
derivada de E.coli K-12
¢ MH760 MC4100, ompR472, malQ*, recA OmpC~, OmpF® Mizuno et al., 1988.
¢ MH1461 MC4100, envZll malQ', tpo” OmpC®, OmpF~ Hall and Silhavy, 1981la.
¢ MH1160 MC4100, ompR101 OmpC”, OmpF~ Nara et al., 1986a, b.
¢ MH225.101 MC4100, ompR101, ®{ompC’-lacZ’)10-25 OmpC~, OmpF- Russo and Silhavy, 1991.
¢ MH513.101 MC4100, ompR101, ®(ompF’-lacZ’}i6-23 OmpC , OmpF~ Russo and Silhavy, 1991.
S. typhi
» IMSS 1 9,12,43,vi serotype clinical strain OmpC*, OmpF* Puente et al., 1987.
+ : expresién similar a la de E. coli silvestre {se regula segin la osmolaridad).
- : no hay expresién en ninguna condicién de osmolaridad.
C : expresién constitutiva (se expresa en baja y alta osmolaridad).
& : fusién.
» : cepas tipo silvestre.
¢ : cepas mutadas en ompB.



Fig.5 Patrdén electroforético de preparacionesAae PME de S. typhi
MH760 {(linea 3);
4); MH1160 (linea 5); MH225.101 (linea 6) y MH513.101 (linea
7). El genotipo y fenotipo de cada cepa se describe en la
Tabla II. Las posiciones de OmpC, OmpF y OmpA, se muestran eng
el margen izquierdo para 8. typhi y en el margen derecho paraf

E. coli. Las bacterias fueron crecidas en medio LB.



bajo nimero de copias. En muchos estudios de complementacién, se ha
encontrado gue un gene ompR clonado en plésmidos multicopia es
dominante al del cromosoma en la respuesta a la osmoregulacidn. Sin
embargo, la expresién dominante de los genes clonados en plésmidos
multicopia no fué siempre el caso. Se observd una expresidén
dominante de fenotipos OmpF, OmpC~, en ciertos casos, dependiendo
de las mutaciones y las complementaciones (Nara et al., 1986).
También se ha observado que la sobreproduccién de la proteina OmpR
(del gene ompR clonado en un vector de alto numero de copias)
resulta en la sintesis contitutiva de OmpC, ain en cepas llevando
una mutacién en envZ. (Slauch et al., 1988).

En otros experimentos de complementacidn, usando los genes
ompR o envZ de S. typhimurium, se transformaron cepas mutadas en
estos genes con un fenotipo OmpF~, OmpC~, de E. coli y &S.
typhimurium. Las cepas complementadas no presentaron un fenotipo
claro; sbélo cuando fueron transformadas con el operén ompB completo
se obtuvoe la expresidén normal de las PME, dependiente de 1la
osmolaridad del medio. (Liljestrém et al., 1982 b}.

Con respecto a las condiciones de cultivo, la expresién de
ompC es favorecida en presencia de una fuente de carbono
fermentable, alta salinidad, alta temperatura y anaerobiosis (Hall
and Silhavy, 1981; Csonka, 1989). Por lo tanto, se debe poner
atencidn, tanto para plantear un experimento como para interpretar
los resultados, en las condiciones de cultivo y en la fase de
crecimiento en la gue se toman las bacterias. El desarrollo de los

puntos anteriores nos dard la pauta para determinar la
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participacién de OmpR y EnvZz en la diferente expresién de la
proteina OmpC, en respuesta a la osmolaridad.

La informacidn proporciocnada hasta ahora sobre la importancia
de OmpR y EnvZ, en la regulacién osmética de las PME, asi como su
efecto pleiotrépico e implicacidén en la virulencia de las cepas,
nos sirve de fundamento para comenzar nuevos estudios en $. typhi
con los cuales se esclarezca la participacidén de estas proteinas en

cada caso.
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SUMMARY

In order to better understand the regulation of Salmonella
typhi OmpC, a major outer membrane protein whose synthesis is not
repressed at low osmolarity as in Escherichia c¢oli (E. coli)
(Puente et al., 1991), we haved isolated and done an initial
characterization of the regulatory ompB locus from S. typhi. The
comparison of S. typhi ompB with the respective E. coli and
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) sequences, revealed that it
is highly conserved, also constituted in S. typhi by an ompR and an
envZ gene. The coding regions overlapped by €four base pairs,
corresponding to proteins OmpR and EnvZ of 239 and 450 amino acids
(aa), respectively. The similarity between ompB of S. typhi and E.
coli was 86.7%, and between ompB of S. typhi and S. typhimurium was
98.7%. The alignments also revealed the conservation of some
important aa, such as Asp55 of OmpR and His243 of EnvZ. Only one
change, Gly354Cys of S. typhi EnvZ, was different with respect to

ompB of both E. coli and S. typhimurium.



INTRODUCTION

Typhoid fever in man is the clinical manifestation of a
generalized infection by $. typhi, a gram-negative entercbacterium
that enters the body via the gastrointestinal tract. The bacteria
adhere and penetrate to the intestinal epithelium, and then they
are ingested by macrophages and transported to the
reticuloendothelial system, where they multiply and propagate
throughout the organism (Finlay and Falkow, 1989; cCalva et al.,
1988).

The outer membrane of S. typhi, as in S. typhimurium and E.
coli, contains a set of abundant proteins, called porins, which
function as passive diffusione channels for small hydrophilic
molecules (Nikaido, 1992). Outer menmbrane protein (OMP)
preparations have elicited active inmmunity in mice against S.
typhimurium 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 values
(Calderon et al., 1986; Verdugo-Rodriguez et al., 1993a,b,c).

Bacteria have shown a great capacity of response to small
environmental fluctuations, one of them being osmolarity, which
influences the expression of E. coli porins, OmpC and OmpF (Forst
and Inouye, 1988). OmpF is preferentially expressed in media of low
osmolarity, whereas OmpC expression is increased in media of high
osmolarity (Van Alphen and Lugtenberg, 1977). The E. coli ompB
locus, which contains two distinct genes, ompR and envZ, has been
identified as the locus that regulates OmpF and OmpC expression at

the level of transcription (Hall and Silhavy, 1981a,b). The



ompR/envZ genes from S. typhimufium havé also been isolated and
sequenced (Liljestrém, et al., 1982 a, b).

EnvZ and OmpR belong to a groﬁp of two-component regulatory
factors, that respond to environmental stimulus (Ronson et al.,
1987; Mizuno and Mizushima, 1990). OmpR, a cytoplasmic protein, is
the activator that binds to both the ompF and ompC promotors
(Mizuno et al 1988; Norioka et al., 1986). EnvZ, a inner membrane
protein, is thought to sense an enviromental osmotic signal and
then to modulate the OmpR function (Hall and Silhavy, 1981 b;
Matsuyama et al., 1986; Slauch et al., 1988).

The S. typhi ompC gene was isolated and characterized in our
laboratory. It codes for a major outer membrane protein (Puente et
al., 1987; 1989). In S. typhi, in contrast with what happens in E.
coli, OmpC has been observed to be expressed at the same level,
both at low and high osmolarity. However, the expression of S.
typhi ompC is dependent on the E. coli OmpR transcriptional
activator. On the other hand, the synthesis of OmpF in both
bacteria was regulated in a similar manner. (Puente et al., 1991).
These findings suggested differences between the mechanisms of
osmoregulation of gene expression in both bacteria although common
effectors appeared to be shared.

We have encountered that S. typhi possesses an Envz/OmpR -like
signal-transducing sensor/regulator system, simiiar to, the
corresponding ompB locus in E. coli and S, typhimurium. In this
paper, we describe its identification, isolation, and initial
characterization. Various bacterial strains and plasmids used for

this purpose are listed in Table I.



TABLE I

Bacterial strains and plasmids

Strain/plasmid

Genotype

Reference

E.coli HB101

S.typhi IMSS-1
S.typhimurum LT-2

S.arizonae INN-1
Plasmids

pPLH62

DPPLH6G5

puUC19
puCls

F-del (gpt-proa) 62 leu supE 44

ara 14 gal K2 lacy 1

del (mcrC-mrr) rpsL 20(Sm?)

xyl-5 mtl-1 recA-13

9,12,d,vi serotype clinical strain
Reference strain,

Herzberg strain (SL937)

Reference strain

Ap?; cosmid vector, pHC79;
cloned gene, ompR.

Ap*; cosmid vector, pKN410;
cloned gene, enva.

Ap?

ap?t

Maniatis et al., 1982.

Puente et al., 1987.
Provided by Dr. B. Stocker
Stanford University.

From the Instituto
Nacional de la Nutricién,
México City.

Liljestrom et al., 1982 a.
Liljestrém et al., 1982 b.

Yanisch-Perron et al, 1985.
Yanisch-Perron et al, 1985,

Ap® Ampiciline resistent
sm® Streptomycin



RESULTS AND DISCUSSION.
(a) Identification of the regulatory ompB locus of S.typhi.

To identify the existence of an ompB locus in S. typhi,
homologous to S. typhimurium ompB (Sato and Yura, 1979), plasmids
PPLH62 and pPLH65 were used (Liljestrdém et al, 1982) for obtaining
heterologous probes, as described in Fig.l. By the method of
Southern (Southern et al., 1975), S. typhimurium ompR and envZ
genes hybridized to a 1.3kb band of S. typhi genomic DNA, cleaved
with EcoRI/SacI (Fig.l, Panel A, lane b) and with a 3.0kb band of
S. typhi genomic DNA, cleaved with BglII, (Fig.l) respectively. In
the same conditions Salmonella arizonae (S.-arizonae) genomic DNA
hybridized with weak intensity (Fig.l, Panel A and B, lanes c¢), and
with E. coli genomic DNA it did not hybridize (Fig.l, Panel A and
B, lanes d). If we used less strict conditions of hybridization,

the E. coli genomic DNA also hybridized.

{(b) Isolation of the S. typhi ompR and envZ genes.

Screening of anthe $. typhi genomic library, constructed in
bacteriophage lambda 1059 (Puente et al, 1987), provided
recombinant bacteriophages which carried the 1.3kb EcoRI/SacI band
and the 3,.0kb Bglll band (Fig 2, Panel A and B, lanes 5 and 6)., One
phage, designated MB2, was chosen for further analysis (Fig. 3,

Panel A).

(¢) Restriction endonuclease map.
The restriction endonuclease map of the insert, containing the

ompB locus was constructed. Comparison of the S. typhi ompB operon



PANEL A PANELCB ™"

o b - —%3.0 kb

8. arizonae and (d) E. ceoli, digested with EcoRI/Sstl and hybridized with the S.

typhimurium ompR gene (Panel A); or digested with BglII and hybridized with the &S.
typhimurium envZ gene (panel B). MBETHODS. Chromosomal DNA was extracted and
purified, from a culture grown overnight, essentially as described by Pitcher et al.
{1989), with exception that after the cells were lysed with guanidium thiocyanate,
RNase A was added to a final concentration of 50 pg/ml and the suspension was
incubated for 15 min at 4°C.

For the preparation of radiactive probes, plasmids pPLH62 and pPLH65, containing
the §. typhimurium ompR and envZ genes, respectively (Liljestrém, 1982), were
digested with EcoRI/SacI and with BglII, respectively. The resulting fragments were
separated by agarose gel electrophoresis, and those containing ompR (1.3kb) and envz
{3.0xb) were purified by the Geneclean assay (Biol01, La Jolla, Ca, USA}). They were
labelled with (alpha-?’P)dCTP (3000Ci/mmol; Amersham, U.K.} to 5X10° cpm/yg, using
a commercially available nick-translation kit (Amersham International, amersham,
U,K.), as recomended by the manufacturer. Southern-blot hybridization was done with
fifty nanograms of digested chromosomal DNA from each strain (Southern et al.,
1975). The filters were subjected to a pre-hybridization prosedure by incubating for
4h at 42°C in 5X 8SC, 10X Denhardt solution (1X Denhaxdt is 0.02% each
polyvinylpyrolidone, Ficoll 400 and bovine serum albumin), 50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1
ng/ml of heat-denatured calf thymus DNA and 40% formamide. The DNA was hybridized
for 16h at 42°C, in a fresh solution of identical composition, containing the
labeled DNA probes (10° cpm per lane), 0.1% SDS and 1.0 mM EDTA, Subsequently, the
filters were washed once for 20 min, at 65°C, with 0.1X $SC/0.1% SDS, dried and

autoradiographed.




|

PANEL A

a b c d e f.
-
PANEL B o -
- 4' . i . 30
a b c d e f

E-g?;?.mvébﬁthern blog_ﬁyiorldizatlon-of DNA from dif‘féfén‘t; péo'ls of five recom'bix.-nant
phagesg, or else of DNA from a single recombinant phage, digested with EcoRI/SstI and
hybridized with the §. typhimurium ompR gene (Panel A), or digested with BglII and
hybridized with the S. tlvph.imurium envZ gene (panel B). (a) poel 1, (b) pool 2, (c)
pool 3, (d) pool 4, (e) phage 1 and (f) phage 2; METHODS. A Salmonella typhi
gene library, in bacteriophage lambda 1059 (Puente et al., 1987), was used for the
screening of recombinant bacteriophages by hybridization as described by Benton and
Davis (Maniatis et al., 1982) with the exception that the denaturing solution was
0.2M NaOH/1.5M NacCcl, the neutralizing solution was 0.5M Tris-HCl pH 7.5/3M Nacl, and
the filters were rinsed in 2X §SC (3M NaCl and 0.3M sodium citrate, pH 7). The DNA
on the filters was hybridized with the radiactive DNA probes as described for the
Southern-blot hybridization (see Fig.1l), except that the washing conditions were 1X
S8C/0.1% SDé, 50°C. Phage plagues around the hybridization signal were pooled, the
pool of bacteriophages that presented the appropriate hybridization signal was
chosen (‘pool 4, lanes 4d) for the isolation of individual bacteriophages as described

above. Two of them hybridized with both probes (lanes e and f).



with its counterpart in S. typhimurium (Liljestrém et al., 1988))
revealed the conservation of the all tested restriction sites. Only

one BgllI site was added to the restriction map (Fig. 3, Panel A).

(d) Plasmid Subcloning

The 1.3kb band, containing ompR, was subcloned into the EcoRI
and SacI sites of pUCLY9 and pUCl8, to construct plasmids pIM12 and
pIM18, respectively. The 3.0kb band, containing envZ, was subcloned
into the BamHI site of pUCl9 to construct plasmid pIM30. (Fig. 3,
Panel B).

Also, the 4.2kb insert, containing ompB (see Fig. 3, Panel A),
was subcloned into the SacI site of pUClY9, to construct plasmids
pIM25 and pIM26. The subcloned plasmids have the structure shown in

Fig. 3, Panel B,

(e) DNA Sequence determination and analysis.

The sequencing strategy for the ompB region of S. typhi is
shown in Fig. 3, Panel B. The entire nucleotide sequence and the
amino acid (aa) sequence, deduced, from the nucleotide sequence,
are shown in Fig. 4. The S. typhi ompR and envZ genes are
conforming an operon, in the same way as in S. typhimurium and E,
coli (Hall and Silhavy, 1979; Liljestroém et al., 1982). The open
translational reading frames are in the same orientation (Fig. 4);
they also code for a 239 aa OmpR protein and for a 450 aa EnvZ
protein. The sequence of S. typhi ompB was compared with the
corresponding sequences of E. coli and S. typhimurium (Mizuno et al

1982 a,b; Liljestréom et al., 1988). The homology between the
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Fig.3. Panel A. Restriction endonuclease map of the ompB region of S. typhi in recombinant
" phage MB2; the continuous line comprises the region that carries the ompB operon, the dotted
line represents the other part of the DNA insert of S. typhi and arms of the bacteriophage
lambda 1059 vector. Panel B. Simplified map of the constructed plasmids and sequencing
strategy of the S. typhi ompR and envZ genes. Standard procedures (Maniatis et al., 1982)
were followed for subcloning DNA fragments from recombinant bacteriophage lambda 1059 into
pUC19, only in the case of pIMl8 was vector pUCl8 used. For more details on this

construction, see Results and Discussion, section (d). For the sequencing strategy,

horizontal arrows indicate the direction and extent of segquencing from each site.All
distances are in kb; N-envZ represent amino-terminal of envZ gene and C-ompR represent

carboxy-terminal of ompR gene.
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TTTCGCACACGGGGCATAACGTGATCG TCCOGACAGAATAAATAATAGGGTTGCCCATTAATTGTATATTTAAGCTGCTG TTARATATGCTTIG TAACAATTTAGCCTGAAATTCATACC
}\GN\T"KCC’IGG‘ICACTCACG‘ICA\:CP‘PPYPMGMTACACAC'ITAC}\T‘NTTGCGA)\CCTI'IGGGAGTACAGACAA’XCCAAGAGAQTI‘AITMGATICNGMWNNACGATAN
1 RB M Q E K I LVVDDUDM
CGTCTGCGGGCGCTACTCGAACG TTATCTGACCGAGCAGGGCTTCCAGGTTCGAAGCGTCGCTAACGCCGAGCAGATGGATCG TCTCCTGACCCGTGAATCTTTCCATCTCATGGTACTG
R LRALLERTYTLTEAOQGT FQVRSYVYANAEOQMDRLTLTRETSTFHLMVYVILEL
GATTTAATGCTCCCAGGTCAAGATGCTCTCTCGATTIC TCGTCGCCTGOGTAGTCAAAGTAATCCAA TGCOGATCATTATGG TCACGGCGARGGG TGARGAGE TTGACCE TATCGTCGGE
0D LML PGEDGLSICRRILRSQSDNPMPIIMYVTAIEKGETEV VDR RTIUVSGE
C‘l‘GGMA’I‘CGGCGCCGA’K:ACTACA’I’KCTMACCGTT‘TMCCCGCGCGAGC‘XCTIGGCGCGTATCCGCGCCGNCTI\CGTCGTCAGGCAMCGMC’IGCCCGGCGCGCCG’ICGCAGGN\
L EI 6GADUDY K LLARIRAMYVLRROANTETLZPGAMATPS SO QE
GI\GGCCG”'I‘ATCGCG’I‘ICGGTMG"'I‘CAAAC'I\GMCC'DCGGTACGCGCGAGATGTICCGNMGAICMCCGA'ICCCGC’K;ACCAGCGGGGAGTINCGGT}\C’LGAAAGCGTI’AG’I’CI\GC
E I AFGEKT FKLNLGTREMTFHR D EP M P T G E F K A
CAKCGCGCGAGCCGCTCTCI‘CGCGRCAACCTGA’XGJ\I\’X‘C’X‘GGCCCG'ICGCCGCGAGTATTCCGCGA'ICGMCGC'KCATCGACGTCC}\GATCTCCCGCC’ICCGCCGTI\TGG’!VSG}\AGM
P L SRDIXULMNTLAR R I DVQISRLRRMYVETE
GA‘I‘CCGGCGCATCCGCG"TATAT‘CAGACCGTA muwu. TGGGC! u\u.'u. T 1 TG U\CCGG}\CGGTI‘CTAMGCA'XGAGGCGM’NCGC‘I‘TCTCGCCGCGMG’TCAMCCCGC}\CG
D PAHPRYTIOQT G L G YV FV P DG S K

MRRMRFSPRSSFART
CTGTTGCTCATCC TCACCTTIGCTG TTCC TCAGCCTGG TGACGACCTACCTGG TGGTGC! LbAA(.L TCGCGATTT AuLLbAGCCTCCAGCRGmMTMGG’ImmACGMGm
L L L IVTLLFBSULVTTYTULVVL F AITLTP Q Q N KV L A Y E V R
A'IYSC'ICATGACCG)\TMGC‘IGCN\C"‘GGAGGACGGCACGCAG‘I'IAGTCG’NCCGCC'IGCGTI'ICGCCGGGMA‘IY.‘I‘ATCGCG}\GC'I‘GGGG}\’I‘CI’CTC’I‘CTACJ\CCMCGMGCCGC‘IGM
L ¥ T Qg L E D T QL VVP?PPAFRRETIVYRETLGTISTULYTDNTEHARAARAMSTE
GI\GGCCGGGCNCG”:[CGGCGCI\ACACTACGM’I"C’H‘MGCCACCAGA’IGGCCCAGC‘AA’IT)\GGCGGCCCGACGGMGNCGGG"I‘GRGGTCN\CAAAAGCICGCCCGI‘CGW
EAGLRWAOQUHYETFL Q Q0 P TE VRV V N K S S PV
AN\ACCTGGC'ICKGCCG\ATA"‘C'ICGG’NCGCG‘lY:CCGC’IGACCGAGI\"'ICA"’CAGGGCG)\T"IT&'C’K:CGC‘ITITCCG‘ITACACGC’ICGCGI\TCA‘IGCTCC’IGGCGATAGGCGGCGCG
X T W L 8 2 N I WV v P EI HQGDTF S PLFRY TLATIMLLAMTILIG
'IGGC"C"T"A‘I"CGTATACAGMC)\GACCG"'I‘AGTGGNI‘C’I'IGMCA"‘GCCGCCTNCAGGTAGGGAAGGG)\ATIA‘I‘I‘CCGCCGCCGC’IGCG’IGMTA’XCGCGCX‘TC’NAGGTGCGCTCT
W L F I I0Q L VDLEHAALUGQYVGKGTIIPZ?PPLTR REY A S EV R S
GTGACCCOGGCGTTI‘MCCATA’I‘GGCAGCCGGCG"I.‘GAAGCA:\T'IUGCCGA’IGACCGTACGCTATTGI\'ICGCGGGCGTCAGCCJ\CGAC’J’H\CGCACGCCGC’IC}\CCCGTI\TI‘CGTCTGGCG
A N BE M A V K QL A D L MAGV S HDULRT L R L A
ACGG}\GATGA'MGGCGAGGMGN‘ GGTT)\TCTCGCGGAG"‘CGATCMT)\MGACI\TCGMGAG’KGTMCGCCA'I'I‘ATCGMCAGTI'I‘A’HGACEAWNCGTACCGGTCAGGMATGCCA
T M G EEDGVYLAESIDNIEKDIETEU CNATITIET QTFID Q E M
A"‘GGRGATGGCGGATC’ILI\ATI‘C‘G"‘GC‘GGGCGAGG'I‘G}\’I'}.CCGGCGGAMGCGGC'I'ATGAGCG'IGAGA'ITAACAC’ICCGC'I'I‘LAGGCAGGCAGCATCCAGGNMMTGCACCCGCTC
M EM¥ A DULNGS VL E A A G R N Q A I Q K M H
TCGM’I‘ML-LU.LL&:L'.\\,&,LMATMU.,mbn./\.l\.\LyLx\au_n.u.xMGGCAAC‘KGC'ICGM'X'MGGI\:AGCAGCGGCACCGAG"CGCATCGCGCC’!CGTI‘CCAGGTAGMGANACGGG
S I X RAVANMYVVNARBMRYGN WIUKUVSSGTESUHRAWGTU OQVETDTDG
CCGGGCA'I"AAGCCGGAGCAGCC TAARCA AC’IG'I'K:CAGCCm'mCGCGGCGAQAGCGCCCGTAGCACCAGCGGCACAubm. TGGGGCTGGCGATTG TGCAGCGCATTATCGATAARC
P EQREKHLFQPF VRGD T $G TGULGULAIUVQRTITIDN
CA’D\ACGGGATGC"GGAGATZGG&ACCAGCGI\GCGIGGCGGATIG'!‘CGA’I"‘CGDGCC‘XGGCTACCGGT‘CCTGNGCTCGCG’I‘CCAGGGGACGI\CAAMGMGCAWGI‘MGGGAGGTA
H N G M L R 666G L S I RAWLZPV?PVY ARV QGTTIEKTERN*
'I'PACCCTCCC’I'&“‘CITC’TAAG\:CGGANACGC"G’IKAAAGCCGCCATCCGGCC’I‘G"ICC’ITACAGC‘ITCGGTCCGGCGCTMCCAGCG‘I'DGCCNCCGGGGTAKCGT}\TAC.’\'ICTC

GAAGTTCTCAATGAACAGTTICGCCAGCGCGGTGGCTTTTTCCTGCCATIGTTCCGGCGAAGAGTAGG TG TTACGTGGE TCGAGAA TG TGGG TATCCACGCCTGGCAGTTCAGTCGGGAT

CGCCAGATCGAACAGCGGCAGGCGGAAGGTTTCCGOGTTATCAAGAGAACCGTTCAGAATAGCGTCAATAATCGCGCGCGTATCTITGATGGAGATACGTTIGCCGGTGCCATTCC

Fig.4. nt and aa sequences of the ompR and envZ genes of S. t&pﬁi.
Both nucleotide and amino acid sequence are numbered, on the right

and left, respectively. The stop codons of both ompR and envZ are

indicated by an asterisk. The transcriptional initiation site

(described in S. typhimurium), is indicated by upward-arrow (1).

The putative -10 region and RBS (ribosome binding site) are

. underllned ;

-79
42
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402
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881
1001
1121
1241
1361
1481
1601
1721

‘1841

1961
2081
2201
2321
2436



structural gene and regulatory regions are shown in Table II.

The differences of the upstream and downstream ompB regions
are the result of additional nucleotides in one or another gene
(insertions/deletions; in/dels), or else of nucleotide changes, as
shown in Fig. 5. The reported regulatory sequences for E. coli are
conserved in S. typhi; the putative -10 promoter site, at position
-49 to -44 (Liljestrom et al., 1988); the typical ribosome binding
site (RBS) at position -9 to -i2 (Shine and Dalgarno, 1974). The
translation of the E. coli envZ starts at a position corresponding
to 717 in Fig. 4 and, hence, the termination codon of ompR overlaps
with the initiation codon of envZ as in E. coli (Comeau et al.,
1985; Forst et al., 1987). The coding region of envZ is followed by
a nucleotide stretch that may form a stem and loop structure at
nucleotides 2070 to 2095 (Mizuno et al., 1982), which is a typical
rho-independent transcription termination site (Von Hippel et al.,
1984), that is followed by an inverted repeat (2101 to 2141) with
a very strong homology with the REP (repetitive extragenic
palindromic) consensus sequence. This sequence is commonly
positioned adjacent to operons, and has been attributed a role in
mRNA stabilization, although its physiological role is not clear
(Liljestrém et al., 1988).

The S. typhi ompB operon, as in E. coli and S. typhimurium,
lacks, a typical -35 region and the envZ gene is not preceded by a
typical RBS, (Raibaud, 1984). It has been noted in the past that
many promoters, which are subject to positive control in vivo, have
relatively poor homology to the consensus sequence in the =35

region. (Moran, 1982).



TABLE II
Percent of homology of ompB genes in both structural and regulatory sequences (upstream and
downstream) of E. coli, S. typhimurium and S. typhi.
STRAIN NUCLEOTIDES AMINO ACIDS
upstream structural genes downstream E. coli S. tm.

S.tm. ompR envZ ompR envz

E.coli. S.tm. E.coli .S.tm. E.coli

86.4 100.0 73.5 100.0 100.0 99.2 :95.3
73.5 100.0 99.2 95.3.100.0.100.0

E.coli 100.0 88.0 100.0
S.tm 88.0 100.0 86.4 100.0 : :
S.typhi 86.5 99.0 86.7 98.7 73.0 96.8 99.6 81l.6 -99.6..98.8

S. tm. Salmonella typhimurium



E. coli AG T AATRA [s4 C 4+ARA C T G
S. typhi TI'I‘CGCACACGGGG('ATAACG'IGATCG'I‘CCCGACAGAATMJ\TM’CGGGmCCGA'ITAAmTATATl‘I‘MGCmmITAMTAEC’I‘I'IGTMCAATITAGCC‘N& =79
S. tm. T
E. coli T A GA G +A A
S. typhi AATTCATACCAGAATTTGCTCGTGACTCACGTGAGCTTTTTTAAGAR TACACACTTACATT TG TTGCGARCCTTTGGGAGTACAGACA -1
5. tm. +A
B.
+A +C
+G +G
E. coli [ C GGTG G TG TCT TAA - TGGAAGTTTT G T--TAAR A T A +AC - C
S. typhi GMAGGGAGGTA’PI‘ACCC‘I\.CCTITCTTC’H‘AACJ\CCGGA‘I‘GACGC'Ki’I'I‘CAMGCCGCCA’MCGGCC'IG’I'I‘CC‘IT}\CAGC’I'I’CGGTCCGGCGC'I‘MCCAGCGTICCCNC 2188
S. tm. +C
E. coli A G G G T A G G TTIC 4 A [o4 cc c cT
5. typhi CGGGGTATCCGTATAC‘I’I‘C’Z‘CGMG'I'ICTCAA‘IGAACAG’I'I'ICGCCAGCGCGG’ICGC‘I'I'I'I'ICC’IGCCATIG'I'I‘CCGGCGMG}\GTAGGNTI‘ACG'ICGGTCGAGMTG’IC 2296
S. tm. Cc [
+G
' E. coli cC G T [ G T G TA T AGT T A C -C G G G G G G
S. typhi  GGTATCCACGCCTGGCAGTTCAGTCGGGATCGCCAGATCGAACAGCCGCAGGCGGAAGCTTTCCGCGTTATCAAGAGARCCGTTCAGAATAGCGTCAATANTCGCGCGCGT 2408
5. tm. A G G T
+G
4 E. coli A C T G
S. typhi ATCTTTGATGGAGATACGTITIGCCGGTGCCATTC 2442
5. tn.

Fig.5, Allgmnent of the nt sequence of the upstream (Panel a) and

downstream (Panel B) regions of ompB from E. coli, S, typhi and S.
typhimurium. The complete sequence of S. typhi and the differences
found in the sequences from E. coli and S. typhimurium are shown.
Minus siymbols above the nt indicate corresponding absences in S.
typhi. Plus symbols to the right of nucleotides indicate

corresponding add:.t:Lonal nt.




There are different types of nonsimilarities at the nucleotide
level in the structural genes. There are single nucleotide changes
that result in a conserved aa in the three bacteria (silent
changes); others that result in a change of aa which is conserved
only relative to E. coli or to S. typhimurium. Only one of these
changes result in an aa not conserved with either seguences of S.
typhimurium or E. coli that is glycine to cysteine at position 354
(Table III). Table II shows that the aa sequence of the S. typhi
OmpR and EnvZ proteins deduced, have a high similarity with the
corresponding ones in E. coli and §. typhimurium. The most
congpicuos change is the G354C, mentioned above.

There are homologies among bacterial signal transduction
proteins (Ronson et al., 1987), but the three-dimensional structure
of a histidine kinase has not yet been determined. A comparison of
the amino acid (aa) sequences of these proteins indicates a
homologous C-terminal region of aproximatly 100 residues, as well
as sequence similarities surrounding a conserved histidine residue,
which is thought to be the site of autophosphorylation, this
residues are conserved in S. typhi EnvZz (Stock et al., 1990; Igo
and Silhavy, 1988).

Many of the signal-transducing proteins, similar to EnvZ,
contain two membrane-spanning regions, a periplasmic domain
containing the sensory receptor, and a carboxy-terminal cytoplasmic
domain, harbouring the histidine-protein kinase activity as well as
the autophosporylated histidine residue (Forst et al., 1987). A
hydropathy profile of EnvZ (Kyte and Doolittle, 1982), revealed two

hydrophobic sequences in the N-terminal region (Fig.6). Both the 31



TABLE III

Amino acid differencies between E. coli,"S;ktybhimuiium and
S. typhi OmpR and Envz. o

Protein Position E. coli S. typhimurium .-~ -S. typhi
OmpR 7 Asn o Ile o Ile
118 Ala Pro Ala

Envz 4 Leu Met Met
25 Ala Val val

90 Ser Thr Thr

206 Arg Leu Arg

260 Ser Gly Gly

262 Gln Glu Glu

303 Ala Ser Ser

320 Glu Asn Asn

324 Tyr Gln Gln

325 Pro Ala Ala

329 Glu Gln Gln

- 354 Gly Gly Cys

364 Pro Ser Ser

365 Asn His His

379 Ala Lys Lys

398 Thx Ser Ser

399 Tle Thr Thr

413 Val Ile Ile

422 Leu Ile Ile

441 Thr Ala Ala

443 Ala val val

450 Gly Ala Ala

—> Only amino acid of S. typhi ompB different in both E. coli and
S, typhimurium.
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Fig.6. Hydropathy plot for the deduced aa sequence of S. typhi
EnvZ. The hydropathicity value of each aa residues is plotted
against its position in the polypeptide, starting with the amino
terminus (Kyte and Doolittle, 1982) (foz:_ more comments see text,
part (e)). Nucleotide sequence analysis was done using the

GeneWorks pfogram (Intell, Genetics, Inc., Mountain View, Ca.,

USA) oo e .




amino acid stretch (between Leu-16 and Phé-}46)“ and the 17 amino
acid stretch (between Tyr 163 and Ile 179) 'é"re ldng kenough to cross
a cytoplasmic membrane (Jap and Walian, 1990).

The hydropathy plot also allows the prediction of soluble
domains (Fig. 6). These domains correspond to those proposed by
Forst et al, 1987, in a topological model of EnvZ in the inner
membrane of E. coli. In this model, the change of Gly to Cys at the
position 354 (G354C) (Table III), is localized in a long C-terminal
cytoplasmic domain. This change could be interesting, because in
several studies it has been shown that points mutations have
resulted in an alterd phenotype of the outer membrane protein
profile (Nara et al., 1986; Matsuyama et al., 1986; Hall and
silhavy, 1981 a,b). All of these mutations are spontaneous and some
of them are changes for a cysteine. Analysis of the C-terminal
cytoplasmic domain, revealed that there is only one other Cys
residue present, at position 277, aside of that at position 354.
Therefore, §. typhi EnvZ could undergo a conformational change
relative to E. coli EnvZ, by the forming of disulfide bond, which
could result in an alteration of OmpC osmoregulation. The 277 and
354 Cys residues, in a hydropathy plot, are located in the same
enviromental condition; this condition is a transition between
hydrophobicity and hydrophilicity (Fig. 6), which could favor
others interactions, such as, hydrogen bridge and polar
interaction; so that the protein aquieres a conformation that
enhances the stabilization of the disulfide; by bringing the two
Cys residues into proximity (Creighton, 1993).

On the other hand, response regulators have a homologous



domain of aproximatly 100 residues generally located at the N-
terminues (Gross et al., 1989), and many regulator proteins fall
into one of three subfamilies defined by homologies between their
Carboxy-terminal domains. (Stock et al., 1990). The OmpR protein
has identity with this member of the regulatory protein pair and
conserves structural similarities. (Igo et al., 1989). On basis of
three-dimensional structure of Chey, defined by X-ray
crystallography (Stock, 1989 a), and considering that the OmpR and
CheY proteins belong to the same family (Hess et al., 1987), and
that the OmpR protein shares extensive aa sequence homology to the
N-terminal domain of Che Y (Stock et al., 1989 b), we compared OmpR
with the CheY protein. From the sequence similarities between the
two proteins, three aspartic residues, D11, D12, and D55 of OmpR,
are considered to form a triacidic pocket at the C-terminal edge of
the beta-sheet, serving as the phosporylation center, corresponding
to D12, D13, and D57, of CheY and they are highly conserved in the
response regulators (Sanders et al., 1989). The conserved
aspartates in CheY are located in a cross-over crevice, formed by
loops connecting the C-terminal end of #-strands to alpha-

helices (Stock et al., 1989 a).



(£f) Conclusions

(1) &S. typhi possesses an EnvZ/OmpR signal-transducing
sensor/regulator system, similar to that in to E. coli and S.
typhimurium. Whether they have similar functions system, is yvet an
open question.

(2) Comparison of the nt and deduced aa seqguences of the ompB
regions of S. typhi, with S. typhimurium and E. coli ompB, shown
that they are highly conserved. Particularly, OmpR is highly
conserved, 99.6%, with both, showing only one amino acid change
with E. coli OmpR and one with S. typhimurium OmpR. On the other
hand, EnvZzZ reveals slightly less homology (81.6%, 98.8%,
respectively), apparently being able to sustain more genetic
diversity.

(3) An amino acid change (G354C) in S. typhi EnvZ with respect to
E. coli and S. typhimurium EnvZ, could be involved in a different
conformational bend or interaction (s) with the surrounding
environment, since the cysteine at position 354 could presumibly
form a disulfide bond with a cysteine at position 277, or with
other surrounding molecules. However, this is a matter of further

research.
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