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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es de los principales agentes
etioldgicos de diarrea en nifios. Esta bacteria coloniza el intestino delgado, formando
microcolonias sobre la superficie de las células epiteliales. Ei gen bfpA codifica para
la subunidad estructural del pili BFP (“Bundle-Forming-Pilus"}, el cual es necesario
para el fenotipo de adherencia localizada. La expresion de bfpA varia en respuesta al
medio de crecimiento, la temperatura y ia concentracién de amonio y requiere del
locus bipTVW (también llamado perABC), localizado 18 kb corriente abajo de bipA, en
el plasmido EAF (“EPEC Adherence Factor’). En este trabajo, nosotros mostramos
que BfpT, un miembro de la familia de reguladores transcripcionales AraC, es &l Unico
producto del locus bfpTVW que se requiere para la activacion de bifpA. Asimismo,
nuestros resultados sugieren que bfpV participa como modulador negativo de la
expresion de bfpA dependiente de BfpT. La interaccion de BfpT con la regién
reguladora de bfpA ha sido dificil de estudiar in vitro debido a que no se ha logrado
sobre-expresar y purificar esta proteina. Aun bajo el control de un promotor fuerte, el
transcrito de bfpT parece traducirse a muy bajo nivel, lo cual puede estar asociado a
la presencia de un alto contenido de codones raros. Como una alternativa para
identificar la secuencia que reconoce BfpT, asi como otros elementos en cis
necesarios para la expresion de bfpA, nosotros analizamos genéticamente su region
reguladora. Mutagénesis sitio-dirigida y al azar, asi como el analisis de
construcciones conteniendo diferentes segmentos de la regién reguladora de bipA
fusionados al gen reportero cat, nos permitieron la definicién precisa de las regiones
promotoras -10 y -35. Asimismo, pudimos demostrar que los elementos en cis
requeridos pasa la expresion de bfpA, dependiente de BfpT, estan localizados entre
las posiciones -85 y -46. Interesantemente, esta region presenta 73% de identidad
con un trecho rico en AT de 40 pb, localizado en la regién reguladora de bipT, el cual
se requiere para su auto-activacion. La actividad de fusiones transcripcionales bfpA-
cat que contienen una mutacién en el promotor, que produce un nivel significativo de
expresion independiente de BfpT, en combinacién con un recorte hasta la posicién-
40, no fue reprimida por amonio pero si por el medio de cultivo LB (Luria-Bertani).
Estos resultados sugieren que la represion de bfpA, en respuesta al crecimiento en
LB y a la concentracién de amonio, estd mediada por dos mecanismos diferentes.




ABSTRACT

Enteropéthogenic Escherichia coli (EPEC) is a common cause of diarrhea in
small children, EPEC colonizes the small-bowel, forming microcotonies on the surface
of epithelial cells. The bfpA gene codes for the structural subunit of the Bundle-
Forming-Pilus (BFP), which is necessary for the localized adherence phenotype and
is located on the EAF (EPEC Adherence Factor) plasmid. bfpA expression is
regulated by growth medium, temperature, and ammonium concentration and
requieres the bipTVW locus (also called per), located 18 kb downstream of bfpA. In
this work, we showed that BfpT, a member of the AraC family of transcriptional
activators, is the only product of the bfpTVW locus required for bfpA expression.
Several attempts to overproduce and purify BfpT to analyze protein-DNA interactions
at the regulatory region of bfpA, have been unsuccessful. Even under the control of a
strong promoter, the bipT transcript seems to be poorly translated, which might be
associated with the high content of rare codons that span the structural gene. As an
alternative route to identify the BfpT-binding sequence, as well as other cis-acting
elements required for bfpA expression, we genetically analyzed its regulatory region.
Site-directed and PCR-random mutagenesis, as well as deletion analysis of the bfpA
upstream regulatory region, supported the assignment of the -10 and -35 promoter
regions and demonstrated that the cis-acting elements that mediate BfpT-dependent
regulation of bfpA are located betwsen positions -85 and -46. Interestingly, this region
shares a 73% identity with a 40-bp-long AT-rich tract located upstream of the bipT
gene, which is essential for bfpT autoregulation. The activity of bfpA-cat fusions
carrying an up mutation promoter, that rendered a significant level of BfpT-
independent expression, in combination with a deletion to position -40, was not
repressed by ammonium but was still repressed in LB. These observations suggest
that two different mechanisms are involved in bfpA repression, in response to the
growth media and the ammonium concentration.



INTRODUCCION

Patogénesis de EPEC.

Las cepas de Escherichia coli asociadas a infecciones gastrointestinales, se
pueden agrupar en cinco principales categorias: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E,
coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) y E. coli enteropatégena (EPEC). Esta clasificacién se basa principalmente en
la presencia de ciertos factores de virulencia, caracteristicas epidemioldgicas y el
serotipo O:H que presentan las cepas (Tabla 1) (Levine y Edelman, 1984; Levine,
1987; Nataro y Kaper, 1998).

En paises en vias de desarrollo, cepas que pertenecen a serotipos clasicos de
EPEC se aislan frecuentemente en casos de diarrea en nifos (Gomes et al., 1989;
Cravioto et al., 1991; Echeverria et al., 1991). Los mecanismos moleculares por los
cuales EPEC establece la infeccién han comenzado a elucidarse. El modelo actual
propcne tres fases: la adherencia localizada, la transduccién de senales y la
adherencia intima (Fig. 1) (Donnenberg et al., 1997; Kaper, 1998; Nataro y Kaper,
1998). La primera fase consiste en la adherencia inicial, no-intima, mediada por la
formacion de microcolonias bien definidas de bacterias sobre la superficie de las
celulas epiteliales. Este tipo de adherencia, caracteristica de las cepas de EPEC, se
ha denominado adherencia localizada (AL) (Cravioto et al., 1979; Scaletsky et al.,
1984). El fenotipo de AL requiere de la presencia de un plasmido de alto peso
molecular, de aproximadamente 80 kb, conocido como plasmido EAF ("EPEC
Adherence Factor’) (Knutton et al., 1987; Nataro et al., 1987; Vuopio-Varkila y
Schoolnik, 1991). Bacterias carentes de este plasmido no producen AL y son menos
virulentas (Levine et al., 1985; McConnell et al., 1989). Estudios de microscopia han
mostrado que la generacion de AL por cepas de EPEC esta asociada a la expresién
de filamentos muy peculiares, delgados y largos, en la superficie bacteriana. Estos
filamentos, ademas de agruparse formando ramilletes, se entrelazan formando una
estructura semejante a una red que mantiene unidas a las bacterias, permitiendo asi
ta formacion de las microcolonias sobre las células epiteliales. Por sus caracteristicas,
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Fig. 1. Modelo de tres fases de la interaccion de EPEC con células epiteliales. (a) La
adherencia localizada involucra a (a fimbria BFP, cuya sintesis requiere del operén bfp, presente
en el plasmido EAF. BFP faverece la formacién de agregados bacterianos y la adherencia a
células epileliales durante la primera fase de la infeccion. {b) Durante la segunda fase de la
infeccion, EPEC activa rutas de transduccién de sefiales en 1a célula huésped, mediante la
secrecion, dependiente de un sistema especiafizado tipo Ill, de un conjunto de proteinas
denominadas Esp, las cuales causan la acumulacion de actina, o-actinina, talina y ezrina debajo
del sitio donde sk une la bacteria. También induce el flujo de otras motéculas del huésped, como
inositol fostato, calcio y fosfolipasa C. En forma sobresaliente, promueve la translocacion de la
proteina Tir (“Translocated intimin receptor”) hacia la célula huésped. {c) Después de esta
compleja cascada de eventos de sefalizacién, Tir es fosforilada e incorporada a la membrana de
la célula huésped. Posteriormente la bacteria se adhiere estrechamente a su recién creado
receptor, 1a proteina Tir, & través de una proteina de membrana externa denominada intimina. £
resultado final de esta interaccién es la formacién de una estructura en forma de pedestal sobre la
que la bacteria se establece y la destruccion de las microvellosidades alrededor de este sitio. En
su conjunto este proceso es conocido como lesion de adherencia y destruccion o fenctipo AJ/E
{*Attaching and Effacing lesion”) (Donnenberg et al., 1997; Kaper, 1998; Nataro y Kaper, 1998).



a estas estructuras se les ha denominado pilis formadores de mechones (BFP,
“Bundie-Forming Pilus™ (Girén et al., 1991; 1993). La subunidad formadora de los
pilis BFP es una proteina de 18.5 kDa, llamada BfpA, la cual presenta las
caracteristicas tipicas de las proteinas que forman ia familia de pili tipo 1V
(Donnenberg et al., 1992; Sohel et al., 1993). Este tipo de pili son considerados
factores importantes de virulencia en varias bacterias patégenas (Hobbs y Mattick,
1993; Strom y Lory, 1993). Una regi6n del plasmido EAF de 11.5 kb, la cual contiene
un conjunto de 14 genes denominados bfp, es suficiente para producir el pili BFP (Fig.
2) {Sohel et al., 1996; Stone et al., 1996).

En la segunda fase, la bacteria secreta un conjunto de proteinas a través de un
sistema de secrecion tipo ll. Estas proteinas han sido implicadas en la activacién de
rutas de transduccion de sefiales en la célula huésped, lo cual provoca un aumento
en las concentraciones intracelulares de calcio e inosito! fosfato, la fosforilacién de
varias proteinas, rearreglos del citoesqueleto y destruccion de las microvellosidades
{(Manjarrez-Hernandez et al., 1992; Rosenshine et al., 1992; Foubister et al., 1994{a);
Kenny y Finlay, 1997). Esta activacidon de las rutas de transduccion de sefales
requiere de al menos tres proteinas que son secretadas por EPEC {EspA,EspB y
EspD) y de un conjunto de genes (sep y esc) que codifican para un sistema de
secrecion tipo 1l (Foubister et al., 1994(b); Jarvis et al., 1995; Kenny y Finlay, 1995;
Kenny et al., 1996; Lai et al., 1997; Eliiot et al., 1998: Nataro y Kaper, 1998).
Finalmente, durante la tercera fase se produce la adherencia intima de EPEC con las
células epiteliales, donde hay proliferacién de filamentos de actina y otras proteinas
del citoesqueleto debajo de esta adhesién, formandose una estructura conocida
como de copa o pedestal (Jerse et al., 1990; Rosenshine et al., 1996). Las proteinas
intimina (codificada por el gen eaeA)y Tir (“Translocated Intimin Receptor”,
codificada por el gen tir ) son requeridas en esta etapa. La intimina es una proteina de
membrana externa que se une a Tir, ia cual es una proteina que EPEC transfiere a la
céiula huesped, donde se fosforila y se inserta en la membrana, dando tugar a la
formacién del pedestal donde EPEC se adhiere intimamente (Jerse y Kaper, 1991;
Kenny et al,, 1997(b}}. En su conjunto, el proceso por el cual se establece el contacto
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Fig. 2. Genes de EPEC que causan los fenotipos de adherencia localizada y AJE. (a) Regidn
del piasmido EAF que contiene el operén bip, que codifica para las proteinas requeridas en la
biogénesis del pili BFP, el cual es necesario para el fenotipo de adherencia localizada. bfpA es el
primer gen del operdn y codifica para la subunidad estructural de! pili BFP {Sohel et al., 1996). (b}
Regidn del cromosoma denominada LEE (“Locus for Enterocyte Effacement™), la cual es necesaria
para la generacion de la lesién A/E. Esta regién contiene 41 fases abiertas de lectura que incluyen
los genes: eaeA (intimina), tir (“Translocated intimin receptor”), espA, espBy espD (“E. coli-
secreted protein”). Ademds de estos genes se encuentran 10 genes denominados esc (“E. coli-
secretion}, los cuales comparten homologia con los componentes del sistemna de secrecién tipo 1t
de otros bacterias Gram-negativas (Elliot et al., 1998). (c) Organizacién del operon bipTVW o
perABC, el cual estd localizado en el plasmido EAF, 6.7 kb corriente abajo del operén bfp. E
producto def gen bipT (perA) se requiere para la expresién de bfpA; mientras que, el producto de
bfpW (perC) ha‘sido involucrado en la expresién del gen eaeA (Gémez-Duare, 1995; Tobe et
al., 1996).




intimo de EPEC con las células epiteliales, se conoce coma lesion A/E ("Attaching
and Effacing phenotype”) y los genes responsables de su produccion {genes esp,
5ep, esc, eaeA y tir} estan codificados en una regién del cromosoma de EPEC
denominada LEE (“Locus of Enterocyte Effacement ) {Fig. 2) (McDanie] et al., 1995;
McDaniel y Kaper, 1997; Elliott et al., 1998).

Regulacién de bfpA.

El fenotipo de AL producido por EPEC ha sido observado tanto in vivo, en
biopsias de intestino delgado de nifios infectados, como in vitro, en ensayos de
adherencia en cultivos de monocapas celulares (Cravioto et al., 1979; Rothbaum et
al., 1982; 1983; Scaletsky et al., 1984; Nataro et al., 1987). In vitro, el fenotipo de ALy
la produccién de BFP, en la superficie bacteriana, se inducen después de transferir a
la bacteria 'de un medio rico (LB) al medio de cultivo de células DME ("Dulbecco’s
Modified Eagle's medium") (Vuopio-Varkila et al., 1991).

Estudios realizados por nuestro grupo han revelado que bfpA, el gen que
codifica para la subunidad estructural del pili BFP, se expresa durante la fase
exponencial de crecimiento en medio DME a 370C {Puente et al., 1996).
Temperaturas altas (419C) o bajas (290C), ta presencia de amonio en el medio y el
crecimiento en medio LB, reprimen su expresion (Puente et al., 1996). Dado que bfpA
es el primerc de los 14 genes bfp, los cuales se ha propuesto conforman. un operon
(Ramer et al., 1996}, es posible pensar que la regién reguladora de bfpA controlaria fa
expresién del pili BFP en respuesta a sefiales ambientales, como las descritas arriba.
A este respecto, se ha propuesto que la regulacion de la expresién de las fimbrias en
respuesta a sefiales ambientales y nutricionales, permite a diferentes bacterias
entéricas colonizar nichos particulares a lo largo del tracto intestinal (Edwards y
Puente, 1998). Por ejemplo, condiciones de alta concentracién de glucosa y baja
concentracion de amonio, las cuales favorecen la expresion de BFP, permiten la
colonizacion de la parte proximal del intestino delgado por EPEC; mientras que,
condiciones de baja concentracion de glucosa y alta concentracion de amonio, las
cuales favorecen la expresion de la fimbrié g87P, permiten la colonizacién de 1a parte




distal del intestino delgado por ETEC (Puente et al., 1996; Edwards y Schifferli, 1997).

La expresion de bfpA requiere del producto de bfpT, el primer gen del locus
bipTVW, localizado 6.7 kb corriente abajo del operdn bfp (Fig. 2) (Tobe et al., 1996;
este estudio). El locus bfpTVW, previamente identificado como el iocus perABC, se ha
involucrado también en la expresion del gen easA y la mayoria de los genes esp
(Goémez-Duarte y Kaper, 1995; Kenny y Finlay, 1995; Kenny et al., 1997(a}}. bfpT
{perA) codifica para una proteina (BfpT) de 274 aminoacidos, la cual pertenece a la
tamilia de activadores transcripcionales AraC/XylS (Tobe et al., 1996).

Varias proteinas que pertenecen a la familia AraC/XyIS se han involucrado
como reguladores positivos de la expresion de fimbrias u otros factores de virulencia
en diferentes bacterias patégenas, constituyendo una subfamilia {Gallegos et al.,
1997). CfaD, Rns, CsvR y FapR son proteinas que regulan en ETEC Ja expresién de
las fimbrias CFA/I, CSI, CS5 y 987P, respectivamente (Caron et al., 1989; Klaasen y
deGraaf, 1990, Savelkoul et al., 1990; de Haan et al., 1991). AggR regula la expresion
de Ia fimbria AAF/l de EAEC (Nataro et al., 1994). ToxT regula la expresion del pili tipo
IV (TCP) de Vibrio cholerae (Higgins et al., 1992; Ogierman y Manning, 1992). ExsA,
invF, VirF y LerF, son proteinas que reguian la expresion de varios factores de
virulencia en Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella flexneriy
Yersinia sp, respectivamente (Sakai et al., 1986; Cornelis et al., 1989; Kato et al.,
1989; Frank y Iglewski, 1991; Allaoui et al., 1993; Kaniga et al., 1994). Sin embargo,
se conoce poco sobre el mecanismo molecular por el cual estos activadores de la
familia AraC regulan la expresion de genes de virulencia. Ademas, para la mayoria de
ellos no se ha definido con precision la secuencia de DNA que reconocen, en las
regiones reguladoras de los genes que activan.

Importancia del estudio de la regulacion de la expresién de los genes
bip.

La colonizacién de tejidos es un paso esencial durante el proceso de
patogénesis de EPEC. En la primera fase de este proceso, se requiere de la
expresion del pili BFP, el cual va a mediar la interaccion inicial de la bacteria con las



células del epitelio. Los genes bfp codifican para proteinas involucradas en la
biogenesis del pili BFP. El estudio de los factores fisicos y/o quimicos que inducen la
expresion del pill, y del mecanismo molecular que controla la expresion de los genes
bfp, ayudara a entender mejor las condiciones que determinan su sintesis durante la
infeccién. Por otra parte, la posible relacion que existe entre el locus bipTVvWy el
control de la expresion de genes contenidos en el locus LEE, sugiere que este locus
podria coordinar la expresién de factores de virulencia en EPEC. De esta manera,
este estudio constituye el esfuerzo inicial dirigido a integrar un mejor conocimiento de
la regulacion genética de factores de virulencia en el contexto de la interaccion
huésped-parasito, lo que permitira integrar un modelo de la biclogia de BFP y otros
factores de virulencia en EPEC.
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OBJETIVOS

Objetivoe general

Estudiar él o los mecanismos moleculares que regulan la expresion de los
genes bfp de EPEC.

Objetivo particular

Identificar y caracterizar secuencias de DNA involucradas en la regulacion de
la expresion del gen bfpA, dependiente def activador transcripcional BfpT.

Objetivos especificos

a. Analizar el papel de BfpT en la activacién de bipA.

b. Determinar la secuencia de DNA con la que interactia el activador BfpT.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de E. coli.

B171-8
B171-10

T:Gmr

HB101

5G13009
M15

Plasmidos.
pPEAF

PWKS130

pBTA-BH1

EPEC 0111:NM, contiene el plasmido EAF (Puente et al., 1996},

Cepa curada espontaneamente del plasmido EAF y del plasmido criptico
de 3.0 kb, derivada de B171-8 (Este estudio).

Cepa mutante en bfpT (bfpT::Gmr), derivada de B171-8 (Tobe et al.,
1996).

A{gpt-proA)62 leuB6 thi-1 lacY'1 hsdSp20 recA psl20 (Str) ara-14
galk2 xyl-5 mtl-1 supE44 merBg (Boyer y Roulland-Doussoix, 1969).

his pyrD Alon-100 rpsL (Strr) (Gottesmann et al., 1981).

F' lacZM15 mpsL (Str) (Zamenhof y Villarejo, 1972).

Plasmido de 80 kb que contienen las cepas de EPEC (Knutton et al.,
1987).

Vector de clonacion de bajo nimero de copias (Kmr); contiene el origen
de replicaciéon pSC101(Wang y Kushner, 1991).

Derivado de pWKS130 que lleva un fragmento de BamHi de 3.9 kb
obtenido del pEAF, el cual contiene el locus bipTVWYy las fases de
lectura abierta 3 y 4 (Tobe et al., 1996).

pBTA-BHI-3D +Derivado de pBTA-BHI que contiene el locus bfoTVW {Tobe et a.,

1996).

pBTA-BHI-1D  Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bipTy bipV (Este estudio).
pBTA-BH1-9P Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bfpT (Este estudio).
PBTA-BHI-14P Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bfpW (Este estudic).
PBTA-BHI-15D Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bipV'y bipW (Este estudio).
pBTA-BHI-16D Derivado de pBTA-BHI-9P que contiene bfpT truncado (carece de la

region regutadora y los primeros 47 codones) (Este estudio).
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pBTA-BHI-18D Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene e! locus bipTVWcon bipT

pMPM-K3

pCS-TVW

pCS-vW

pCS-TW

pCS-TW2

pCS-TV

pCS-T

pCS-T'VW

pQE32

pQE42

pQE-BHI-9P

truncado {carece de ia region reguladora y fos primeros 47 codones)
(Este estudio).

. Vector de clonacién (Kmr) que contiene el origen de replicacion p15A
(Mayer, 1995).
Derivado de pMPM-K3 que contiene el locus bipTVW (lleva el mismo
inserto que pBTA-BHI-3D) (Sanchez-SanMartin et al., datos no
publicados).
Derivado de pCS-TVW que lleva una remocién en fase de bfpT
(Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados).
Derivado de pCS-TVW que lleva una remocion en fase de bipV
(Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados).
Derivado de pCS-TVW que lleva una remocion en fase de bipV (sele
removieron 19 codones mas que en pCS-TW) (Sanchez-SanMartin
et al,, datos no publicados).
Derivado de pCS-TVW que lleva una remocion en fase de bfpW
(Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados).
Derivado de pCS-TVW que lleva una remocién en fase de bfpV'y bfoW
{Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados).
Derivado de pCS-TVW que contiene el locus bioTVW con bipT
truncado (carece de la region reguladora y los primeros 47 codones}

. (Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados).
Vector de clonacién para generar fusiones de seis histidinas al
extremo amino terminal de proteinas; contiene el promotor T5/lac
(Ampr) {Bujard et al., 1987).
Vector de clonacion que expresa la fusién His-DHFR con el promotor
T5/lac (Bujard et al., 1987).
Derivado de pQE32 que contiene bfpT; expresa la fusion His-BfpT
(Este estudio).
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pWQE-BHI-SP Derivado de pWKS130 que contiene el inserto de pQE-BHI-9P que
expresa la fusion His-BipT (Este estudio).

pSSo Derivado de pACYC177 que lleva un fragmento de Hindlll de 4.0 kb
. obtenido del pEAF, el cual contiene bfpA (Sohel et al., 1993).
pKK232-8 Derivado de pBR322 que contiene el gen para ia cloranfenicoi acetil

transferasa {cal) sin promotor (Ampr) (Brosius, 1984).
pCAT232 Derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bipA-cat
de los nucledtidos -232 a +76 (Puente et al., 1996).

Los plasmidos que contienen los diferentes recortes o mutaciones en la region
reguladora de la fusion bfpA-cat, se encuentran descritos en las figuras 6 v 8.

Condiciones de crecimiento.

Los medios de cultivo Luria-Bertani (LB) o “Dulbecco’s modified Eagle’s
medium” (DME) que contiene 0.45% de glucosa {(pesofvolumen} y L-glutamina (584
mg/l), sin piruvato de sodio (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, N. Y., EUA),
se usaron para cultivos a 370C, excepto cuando se indica. Una modificacion reciente
en la formula del DME, que cambié el piridoxal-HCI por piridoxina-HCI, causd un
crecimiento mas lento de EPEC en este medio (dato no mostrado). Para recuperar la
cinética de crecimiento obtenida con la férmula anterior, al DME se le agreg? piridoxal
(4 mg/l) (Gibco BRL Life Technologies, Grand Istand, N. Y., EUA) y 1% de LB, una
concentracién. que no afecta la expresion de bfpA (dato no mostrado). Cuando se
indica, al DME también se le agregd sulfato de amonio (15 mM),

Las diferentes cepas se crecieron durante toda la noche en LB a 370C. Las
bacterias se concentraron por centrifugacién y se resuspendieron en PBS
{("phosphate-buffered saline”) pH 7.4 a una densidad éptica a 600 nm de 1 (D.O.600nm)-
Esta suspensién se diluyé 1:50 en 50 ml de LB o DME y se incubd en un bafo con
agitacion a 200 r.p.m. (Gyromax 902; Amerex Instruments, Inc., Lafayette, C.A., EUA) a
las temperaturas indicadas.
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Para la determinacién de la curva de crecimiento {D.O.soomm) y 1a actividad de
cloranfenicol acetil transferasa (CAT), se tomaron muestras de los cuitivos cada hora.
Durante los primeros experimentos, observamos que la expresion maxima de bipA-
cat se obtuvo siempre al final de la fase exponencial de crecimiento, por lo que en los
experimentos posteriores, 1a actividad de CAT se determind tnicamente de muestras
obtenidas entre las horas 6 a 9, para cultivos en DME, y de las horas 4 a 7, para
cultivos en LB. En todos los casos, la maxima expresién de CAT se obtuvo entre estas
horas. Muestras para la extraccion de RNA (para la realizacion de experimentos de

“primer extension”) fueron tomadas donde se indica.

Técnicas de Biologia Molecular.

Se utilizaron diferentes técnicas de biologia molecular siguiendo protocolos
establecidos (Ausubel et al., 1989; Sambrook et al., 1989). Las enzimas de
modificacién y restriccion de DNA se obtuvieron de las compafias Boehringer
Mannheim (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania) o Gibco BRL {Gibco
BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD., EUA) y se usaron de acuerdo a las

instrucciones de los proveedores. Los nucledtidos marcados con radioactividad [y-32P]

ATP (6000 Ci/mmol) se obtuvieron de la compafia DuPont (Du Pont NEN Research
Products, Boston, MA, EUA. Los oligonucledtidos que se utilizaron para los
experimentos de PCR y “primer extension”, fueron sintetizados por la compafia Bio-
Synthesis (Bio-Synthesis, Lewisville, TX, EUA) o por la unidad de sintesis del Instituto
de Biotecnologia/UNAM. Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen de 100
u, usando AmpliTaq (Perkin Elmer Corp., Branchburg, NJ, EUA) o Tag DNA
polimerasa (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA), siguiendo las
instrucciones de los proveedores.

Determinacion de la secuencia de DNA.

La secuencia de nucleétidos de todas las fusiones bfpA-cat que contenian
recortes o mutaciones en su regién reguladora, se confirmé por el método de Sanger
(Sanger et al., 1977), usando el estuche de secuenciacion “Thermo Sequenase cycle”
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de acuerdo a las instrucciones de los proveedores (Amersham Life Science Inc.,
Cleveland, Ohio, EUA). EI DNA de plasmido de doble cadena se usé como molde.
Oligonucledtidos especificos al gen estructural cat y al extremo 5' de la region
reguladora de bfpA se usaron para secuenciar ambas cadenas.

Construccién de plasmidos que contienen genes del locus bfpTVvWw.

Los plasmidos pBTA-BHI-1D, pBTA-BHI-9P, pBTA-BH1-14P y pBTA-BHI-15D
{Fig. 3) se construyeron mediante la clonacién de fragmentos obtenidos a partir de
PBTA-BHI, en el vector pWKS130. Los plasmidos pBTA-BHI-16D y pBTA-BHI-18D
(Fig. 3) se obtuvieron mediante la remocién de un fragmento de EcoR1, el cual
contiene la region reguladora y los primeros 47 codones de bfpT, de los plasmidos
pBTA-BHI-9P y pBTA-BHI-3D, respectivamente. El plasmido pQE-BHI-9P se construyd
mediante la clonacién de un fragmento obtenido por PCR, que contenia el gen
estructural de bipT, en el vector pQE32 (Fig. 5). El plasmido pWQE-BHI-9P se obtuvo
mediante la clonacién de un fragmento de Scal-Pstl del plasmido pQE-BHI-9P, el cual
contenia bfpT fusionado a los codones de His y el promotor T5/lac, en el vector
pWKS130 (Fig. 3).

Realizacién de recortes a partir del extremo 5° de la fusién bfpA-cat.

Los recortes del extremo 5’ de la regién reguladora de bfpA-cat se realizaron
por PCR, usando como molde la fusién contenida en pCAT232 y oliganucleétidos de
18 pb complementarios al extremo 5' de cada recorte, mas un oligonucleédtido
complementario al gen estructural cat. Los productos de PCR se purificaron por el
sistema “Gene-Clean” y se trataron con 5U de T4 DNA polimerasa (Boehringer
Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania), en 1X de solucion amortiguadora para T4
DNA polimerasa (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania) mas 100mM
de dNTPs, durante 30 min a 370C, para generar extremos rasurados. Los fragmentos
de DNA se purificaron nuevamente por “Gene-Clean” y se digirieron con Hindlll; los
productos generados que contenian la secuencia de bfpA se aislaron y se ligaron al
vector pKK232-8 (Brosius, 1984; Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Suecia)
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previamente digerido con Smal y Hindllt, generandose de esta manera las fusiones
bipA-cat. En pCAT232, el sitio de Hindl! esté localizado en la unidn de las secuencias
de bipAy cat (Puente et al., 1996).

Determinacion de la expresién de CAT.

El ensayo de cloranfenicol acetii transferasa (CAT) se realizé como se
describié anteriormente (Puente et al., 1996), con ligeras modificaciones. Para
preparar el extracto crudo, las bacterias se concentraron por centrifugacion (16 000 x
g) y se lavaron con 1 ml de soluciéon TDTT (50 mM Tris-HCI, pH 7.8, vy 30 pM DL-
dithiothreitol). La pastilla de células se resuspendié en 500 pl de TDTT v se sonicaron
30 segundos en hielo. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion {16 000 x
g) durante 5 min a 49C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios.

Para la determinacion de CAT, 5 pl de cada extracto se colocaron por
duplicado en una placa de ELISA de 96 pozos, seguido de 200 pt de la mezcla de
reaccion que contenia: 1 mM DNTB (5,5 -dithio-bis(2-4cido nitrobenzoico)
{(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania)/0.1 mM acetyl-CoA (Pharmacia
Biotech Inc., Alameda, CA, EUAY0.1 mM cloranfenicol {Sigma Chemical Company, ST
Louis, MO, EUA) en 0.1 M de Tris-HCI pH 7.8. Los cambios en absorbancia a 410 nm
se registraron cada 5 seg durante 3 min, usando un lector de microplacas (“Scanning
Autoreader and Microplate Workstation, Ceres 900 C") y el programa KC3TM para la
determinacion de cinéticas. Las actividades se obtuvieron por interpolacioén con una
curva estandar compuesta de concentraciones de 0 a 2500 U/ml de la enzima
cloranfenicol acetil transferasa purificada (Sigma Chemical Company, ST Louis, MO,
EUA).

Las concentraciones de proteina de los extractos usados en el ensayo de CAT
se determinaron con un estuche para cuantificacion de proteinas (Pierce, Rockiord. IL,
EUA). Las concentraciones se obtuvieron por la interpofacion con una curva estandar
compuesta de concentraciones de 0.1 a 1.5 mg/ml de albimina de suero de bovino.

Estos valores se usaron para calcular la actividad especifica de CAT.
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Mutagénesis al azar por PCR.

La mutagénesis al azar se realizé en cuatro diferentes condiciones que
introducen mutaciones durante la amplificacion por PCR, como se ha descrito
anteriormente (Leung et al., 1989). Brevemente, el fragmento de DNA BamHi-HindIll
de pCAT232, que contiene la region reguladora de bfpA, se amplificé con
oligonucledtidos complementarios a los genes bla (Ampr) y cat por 30 ciclos de 940C
por 1 min, 480C por 1 min y 700C por 1 min. Las cuatro reacciones de PCR contenian
100 ng de DNA de pCAT232 y 1 pmol de cada oligonucledtido. La primera reaccion
contenia también 1X de solucién amortiguadora para la reaccién de Tag DNA
polimerasa, libre de magnesio (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD,
EUA); mas 0.5 mM de MnClz; 6.1 mM de MgCly; 10 mM de A-mercaptoetanol (3-ME);
10 pl de dimetil sultéxido (DMSO); 1 mM de cada uno de los nucledtidos dGTP, dCTP,
y dTTP; 0.2 mM de dATP; y 2.5 U de Tag DNA polimerasa {Gibco BRL Life
Technologies, Gaithersburg, MD, EUA). En la segunda mezcla de reaccién se omitio
el B-ME y el DMSO. La tercera mezla de PCR fue similar a la primera, excepto que las
concentraciones de dCTP y dATP se cambiaron a 0.2 mM y 1 mM, respectivamente.
La cuarta mezcla represent6 una condicion normal para PCR, conteniendo 1.5 mM de
MgClz y 0.2 mM de cada uno de los nucleétidos, sin MnCl,, B-ME y DMSO. Todas las
reacciones se realizaron en un volumen final de 100 pl. Los productos de PCR se
purificaron de gel, usando un estuche de purificacién para fragmentos de DNA
{GeneClean; Bio 101. Inc., La Jolla, CA, EUA), digeridos con BamHI y Hindlll, y
clonados en ek vector pKK232-8 digerido con las mismas enzimas, para generar las
fusiones bfpA-cat. Las ligaciones se transformaron en E. coli MC4100 que contenia el
plasmido pBTA-BHI, el cual Hleva el locus bfpTVW (Tobe et al., 1996). Los plasmidos
obtenidos con cada condicién de PCR se nombraron pMNA {primera), pMNB
(segunda), pMNC (tercera) y pMG (cuarta), respectivamente.

Para seleccionar las mutaciones que afectan la expresion de bipA, se
aprovechd que la expresion de bfpA-cat produce resistencia a cloranfenicol {Cm).
Para aislar mutaciones que disminuyen la expresion de bfpA-cat, las transformantes
se sembraron primero en placas de LB con 100 pg/ml de ampicilina {Amp) y 40 pg/mi
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de kanamicina (Km). Las colonias obtenidas se replicaron posteriormente en placas
de LB con las mismas concentraciones de Amp y Km mas 200 pg/mi de Cm, Un
experimento de titulacion que se realizé previamente, mostré que concentraciones de
hasta 300 ug/ml de Cm no inhiben el crecimiento de colonias que contienen la fusion
silvestre {pCAT232), cuando éstas se resiembran de placas de LB que no contienen
Cm (dato no mostrado); asi, las colonias sensibles a 200 pg/ml de Cm se
seleccionaron para una mayor caracterizacién. Un total de 560 colonias sensibles a
Cm se obtuvieron de las cuatro diferentes reacciones de PCR {225, 134, 162 y 39,
respectivamente). El DNA de plasmido se purificé de 150 colonias después de
crecerlas en LB y la presencia de inserto en pKK232-8 se determing por PCR
mediante la amplificacion del fragmento BamHI-Hindlll, como se describié
anteriormente. La actividad de CAT se determind para 100 colonias que tuvieron
inserto en pKK232-8 y de acuerdo a ésta, se eligieron 46 colonias para la
secuenciacion del inserto. Los plasmidos que tuvieron mutaciones diferentes en la
region reguladora de bfpA (Fig. 8), se introdujeron a EPEC B171-8 para evaluar
nuevamente su actividad.

Para aislar mutaciones que incrementan la expresién de bfpA, las
transformantes se sembraron directamente en placas de LB con 100 pg/ml de Amp,
40 ng/ml de Km y 150 ug/ml de Cm. Contrario a lo descrito arriba, cuando bacterias
que contenian la fusién silvestre (pCAT232) se siembran directamente en Cm,
concentraciongs arriba de 100 pg/ml fueron inhibitorias para su crecimiento {dato no
mostrado). Asi, las 39 colonias que se obtuvieron de las cuatro distintas condiciones
de PCR (9, 16, 10 y 4, respectivamente), fueron candidatas para contener mutaciones
que incrementan la expresion de bfpA-cat. Esto se confirmé por la determinacion de la
actividad de CAT en medio LB liquido. El DNA de los plasmidos de todas las colonias
se purificé y la regién reguladora de las fusiones bfpA-cat se secuencié. Los
plasmidos que tuvieron mutaciones diferentes (Fig. 8), se intredujeron a EPEC B171-8
para evaluar su actividad de CAT.

19



Mutagénesis sitio-dirigida por PCR.

Las mutaciones en el promotor de bfpA, contenidas en los plasmidos pSNE10-
232 y pSAW10 (Fig 6), se construyeron a partir de pCAT232 por la técnica de PCR-
ligacion-PCR (PLP) descrita por Ali y Steinkasserer (1995). Los oligonuciedtidos
mutageénicos que se usaron fueron 5 -AATATTATTCCGTGACCTAT-3' y 5'-
AAGATTAGTCCGTGACCTAT-3 (los nucleétidos que se cambiaron con respecto a la
secuencia silvestre estan subrayados).

Purificacion de RNA y experimento de extensién del iniciador {“primer
extension”).

Para la obtencién de RNA se tomaron muestras de cultivos en DME a 370C,
después de 4 horas de crecimiento en fase exponencial. El RNA se purificé usando
un estuche para purificacién de RNA (RNeasy kit; Qiagen Inc., Chatsworth, CA, EUA),
de acuerdo a las instrucciones de los proveedores. La concentracién y calidad del
RNA se determiné mediante la medicién de la absorbancia a 260 y 280 nm. Las
reacciones de “primer extension” se realizaron con una modificacion del método
reportado por Barrios et al. (1995). Los oligonucledtidos complementarios a los genes
estructurales de cat (5-CGGTGGTATATCCAGTGAT-3') o bfpA (5-
GCACCATTGCAGATTCAA-3), se usaron para determinar el extremo 5 de los
transcritos.de RNAm originados de la fusién bfpA-cat y del gen silvestre bipA,
respectivamente. 20 pmol de cada oligonucleétido se marcaron radioactivamente con
25 pCi de [y-32P] ATP, usando 10U de T4 polinucledtido cinasa {Amersham Life
Science, Inc., Cleveland, OH, EUA), en 1X de solucién amortiguadora para T4
pofinucledtido cinasa (Amersham Life Science, Inc., Cleveland, OH, EUA). 1 pmol del
oligonucledtido marcado se hibrid6é con 15 pg de RNA total, en 0.2 M NaCl-0.03 M
Tris-HC! (pH 7.5), calentandose 3 min a 900C y después enfriandose lentamente
hasta 420C. Las reacciones de transcripcién reversa se realizaron a 450C durante 1
hora con 10 U de la enzima transcriptasa reversa AMV (“avian myeloblastosis virus”)
(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania), en solucion amortiguadora
para la reacci¢n con AMV mas 1mM de DTT, 0.27 mM de cada uno de los nucleétidos
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y 50 U de inhibidor de RNAsa (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania),
en un volumen final de 37 pl. Los productos de cDNA se purificaron y concentraron
usando un concentrador microcon-10 (Amicon Inc., Beverly, MA, EUA), siguiendo las
especificaciongs de los proveedores. Las secuencias patrén se generaron con los
mismos oligonucledtidos, usando como molde los plasmidos pCAT232 (que contiene
la fusion bfpA-cat) y pSS9 (que contiene el gen bfpA) (Sohel et al., 1993). A las
reacciones se les agregdé solucién de electroforesis y los productos se
desnaturalizaron por calentamiento a 950C durante 5 min y se analizaron en geles de
secuencia (poliacrilamida 8%-urea 8M).

Determinacién de secuencias que inducen doblamientos en el DNA.

El andlisis de secuencias que inducen doblamientos en la region reguladora
de bipA se realizé por un método basado en PCR, como se describié anteriormente
(vValle, 1994). Brevemente, ocho fragmentos de 200 pb, que cubren la regidn
reguladora de bipA de las posiciones -374 a -175, -334 a -135, -294 a 95, -214 a -15,
-174 a +26, -134 a +66, -94 a +106 y -54 a +146, respectivamente, se obtuvieron por
PCR, usando oligonucledtidos de 18 pb y el plasmido pSS9 (que contiene el gen
bipA) como molde. Los fragmentos obtenidos se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamida al 8%, a 40C en TBE 1X con 100 V. Ef DNA se detectd mediante la
tincidn con bromuro de etidio. Para localizar el centro de doblamiento en la region
comprendida por los ocho fragmentos, 1a movilidad relativa de cada fragmento en el
gel se grafico.contra la posicion del nucledtido central, con respecto al inicio de la
transcripcion de bfpA.
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RESULTADOS

BfpT activa la transcripcion de bfpA.

El pape| del locus bfpTVW en la regulacion de bfpA, asi como de otros factores
de virulencia de EPEC, no ha sido claramente definido. Nuestras primeras
observaciones indicaron que el locus bfoTVW, localizado 6.7 kb corriente abajo del
conjunto de genes bip, en el plasmido EAF, codifica para el activador transcripcional
de bfpA (Tobe et al., 1996; Apéndice ). Este locus contiene los genes bfpT, bfpVy
bfpW, los cuales forman un operén (M. G. Sosa, datos no publicados).

Puesto que la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia
nucleotidica de bfpT (274 aminodcidos), presentaba homologia con las proteinas que
forman ia familia de activadores transcripcionales AraC/XylS, fue posible sugerir que
bipT codificaba para el activador transcripcional de bfpA. Por otro lado, ia secuencia
de aminoacidos deducida de bfpV (130 aminoacidos) y bfpW (90 aminocdcidos),
segundo y tercer gen del oper6n, respectivamente, no presentaron homologia
significativa con alguna proteina reportada a la fecha. Sin embargo, otros
experimentos mostraron que la expresion de bfpA en una cepa de EPEC, con una
insercion de un casete de gentamicina en bfpT (EPEC T::Gmr), sdlo se complementa
con un pldsmido que contiene el operén completo, al jgual que en una cepa de EPEC
curada del plasmido EAF. Estos resultados sugirieron que la maxima eficiencia de
transcripcion de bfpA requiere de los tres genes, bipT, bipVy bfpW (Tobe et al., 1996;
Apéndice 1). .

Sin embargo, en E. coli HB101 crecida en LB, plasmidos que contienen
unicamente bfpT {(pBTA-BH1-9P y pWQE-BH1-9P) activaron la fusién transcripcional
bfpA-cat (contenida en el plasmido pCAT232), incluso a un nivel mayor que
plasmidos que llevan bfpTy bfpV (pBTA-BH1-1D) o los tres genes {(pBTA-BH1 y
pBTA-BH1-3D) (Fig. 3). Los mismos resultados se obtuvieron en una cepa de EPEC
curada dei plasmido EAF, utilizando plasmidos derivados de pCS-TVW (ver
Materiales y Métodos), los cuales contienen el locus bfpTVW con diferentes
modiﬁcacion_eg, que incluyen la remocién en fase de uno o dos de los tres genes
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{Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados). Asi, estos resultados nos llevaron a
reevaluar si el producto de bfpT (BfpT) era el Unico que se requeria para
complementar la expresion de bfpA en la cepa de EPEC mutada en bipT.

La cepg de EPEC T::Gmr se transformé con los plasmidos a los cuales se les
removié en fase uno o dos de los tres genes del locus bfpTVW (ver Materiales y
Métodos). La capacidad de los genes contenidos en estos plasmidos de restaurar la
expresion de bfpA, se determiné mediante la deteccion de su transcrito por
reacciones de “primer extension”, utilizando un oligonucledtido complementario a la
secuencia del gen estructural (Fig. 4). Para la realizacién de estos experimentos, se
purificé RNA de las cepas transformadas con los diferentes plasmidos, las cuales se
crecieron en DME a 370C, que son condiciones Optimas para la expresién de bfpA
(Puente et al., 1996). Como se esperaba, no se detectdé RNAm de bifpA en la cepa
T::Gmr transformada con el vector (Fig. 4A, carril 2). Con los plasmidos que llevan
bipT, solo o junto con bfpV y/o bfpW, se restauré la transcripcidn de bfpA (Fig. 4A;
carriles 3, 5, 6, 7 y 8). Por el contrario, e! pldsmido que contiene unicamente los genes
bipV'y bipW no complement6 su expresion (Fig. 4A, carril 4). Los niveles del RNAm de
bfpA en cepas complementadas por pldsmidos que contienen bfpT pero no bipV,
fueron mayores a los expresados en la cepa que contiene el operén completo o en la
cepa silvestre (Fig. 4A; carriles 1, 3, 5, 6 y 8). De las mismas muestras de RNA que se
usaron para detectar el RNAm de bfpA, se hicieron reacciones de “primer extension”
para detectar el RNA ribosomal 16S, expresado a partir del promotor P1 del operén
rrnA. Los resultados mostrados en Ia figura 4B, indican que fos resultados de la figura
4A no son debidos a la cantidad o integridad del RNA utilizado para el ensayo. En
conjunto, estos resultados mostraron que BfpT es el unico producto del locus bfpTVW
que se requiere para inducir éptimamente la transcripcion de bipA. Ademas, sugieren
que bfpV participa como medulador negativo, ya que en su ausencia se incrementa la
expresion de bfpA dependiente de BipT (Figs. 3 y 4 y Sanchez-SanMartin et al., datos
no publicados).

Después de nuestro primer estudio, hemos construido un gran numero de
plasmidos que contienen bfpT, ya sea generando fragmentos por PCR o mediante Ja
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digestion de otros plasmidos que contienen el gen silvestre. Durante la
caracterizacion de estos plasmidos, notamos la aparicion frecuente de mutaciones,
tanto en ia region reguladora como en el gen estructural, las cuales evitan la
expresion de bfpT. La mutacién que se genera en la regi6n estructural es una
insercion de una G en un trecho de 7 G's, localizado entre los codones 36 a 38, la
cual produce un cambio de fase en bfpT. Pldsmidos que lievan bfpT con dicha
mutacion no inducen la expresion de bfpA (Sanchez-SanMartin et al., datos no
publicados). Es importante sefialar que esta mutacion pudo haberse generado
inadvertidamente en algunos de los plasmidos que utilizamos en nuestro primer
estudio (plasmidos que contienen bfpT o bfoT y bipV), lo cual pudo llevarnos, en un
principio, a interpretar que se requeria del locus bfpTVW completo para la maxima
eficiencia de transcripcion de bfpA (Tobe et al., 1996; Apéndice ).

El locus bfpTVW ha sido descrito en forma independiente como locus perABC
(Gomez-Duarte y Kaper, 1995). Su aislamiento se basé en la obtencién de
fragmentos del plasmido EAF que inducian la expresidn del gen eaeA, que codifica
para la intimina, la cual es necesaria para la adherencia intima de EPEC con las
células epiteliales (Jerse et al., 1990). Aunque inicialmente se postulé que perC
(bfpW) era el principal activador de la expresiéon de eaeA en una cepa de EPEC
curada dei plasmido EAF, en diferentes trabajos posteriores se implica a PerA (BfpT)
como el activador de |a expresién, tanto de eaeA como de los genes esp, los cuales
codifican para proteinas que secreta EPEC durante la interaccién con fas células
epiteliales (Gémez-Duarte y Kaper, 1995; Kenny y Finlay, 1995; Kenny et al., 1997(a)).
La presunta participacion de PerA (BfpT) en la activacién de genes localizados en la
region LEE, esta basada en experimentos realizados con un plasmido (similar a los
plasmidos pBTA-BH1-18D y pCS-T'VW) que lleva el locus perABC (bipTVW
incompleto, donde el gen perA (bfpT ) carece de la secuencia que codifica para los
primeros 47 codones, pero es capaz de aumentar la expresion de los genes eaeA y
esp. Aungue la expresion de eaeA puede ser inducida con un plasmido que contiene
unicamente perC (bfpW), los niveles de expresion inducidos con el plasmido que
contiene e! locus perABC (bfpTVW) incompleto son seis veces mayores (Gomez-
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Duarte y Kaper, 1985).

En nuestro estudio, los plasmidos que contienen truncado el gen bfpT {sin los
primeros 47 codones) no activaron ia expresion de bfpA, lo cual sugiere que a partir
de éstos no se produce la proteina BfpT funcional (Fig. 3, plasmidos pBTA-BH1-16D y
pBTA-BH1-18D; Fig. 4A, pldsmido pCS-T'VW, carril 9). Asi, el aumento que obtuvieron
otros autores en ios niveles de expresion de los genes eaeA y esp, con el plasmido
que contiene el locus bfpTVW incompleto, parece no ser inducido por BfpT, aunque
no podemos descartar una funcién para la proteina truncada. Por lo tanto, si bien se
ha mostrado que el locus bfpTVW (perABC) es necesario para activar la expresion de
los genes bfp, eae y esp, la activacion de dichos genes podria llevarse a cabo por
diferentes mecanismos; por efemplo, BfpT activando la expresion de los genes bfpy
BfpW activando la expresion de los genes eae y esp. Esta hipotésis estd siendo
analizada actualmente.

Purificacién de BfpT.

Los experimentos anteriormente descritos claramente indicaron que BfpT es el
activador transcripcional de bfpA. Para poder realizar ensayos de interaccién
proteina/DNA (geles de retardamiento, “footprinting™, etc.), con el objetivo de
determinar la secuencia de DNA que reconoce BfpT en la region reguladora de bipA,
se probaron diferentes sistemas para sobre-expresar y purificar este activador. Lo
primero que se probd fue el sistema de purificacién per columnas de resina Ni-NTA, el
cual se basa en la alta afinidad que tienen los residuos de histidina por ¢l niquel
contenido en la resina (Manual “The QlAexpressionist”, QIAGEN). Con este sistema, la
proteina de interés se fusiona por uno de sus extremos a un trecho de seis histidinas,
lo cual permite su purificacién de manera facil y rapida. Para ésto, se construyd el
plasmido pQE-BH1-9P, que expresa BfpT fusionada a seis histidinas en su extremo
amino terminal. La funcionalidad de esta fusion se determing por su capacidad de
activar la expresion de bfpA-cat. Para ésto, el fragmento de pQE-BH1-9P, que
codifica para His-BfpT, se cloné en el vector pwKS130 generando el pldsmido pWQE-
BH1-9P, el cual es compatible con el plasmido que contiene la fusidon bipA-cat. El

27




plasmido pWQE-BH1-9P se transformé en la cepa HB101 Que contenia pCAT232 y
se determind la actividad de CAT de un cultivo crecido en LB. La fusién His-BfpT
activd la expresion de bfpA-cat a 105 mismos niveles gue BfpT silvestre (Fig. 3,
plasmidos pWQE-BH1-9P y pBTA-BH1-9P). Estos resultados mostraron que la fusion
al trecho de histidinas no altera la actividad biotogica de BfpT.

Una vez probada su actividad, el plasmido pQE-BHI-9° se introdujo en cepas
Que adicionalmente contenian el plasmido pREP4, que codifica para el represor de
fac, el cual mantiene inactiva la expresién de la fusién His-BfpT, que esta bajo el
contro! del promotor T5fiac, hasta el momento de la induccion por IPTG. En la figura 5
se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos después de probar diferentes
condiciones de expresion, come son: diferentes temperaturas de incubacién,
diferentes concentraciones de IPTG para la induccidn, y el uso de inhibidores de
proteasas, En geles de poliacrilamida, la fusién His-BfpT no se deatectd ni en el
extracto de proteinas totales de un cuitivo inducido con IPTG, ni en las fracciones que
se obtuvieron de la columna de Ni-NTA después de pasar este extracto (Fig. 5). En
cambio, la fusién His-DHFR, que se recomienda usar como control de expresion, se
observé en el extracto total y se obtuvo como proteina Unica en la fraccién que se
desprendié de la columna (Fig. 5).

A la fecha, hemos probado diferentes sistemas de expresion y purificacion para
BfpT, utilizando diferentes tipos de fusiones, promotores y cepas, sin que se haya
logrado detectar su expresién (Tabla 2, Apéndice Il). Aun en experimentos de
expresion con la RNA polimerasa T7 y marcando las proteinas sintetizadas con
radioactividad, el producto de bfpT no se ha observado (M. G. Sosa, datos no
publicados).

Andlisis genético de la regién reguladora de bipA,

La realizacién de ensayos de interaccién proteina/DNA in vitro, para determinar
la secuencia que reconoce BfpT, se ha dificultado debido a que no se ha loegrado
purificar esta proteina. Como alternativa para localizar el sitio de union de BipT, asi
como otras secuencias importantes para la regulacién de bipA, se llevd a cabo un
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Fig. 5. Expresion de las fusiones His-BfpT y His-DHFR. A parir de muestras de cuitivos,
realizados en condiciones de inducién, de la cepa SG13009 transformada con los plasmidos
pPQE-BHI-9P y pQE42, se obtuvieron extractos totales de proteinas, asi como la fraccion que se
desprendié de las columnas de niguel (ver Materiales y Mélodos), las cuales se separaron en

geles de poliacrilamida al 12.5%. El plasmido pQE-BHI-GP expresa la fusion His-BfpT y el
plasmido pQE42 expresa la fusion His-DHFR.
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Tabla 1. Sistemas de expresion y purificacion probados para expresar BfpT.

Tipo de fusion Tipo de Tipo de Cepa en que se
purificacion promotor expreso
His-BfpT Por columnas de TS/ac SG13009(pREP4)
niquel M15(pREP4)
' His-DHFR-BfpT | Por columnas de | T5/ac SG13009({pREP4)
niquel M15({pREP4)
Tag-BfpT Por anticuerpos T7 BL21(DE3)
contra T7-Tag
Tag-BfpT-His Por anticuerpos T7 BL21(DE3)
contra T7-Tag o
por columnas de
niquel
GST-BfpT Por columnas de tac SG13009(pREP44)
glutation sefarosa JM109
T P ——
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analisis genético de la region reguladora de este gen (Apéndice llI), el cual consistié
de lo siguiente:

a)- Andlisis de recortes a partir del extremo 5’ de la region reguladora de bfpA,

En un estudio previo se habia demostrado que [a fusion bipA-cat contenida en
pCAT232, lleva todos los elementos requeridos para la expresion de bfpA (Puente et
al., 1996). Esta fusién contiene un fragmento de la region reguladora de bfpA que
abarca los nucledtidos de las posiciones -232 a +76, con respecto al inicio de la
transcripcion. €l analisis de la secuencia nucleotidica de este fragmento reveld la
presencia de varios elementos que pudieran ser importantes para la expresién de
bipA, como son secuencias -10 y -35 que se han propuesto como elementos del
promotor dependiente de ¢-70 y una regién rica en A-T, la cual contiene secuencias
repetidas invertidas y directas (Fig. 6A) (Puente et al., 1996).

Para definir mejor la region reguladora de bfpA, se realizaron recortes a partir
del extremo §' de la fusién bfpA-cat contenida en pCAT232. Los recortes se
generaron mediante la amplificacién por PCR de los fragmentos correspondientes y
su posterior clonacién en el vector pKK232-8, el cual contiene el gen catl que carece
de promotor (ver Materiales y Métodos). La secuencia nucleotidica de todos los
insertos clonados se determiné para confirmar la posicién precisa del recorte y para
asegurarnos de que no se hubieran generado mutaciones por el PCR. Los plasmidos
gue se obtuvieron fueron numerados de acuerdo a la posicion del nucledtido hasta
donde se hizo el recorte, con respecto al inicio de la transcripcion (Fig. 6A). La
actividad de CAT producida por los pldsmidos que contienen ias fusiones bfpA-cat se
determiné en EPEC B171-8 crecida en medio DME a 3790C, las cuales son
condiciones optimas para la expresién de bfpA, y en condiciones que se sabe que
regulan su expresion, como son: crecimiento en LB a 370C, en DME a 2500 y 390C, y
en DME conteniendo 15mM de sulfato de amonio a 370C (Puente et al., 1996).

La fusion bfpA-cat recortada hasta la posicion -85 {pCAT85) expresd niveles
similares de CAT y presentd el mismo patrén de regulacion (por temperatura, amonio
y medio de crecimiento) que otras fusiones con mas secuencia corriente arriba;
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Fig. 6. Expresion de las fusiones bipA-cat que contienen recortes en el extremo 5' de su region
reguladora. {A} Secuencia de nucledtidos de la regién reguladora de bipA. Las posiciones a las
cuales se recontd cada fusidn, se indican por flechas que tienen arriba el nombre del plasmido que
la contiene. El nimero de cada plasmido corresponde a la posicion del punto de recorte, con
respecto al inicio de la transcripcion. Las secuencias -10 y -35 del promotor propuesto para bfpA
se encuentran marcadas en negrillas y subrayadas. La posicién correcta del inicio de transcripcion
{este estudio, fig. 8) se encuentra también marcada en negrilla y con una pequena flecha ( bfpA
mRNA}. Secuencias repetidas invertidas (IRS1 e IRS2) y diractas, localizadas en al trecho de A-
T, estan indicadas por flechas horizontales arriba o abajo de la secuencia, respectivamente. (B)
La expresion de CAT de cada fusién fue evaluada en EPEC B171-8 crecida en DME a 379C.
Las muestras fueron tomadas cada hora y la maxima actividad especifica de CAT, alcanzada por
cada fusion esta graficada como el porcentaje de ta actividad especifica maxima expresada por la
fusidon contenida en pCAT232. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar
obtenidos con al menos tres experimentos independientes.
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mientras que la fusion recortada hasta la posicion -77 (PCAT77) mantuvo sélo el 16%
de la actividad de CAT, aunque mostré el mismo patron de regulacién que la fusion
silvestre (pCAT232) (Figs. 6B y 7). Ademas, la expresién de las fusiones arriba
mencionadas fue dependiente de BfpT, ya que no se detectd actividad de CAT
cuando éstas fueron expresadas en la cepa de EPEC T::Gmr (Fig. 7). En contraste,
unicamente niveies basales de expresion se detectaron para las fusiones con
recortes a las posiciones -54 o0 -40 (pCATS54 o pCATA40), las cuales contienen ayn
intacto el promotor (Fig. 68). Estos resultados indicaron que la secuencia
comprendida entre las posiciones -85 a -54 se requiere para la expresion de bipA,
dependiente de BfpT.

b)- Mutagénesis de [a regién reguladora de bfpA.

Para determinar especificamente qué nuciedtidos de la region reguladora son
importantes para la expresién de bfpA, se realizé una mutagénesis al azar en la
region reguladora de bfpA contenida en el plasmido pCAT232 (fusion bipA-caf). Dicha
region se amplificé en cuatro condiciones de PCR que introducen mutaciones a
diferente frecuencia, como se ha descrito previamente (Leung et al,, 1989; ver
Materiales y Métodos). Los productos de PCR se clonaron en el vector pKK232-8
(Ampr) para generar fusiones bfpA-cat y los plasmidos resultantes se transformaron
en E. coli MC4100 que contenia el plasmido pBTA-BH1 (Kmv), el cual lleva el locus
bfpTVW (Fig. 3).

Como se describe en Materiales y Métodos, mutaciones que reducen la
expresion de bfpA-cat se identificaron en colonias gue NO crecieron en una
concentracion de cloranfenicol, en la que si crecieron colonias que contenian la
fusidn silvestre (pCAT232); mientras que mutaciones que aumentan la expresion se
identificaron en colonias que crecieron en una concentracion de cloranfenicol que no
permitié el crecimiento de aquéllas que contenian la fusidn silvestre. EI fenotipo de
las colonias seleccionadas se confirmé mediante la determinacion de los niveles de
expresion de CAT para cada uno de elios. Los pldsmidos de estas colonias se
purificaron y la secuencia de la region reguladora de bfpA se determind.

33




14000 +

T 1200011 4 |

£ Z [ DME/NH4
£ 1ooodlFd @ DMEZ25°C
E o0l £ DMEA9°C
8 1o000]iga = DMELBipT
g oo00d|A

< so00-

2 70001

[Z]

S 5000

o “

5 s0001|E4

2 %

v s000]| P2

[ A

<« 3000

S i

pCAT2 pCAT8S pCATT? pCATS4

Fig. 7. Regulacién de las fusiones bfpA-cat que contienen recortes en el extremo 5’ de su region
regutadora, en respuesta a sefales ambientales. La expresién de las fusiones contenidas en

pCAT232, pCAT8S5, pCAT77 y pCAT54, fue evaluada en EPEC B171-8 ¢recida en DME a
370C, 250C y 390C; 0 en LB a 370C; o en DME que contiene 15 mM de sulfato de amonio, a
370C; 0 en EPEC T::Gmr, en DME a 370C. La gréfica muestra la méxima actividad especifica de
CAT alcanzada durante el cultivo. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar
obtenidos con al menos tres experimentos independientes,
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Los plasmidos que tuvieran mutaciones diferentes en bfpA-cat se
transformaron en EPEC B171-8 para determinar la actividad de CAT en cultivos
crecidos en LB a 370C. Las mutaciones identificadas se clasificaron de acuerdo a su
efecto en la expresion y a su localizacion en la region reguladora de bfpA. De esta
manera, mutaciones localizadas corriente arriba del promotor que disminuyeron o
aumentaron la expresion de bfpA-cat, se clasificaron como mutaciones negativas o
positivas (“down” o “up”), respectivamente, y como mutaciones en el promotor
aquellas localizadas en las regiones -10 y -35, sin importar su efecto (Fig. 8). Cada
una de las mutaciones que se describen a continuacion se obtuvo en cuando menos
dos de las cuatro diferentes condiciones mutagénicas de PCR utilizadas.

Mutacicnes en el promotor. Un total de tres fusiones bfpA-cat con mutaciones
en el promotor, que apagaron totalmente su expresion, se obtuvieron y caracterizaron.
Una presentd un cambio de T por C en la posicion -35 (pMG72), y las otras dos
tuvieron un cambio de G por A en la posicién -33, combinada con un cambio de T por
C en la posicién -44 o0 -10 (pPMNC56 y PMNC52, respectivamente) (Fig. 8). Los
cambios en las posiciones -35 o -33 redujeron la identidad de esta region con
respecto al consenso de la regién -35 de los promotores de E. coli dependientes de
o-70; mientras que el cambio en la posicién -10 redujo la identidad de esta region

con la secuencia consenso de la regién -10. La mutacidn en la posicién -44
probablemente no tenga ningun efecto, ya que este cambio no afecto la expresién de
fusiones que contienen mutaciones positivas (“up”) (Fig. 8, comparar la expresion de
pMG1 con pMNAS y pMNB2).

Para caracterizar mejor el promotor de bipA, se realizaron independientemente
dos mutaciones sitio-dirigidas en la region -10 de la fusién bfpA-catl, ias cuales se
generaron por PCR usando como molde pCAT232. Un cambio de T por G en ia
posicion -7 (pSAW10), que reduce la identidad de esta regiéon con la secuencia
consenso de la regién -10, apagd completamente la expresién de bfpA-cat, mientras
que un cambio de G por T en la posicion -12 (G-12T, pPSNE10-232), que aumenta la
identidad de esta regién con la secuencia consenso de la region -10, incrementé 2.3
. veces la expresidn de la fusidn en todas las condiciones de crecimiento probadas,
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aunque su regulacion por factores ambientales fue proporcionalmente similar a la de
la fusion silvestre (Figs. 8 y 9B).

Interesantemente, la mutacién G-12T aumenté 30 veces la expresion basal de
bipA-cat, obtenida en ausencia de BfpT (Fig. 9B). Experimentos de “primer extension”,
mostraron que la transcripcion inicia en la misma posicion tanto en la cepa silvestre
de EPEC como en la mutante en bfpT (Fig. 108, carriles 3 y 4), el cual es el mismo
inicio de la transcripcion del gen bfpA y de la fusién bfpA-cat silvestre (Fig. 10A y 108B,
carril 1), descartando la posibilidad de que se hubiera generado un promotor
alternativo con la mutacion G-12T7.

Anteriormente habiamos reportado que la transcripcion de bfpA iniciaba en una
G (Puente et al, 1996); sin embargo, en este trabajo se demuestra que la
transcripcion inicia en una A, una base corriente abajo de la G (Fig. 10A). El punto de
inicio de la transcripcién que se determiné en este trabajo esta localizado 7 pb
corriente abajo de la regién promotora -10, ia cual se considera como una distancia
consenso para promotores de E. coli (Harley y Reynolds, 1987). Estos resultados
mostraron que las secuencias que se habian propuesto para las regiones -10 y -35,
compenen realmente el promotor de bfpA.

Un cambio de G por T en la posicion -29 (G-29T, una base corriente abajo de la
Secuencia -35), aumentd dos veces la expresién de bfpA-cat en todas las condiciones
de crecimiento que se probaron (Fig. 9B). Esta mutacién también produjo un aumento
de 9.8 veces en el nivel basal de expresién obtenido en ausencia de BipT, sin alterar
el inicio de la transcripcién (Fig. 9B y Fig. 10, carril 2). Como se describid
anteriormente, un efecto similar se produjo por la mutacién G-12T, sugiriendo que Ja
mutacion G-29T generd un promotor mas fuerte. Esto es consistente con el hecho de
que una T es la base que se encuentra mds frecuentemente una posicién corriente
abajo de la secuencia consenso -35 en E. coli (Harley y Reynolds, 1987).

Mutaciones que disminuyen la expresion de bipA {mutaciones negativas). Seis
diterentes fusiones bfpA-cat con mutaciones fuera del promotor que disminuyeron su
expresion, se obtuvieron y caracterizaron. Tres de estas fusiones tuvieron una
remocion de una sola base (pMG51, pMGS58 y pPMGE5) y una tuvo una insercion de
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Fig. 9. Regulacién de algunas de las fusiones bfpA-cat que contienen mutaciones en su region
requladora. |a actividad especifica de CAT de las fusiones que contienen mutaciones que
disminuyen su expresion (pMG51, pMGS8, pMGED y pMGE5) (A) 0 mutaciones en el promotor
(PMNC6E y pSNE10-232) (B}, fue determinada en EPEC B171-8 crecida en LB a 370C, 250C y
39C; 0 en LB a 370C; o en DME gue contiene 15 mM de sulfato de amonio, a 379C: 0 en EPEC
T::Gmr, en DME a 37¢C. La gréfica muestra la actividad especifica maxima de CAT alcanzada
durante el cultivo. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar obtenidos con al
menos tres experimentos independientes.
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Fig. 10. Determinacion del inicio de la transcripcién del gen bfpA y de algunas de las fusiones
bipA-cat. por “primer extension”. (A) El RNA total obtenido de EPEC B171-8, se hibridé con un
oligonucledtido complementario al extremo 5’ del gen bipA; la reaccién de “primer extension” se
realizé con transcriptasa reversa AMV, como se describe en Materiales y Métodos. Los carriles
marcados como G, A, Ty C corresponden a la secuencia obtenida con el mismo oligonucledtido.
El producto de la transcripcion de bfpA se muestra ala izquierda y a la derecha de la secuencia.
La flecha indica la posicion de! inicio de la transcripeién, la cual corresponde a una A que esta
marcada en negrilla. (B} E! RNA total obtenido de EPEC B171-8 que contiene los plasmidos
pCAT232 (carril 1), pMNCS (carril 2), pSNE10-232 (carril 3); o de la cepa de EPEC T:Gm¢ que
contiene e! piasmido pSNE10-232 (carril 4), se hibrid6 con un oligonucledtido complementario al
extremo 5' del gen cat.
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una base (pMG60), en diferentes posiciones de la reqidén donde se localizan las
secuencias repetidas invertidas IRS1 e IRS2 (Fig. 8). Las otras dos fusiones tuvieron
una de [as remociones mencionadas anteriormente, mas un cambio de nucleétido en
la posicién -81 (PMNC54) o -15 (pMNC55); sin embargo, estos cambios adicionales
no afectaron en mayor medida la actividad de bfpA-cat (Fig. 8). La remocidn o
insercién de una A en el trecho de 10 A’s, localizado entre las posiciones -65 a -74,
redujo la expresion de bipA-cat al 1y 2%, respectivamente; mientras que la remocion
de una T en el trecho de 8 T's, localizado entre las posiciones -44 a -51, y la remocion
de una de las dos T's de las posicionés -41 y -42, redujeron la expresion de la fusidn
a menos del 1% (Fig. 8). Interesantemente, el bajo nivel de expresién que mostraron
las fusiones que contenian mutaciones negativas todavia requiri6 la presencia de
BfpT y ademds se reguid por temperatura, amonio y medio de crecimiento (Fig. 9A).

Mutaciones que aumentan la expresién de bfpA {mutaciones positivas). Seis

distintas fusiones bfpA-cat, con mutaciones fuera del promotor que incrementan
ligeramente su expresion, se obtuvieron y caracterizaron. Dos de estas fusiones
tuvieron un solo cambio de A por G en las posiciones -65 6 -66 (pMG1 y pMG3), las
cuales son las primeras dos A’s de la secuencia repetida IRS1 (Fig. 8). Las otras seis
fusiones tuvieron una de estas mutaciones mas un cambio adicional que no parece
afectar la expresion, ya que su efecto fue similar al mostrado por las mutaciones
unicas (Fig. 8). Asi, el ligero incremento (1.3 veces) en la expresion mostrade por
todas estas fusiones fue producido por los cambios A-65G y A-66G (Fig. B). En
particular, estas mutaciones podrian aumentar ligeramente la interaccién de BfpT con
la regidn reguladora de bfpA.

c)- La expresion independiente de BfpT de la fusion bfpA-cat que contiene la
mutacién que mejora el promotor (G-12T), es aun regulada por LB pero no por
amonio,

Como se describid anteriormente, la mutacion que mejora el premotor,
contenida en pSNE10-232 (G-12T), produce un aumento de 30 veces en la expresién
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de bfpA-cat en ausencia de BfpT (Figs. 98 y 11), sin alterar el punto de inicio de la
transcripcién (Fig. 10B, carril 4). Nosotros decidimos estudiar la regulacién de esta
actividad en las cepas de EPEC T::Gmry B171-10, una cepa derivada de B171-8 que
no contiene el plasmido pEAF. De manera interesante, la expresion independiente de
BfpT se reprimié ain por LB pero no por amonio (Fig. 11). Este resultado nos llevd a
analizar el papel de la secuencia comprendida entre las posiciones -85 y -46 en esta
regulacion independiente de BfpT. Para ésto, usandc la misma estrategia que se
describié anteriormente, se realizé un recorte del extremo 5' en la region reguladora
de la fusién bfpA-cat contenida en pSNE10-232 hasta la posicion -40, generando el
plasmido pSNE10-40. Este plasmido se transformé en las cepas de EPEC T::.Gmry
B171-10, y su expresion se analizé en cultivos crecidos en DME, LB o DME mas
amonio a 370C. El recorte hasta la posicion -40 no afectd la regulacién de bfpA
independiente de BfpT por LB (Fig. 11).

Estos resultados sugieren que el mecanismo molecular por medio del cual se
reprime la expresién de bfpA por LB y amonio, es diferente. Para ia represion por LB
no se requiere de BfpT ni de la secuencia corriente arriba de la posicion -40: en
cambio, para la represién por amonio se requieren ambos elementos.

d)- Las regiones reguladoras de bfpA y bfpT presentan una regién con alta identidad
entre ellas.

Recientemente, en nuestro laboratorio se determiné que la expresion de bipT
se auto-activa y también se reprime por temperatura, amonio y medio de crecimiento
(Martinez-Laguna et al., 1997). Considerando esto, nosotros esperamos que hubiera
elementos en comun, como por ejemplo la secuencia que reconoce BfpT, en las
regiones reguladoras de bfpA y bfpT. El alineamiento de la secuencia de nucledtidos
de estas regiones reveld la presencia de una secuencia, entre las posiciones -65 a
-26 de la region reguladora minima de bfpT, que tiene 73% de identidad con la region
localizada entre las posiciones -85 a -46, la cual es necesaria para la expresién de
bfpA dependiente de BfpT (Fig. 12). En contraste, no se encontré homologia
significante con la region reguladora de bfpA corriente arriba de la posicion -84 o
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Fig. 11. Regulacién en ausencia de BIpT de ta fusién bfpA-cat que contiene ta mutacion en el
promotor G-12T y de su derivada a la cual se le recortd |a region reguladora hasta la posicion -40.
La actividad especifica de CAT de la fusion que contiene la mutacién en el promotor G-12T
(pSNE10-232) y de su derivada a la cual se le recond su extremg 5' hasta la posicién -40
(pSNE10-40}, fue determinada en EPEC B171-10, cepa derivada de B171-8 que no contiene el
plasmida pEAF, 0 en EPEC T::Grrr, crecidas en DME o LB a 37¢C, o en DME que contiene 15
mM de sulfato de amonio a 370C. Para efecto de comparacion, la expresion de fa fusion silvestre
{(pCAT232) en EPEC B171-10 esta también graficada. La grafica muestra la actividad especifica
maxima de CAT alcanzada durante el cultivo. Los datos representan el promedio y la desviacién
estandar obtenidos con al mencs tres experimentos independientes.
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Fig. 12. Alineamiento de las regiones reguladoras de bfpA (secuencia de arriba) y bfpT
(secuencia de abajo). La regién reguladora corriente abajo de la posicién -85 contiene todos fos
elementos requeridos para la regulacién de bfpA, dependiente de BfpT (este estudio). La
secuencia de bfpA localizada entre las posiciones -85 a -46 tiene 73% de identidad con una
region de 40 pb (marcada con una barra sombreada), localizada entre las posiciones -65 a -26 de
la region reguladora de bfpT, la cual es requerida para la auto-activacion de bfpT (Martinez-
Laguna et al., 1997). Los corchetes encierran la secuencia del fragmento de DNA gue se uni6 a
una fusion T7-tag-BfpT inmobilizada en esferas magnéticas (Tobe et al., 1995; Apéndice 1). La
posicion de los recortes 0 mutaciones gue afectaron la expresion de bipA-cat, se indica con
flechas. La actividad de CAT mostrada en paréntesis esta expresada como porcentaje de ta
actividad de la fusion silvestre (pCAT232), a fa cual se le asigné un valor de 100%. Flechas
horizontales arriba o abajo de la secuencia muestran las secuencias repetidas invertidas o
directas. Las secuencias -10 y -35 de los promotores y los inicios de la transcripcién se
encuentran también indicados.
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corriente abajo de la posicion -46 (Fig. 12).

Determinacién de secuencias que inducen doblamientos en el DNA en la
region reguladora de bfpA.

En varios estudios se ha reportado que la curvatura intrinseca del DNA,
mediada en muchos casos por la presencia de trechos de cuatro o mas A’s colocados
en fase, puede tener influencia en la expresién de ciertos promotores (Koo et al.,
1986, Pérez-Martin et al., 1994). Como se describid anteriormente, en el presente
estudio se encontré que ia secuencia rica en A-T, localizada entre las posiciones -85
a -54, es necesaria para la expresion de bfpA. Asi, un método basado en PCR se uso
para predecir si la secuencia de esta region podria inducir doblamientos en el DNA
(valle F., 1994).

Ocho fragmentos de 200 pb, que abarcan la regién requladora de bfpA de las
posiciones -374 a +146 se obtuvieron por PCR (Fig. 13A) y se sometieron a
electroforesis en geles de potiacrilamida al 8% a 40C {Fig. 13B). En este tipo de
ensayos, el retardamiento en la movilidad de los fragmentos de DNA es indicativo de
la presencia de un doblamiento y es mayor cuando éste se encuentra en el centro de
los fragmentos. La migracién de cuatro fragmentos se retardd claramente, indicanc_io
la presencia de secuencias que producen doblamiento en ellos (Fig. 13B). La
movilidad relativa de cada fragmento se graficé contra la posicién de su centro, con
respecto al inicio de ia transcripcion (Fig. 13C). Esta gréafica mostré que la secuencia
que induce doblamiento esta localizada entre los nucledtidos de las posiciones -125
a -100, una regién claramente corriente arriba de la secuencia requerida para la
expresion de bipA.
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Fig. 13. Determinacién de secuencias que inducen doblamientos en la regidn reguladora de
bipA. Un método basado en PCR fue usado para la determinacién de secuencias que inducen
doblamientos (ver Materiales y Métodos). (A) Representacién esquematica de los fragmentos de
200 pb, obtenidos por PCR, los cuales cubren fa regién reguladora de bfpA. Fragmento 1,
posiciones -374 a -175; fragmento 2, posiciones -334 a -135; fragmento 3, posiciones -294 a -95;
fragmento 4, posiciones -214 a -15; fragmento 5, posiciones -174 a +26; fragmento 6, posiciones
-134 a +66, fragmento 7, posiciones -94 a +106 y fragmento 8, posiciones -54 a +106. La flecha
indica el centro de doblamiento deducido de la gréfica del panel C. (B) Separacién por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% de los fragmentos que se muestran en el panel A.
Los marcadores de peso molecular se indican como MW. (C) Determinacién del centro de
doblamiento. La movilidad relativa de cada fragmento se graficé contra la posicion del centro de
cada fragmento, con respecto al inicio de la transcripcion de bipA.
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DISCUSION

La expresion del operén bip, el cual es necesario para la produccion de! pili
BFP y el fenotipo de adherencia localizada por EPEC, est4 bajo el control de la regidn
reguladora de bfpA, el gen gue codifica para la subunidad estructural de BFP {Schel
et al, 1993; 1996; Ramer et al., 1996). La expresién de bfpA es modulada a nivel
transcripcional por la temperatura, la concentracién de amonio y el medio de
crecimiento (Puente et al., 1996).

Nuestras primeras observaciones indicaron que ia maxima eficiencia de
transcripcion de bfpA requeria de los tres genes de! locus bfpTVW, localizado 6.7 kb
corriente abajo del operon bifp, en el plasmido EAF (Tobe et al., 1996; Apéndice 1), En
este trabajo se demuestra que el producto de bfpT (BfpT), un miembro de la familia de
reguladores transcripcionales AraC, es el Unico que se necesita para activar la
transcripcion de bfpA, tanto en una cepa de E. coli no enteropatdgena, como en la
cepa de EPEC mutada en bfpT, la cual se usé en el primer estudio (Figs. 3 y 4).
Asimismo, contrario a o observado inicialmente, el gen bfpV parece tener un papel de
modulador negativo, ya que en ausencia de este gen se incrementa la expresion de
bipA dependiente de BfpT {Figs. 3y 4).

La discrepancia entre los resultados obtenidos en este trabajo y los
encontrados inicialmente, se explican en parte por la constante aparicién de ciertas
mutaciones que inactivan a bfpT. Por ejemplo, una insercién de una G en un trecho
de 7 G’s, localizado entre los codones 36 a 38 de bfpT, produce un cambio de fase en
este gen. Algunos de los plasmidos utilizados en el primer estudio (plasmidos que
contienen bfpT o bfpTy bfpV) probablemente contenian esta mutacién y debido a esto
produjeron resuftados diferentes.

El probable papel de modulador negativo de bfpV esta siendo investigado con
mas detalle en nuestro laboratorio. En experimentos recientes se ha observado que la
ausencia de bfpV causa un incremento de cuando menos 10 veces en el nivel de
RNAm de bipT (Sénchez-SanMartin et al., datos no publicados). Asi, el aumento en la
expresion de bfpA, producido por la ausencia de bfpV, podria deberse a un
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incremento en la expresidn de BfpT. Diferentes experimentos se estan llevando a
cabo para determinar si la ausencia de bfpV incrementa la expresion ylo la
estabilidad del RNAm de bfpT: asi como, para determinar si bipV codifica para una
proteina o si su secuencia es un elemento regulador que actia en cis.

Nosotros estamos interesados en definir el mecanismo molecutar que regula la
expresion de bfpA. La caracterizacion de la secuencia de DNA que reconoce BfpT
podria ayudar a entender mejor su mecanismo de accién. Sin embargo, la interaccion
de BfpT con sus sitios de unidn ha sido dificil de estudiar in vitro, ya que no se ha
logrado sobre-expresar y purificar a esta proteina. Aun bajo el control de promotores
fuertes y fusionado a diferentes proteinas o péptidos, no se ha detectado la expresion
de BfpT en geles de poliacrilamida (Fig. 5, tabla 2}; sin embargo, estas fusiones son
capaces de inducir la expresion de bfpA en trans, indicando que dirigen fa sintesis de
una proteina activa (Figs. 3 y 4).

En E. coli, la sobre-expresion de proteinas suele dificultarse cuando los genes
contienen codones que se usan con baja frecuencia en esta bacteria {Pedersen,
1984; Kane, 1995). Un andlisis del uso de codones en bfpT revelé un alto contenido
de codones (mayor al 20%) que se usan poco en E. cofi, principalmente los codones
AGG, AGA y ATA, que son los menos utilizados por esta bacteria. Aunque estos
codones se encuentran distribuidos a lo largo de la secuencia de bfpT, en algunas
regiones se agrupan consecutivamente, situacién que se ha postulado afecta en
mayor grado la traduccidn de genes en E. cofi (Chen y inouye, 1990; Kane, 1995). Asi,
la presencia y distribucién de codones que utilizaE, coli con poca frecuencia, podria
ser una de las principales razones que limita la sobre-expresion de BfpT, aun bajo el
control de promotores fuertes. Aunado a ésto, el RNAm o la proteina podrian ser
particularmente inestables. Otra de las probables razones que impiden la sobre-
expresion de BfpT, es la constante aparicién de mutaciones que inactivan su gen, las
cuales se mencionaron anteriormente. En su conjunto, estos mecanismos podrian de
manera natural controlar fa cantidad de BfpT en la célula, la cual en mayor cantidad
pudiera ser toxica.
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Actualmente, en nuestro laboratorio se esta estudiando cémo se regula a nivel
traduccional la sintesis -de BfpT, por medio de fusiones traduccionales al gen lacZ.
Asimismo, se tiene contemplado expresar bfpT en presencia de los genes que
codifican para los tRNA's de los codones de baja frecuencia en E. coli, o bien,
expresarlo en bacterias u otros organismos con diferente uso de codones.

Debido a lo anterior, una ruta alternativa para identificar el sitio de unién de
BipT, asi como otras secuencias requeridas para la expresién de bfpA, fue analizar
genéticamente su regién reguladora.

El andlisis de recortes a partir del extremo 5’ de la region reguladora de bfpA-
cat, mostro que una fusion recortada hasta la posicién -85 (pCATS85) expresa niveles
similares a la de ofras fusiones que contienen mas secuencia corriente arriba,
ademas de que mantiene el mismo patrén de regulacion en respuesta a sefales
ambientales y a la presencia de BipT. En cambio, la expresion de una fusién
recortada hasta la posicion -77 (pCAT77) se disminuyé 84%, aunque aun respondié a
las sefales reguladoras en las mismas proporciones que la fusién silvestre
(pCAT232). En contraste, se detectaron tnicamente niveles basales de expresion
para las fusiones con recortes a las posiciones -54 o -40 {pCATS54 o pCAT40), las
cuales contienen aun intacto el promaotor (Figs. 6 y 7). Estos resuitados indicaron que
ta secuencia requerida para la regulacién de bfpA, dependiente de BfpT, esta
comprendida entre las posiciones -85 a -54 y que la secuencia CGGAAATA entre las
posiciones -85 y -77, contiene nucleétidos necesarios para su activacion,

La regién de bfpA entre las posiciones -85 a -54 contiene una secuencia
repetida directa de 8 pb (AAAAAAAG), asi como la mitad de una secuencia repetida
invertida de 10 pb (IRS1) (AAGAAAAAAA) (Fig. 6). El papel de estos elementos en la
expresion de bfpA no es claro ya que no son suficientes para una activacién
completa, como o muestra el bajo nivel de expresion obtenido con la fusién bipA-cat
recortada a la posicién -77 (pCAT77), la cual contiene a ambos elementos intactos
(Figs. 6 y 7). Sin embargo, se ha reportado que otros miembros de |a familia
AraC/XylS, como AraC, MelR y VirF, reconocen secuencias repetidas invertidas o
directas (Lobell y Schleif, 1990; Caswell et al., 1992; Wattiau y Cornelis, 1894),
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Por ejemplo, AraC, el prototipo de esta familia de reguladores, regula a nivel
transcripcional el operén araBAD, actuando positivamente en presencia de arabinosa
y negativamente en su ausencia. En presencia de arabinosa, un dimero de AraC se
une a una secuencia repetida directa compuesta de los sitios araly y arab, resultando
en la activacién del operén araBAD (Lee et al., 1987: Lobell y Schleif, 1990). En
ausencia de arabinosa, el dimero de AraC se une a la secuencia repetida directa
compuesta de los sitios arah y ara0s; este Gltimo localizado 210 pb corriente arriba de
araly, formando una estructura que reprime la expresion de araBAD (Dunn et al.,
1984; Lobell y Schleif, 1990). En contraste, ExsA, también miembro de la familia
AraC/XylS, reconoce una secuencia consenso definida (TXAAAAXA), localizada
corriene arriba de la posicidn -52, con respecto al inicio de transcripcion {Hovey y
Frank, 1995).

Para otros miembros de la famila AraC/XylS que regulan genes de virulencia,
no se ha estudiado en detalle la secuencia que reconccen, debido principalmente a
que no se han logrado purificar; sin embargo, se han identificado algunas
caracteristicas comunes. Rns, CfaD, VirF y ToxT requieren de una secuencia rica en
A/T, localizada corriente arriba de la region -35, para activar los genes que regulan
{Jost y Alder, 1993; Tobe et al., 1993; Jordi et al., 1994; Brown y Taylor, 1995;
Murphree et al., 1997). Otra caracteristica en comun de estos reguladores, excepto
ToxT, es que parecen contrarrestar la regulacion negativa, asociada a temperaturas
por debajo de los 370C, ejercida por H-NS sobre los promotores que reconocen, un
mecanismo que podria también reprimir la expresion de bipA a estas temperaturas.

Para caracterizar con detalle la secuencia que controla la expresion de bipA,
se generaron mutaciones al azar en su regién reguladora. Los resuitados obtenidos
revelaron que remociones de una sola base o una insercién de una sola base en la
secuencia corriente arriba del promotor, pero corriente abajo de la posicién -85 (la
insercion o remocidn de una A en el trecho de 10 A’s, localizado entre las posiciones
-65 a -74; la remocion de una T en el trecho de 8 T's, localizado entre las posiciones
-44 a -51, o la remocidn de una de las dos T's, localizadas en las posiciones -41 y
-42, ver Fig. 6), disminuyeron la expresion de bfpA-cat a menos del 2% (Fig. 8). De
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manera interesante, este reducido nivel de expresion requirié ain de la presencia de
BfpT y fue regulado por temperatura, concentracion de amonio y medio de cultivo (Fig.
9). En contraste a lo observado con las remociones o la insercion de una base en el
trecho de 10 A’s, dos cambios en la misma regién, A por G en las posiciones -65 ¢
-86, causaron un ligero incremento en la expresién de bipA-cat (Fig. 8).

Estos resultados sugieren que la expresién eficiente de bipA requiere de la
estructuracion y organizacién precisa de los elementos en cis que fa controlan. Asi, el
fenotipo negativo producido por la insercidn y las remociones de una base, podria
deberse a una distorsion en la estructura del DNA, lo cual produciria un-cambio ligero,
pero significativo, en la orientacién del sitio de unién de BfpT con respecto al
premotor, alterando su interaccién con otras méleculas, como la RNA polimerasa. La
crientacién apropiada de los sitos de union con respecto al promotor es necesaria
para la activacion transcripcional por CRP, OmpR y FNR, entre otros activadores
(Maeda et al., 1988; Gaston et al., 1990; Ushida y Aiba, 1990; Wing et al., 1995). Para
el caso de FNR, la remocién o insercién de una sola base entre su sitio de unién y el
promotor, disminuye drasticamente la activacion dependiente de este regulador en un
promotor semisintético (Wing et al., 1995).

En intentos por identificar mutaciones que suprimieran el efecto de la insercién
0 remociones contenidas en las fusiones bfpA-cat de los plasmidos pMGEO (Ains-65),
PMGS51 (Adel-65), pMG58 (Tdel-44) y pMGE5 {Tdel-41), se han encontrado
unicamente revertantes, apoyando la idea de que la regién reguladora de bipA
mantiene una estructura fina que es necesaria para su activacién por BfpT.

La secuencia -10 del promotor propuesto para bfpA (GATTAT) muestra
caracteristicas tipicas de los promotores controlados positivamente, como la ausencia
de una T en la primera posicién y la presencia de una A y una T en las posiciones dos
Yy seis, respectivamente, con respecto a la secuencia consenso de los promotores de
E. cofi, dependientes de sigma-70 (TATAAT) (Raibaud y Schwartz, 1984). A este
respecto, el fenotipo producido por dos mutaciones confirmaron ia funcion de esta
secuencia. El cambioc de T por G (T-7G) en la posicion seis, apagé completamente la
expresion de la fusion bfpA-cat contenida en el plasmido PSAWI10; mientras que el
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cambio de G por T (G-12T) en la primera posicidn, aumento mas de dos veces la
expresion de la fusion contenida en el plasmido pSNE10-232, en todas ias
condiciones de crecimiento probadas (Figs. 8 y 9). De manera interesante, la
mutacion G-12T aumenté 30 veces el nivel de fondo de la expresion de bfpA-cat,
obtenido en ausencia de BfpT (Fig. 9), lo cual sugiere que las diferencias entre la
secuencia de la region -10 de bfpA y la secuencia -10 consenso de E. cofi,
determinan que la expresion de bfpA dependa del activador BfpT.

La secuencia -35 del promotor propuesto para bfpA (TFGCGT) contiene las
bases mas conservadas del consenso (TTGACA), que son las tres primeras
posiciones. La importancia de estas bases fue revelada por el anédlisis de la actividad
de fusiones bfpA-cat, que contienen dos tipos de mutaciones. £l cambio de T por C (T-
35C) o de G por A (G-33A), en la primera y tercera posicidn, respectivamente,
disminuyeron la expresion de la fusién al nivel de! fondo (Fig. 8), sugiriendo que la
secuencia -35 se requiere para la expresién de bfpA, en contraste con lo observado
para la mayoria de los promotores controlados positivamente {Raibaud y Schwartz,
1984).

La estrategia que se siguié para introducir y seleccionar mutaciones al azar en
la region reguladora de bfpA no generd todas las mutaciones posibles, como aquéllas
Que se generaron por mutagénesis sitio-dirigida o mutaciones en la region localizada
entre las posiciones -85 a -77, la cual se demostrd que es importante para la
activacién. A este respecto, la estrategia que se utilizé favorecié algunos cambios,
como lo muestra el hecho que las mismas mutaciones se obtuvieron en las cuatro
condiciones de PCR usadas y que la mayoria de los cambios fueron transiciones de
bases (purina por purina o pirimidina por pirimidina). Por otra parte, también cabe la
posibilidad de que el efecto de otras mutaciones puntuales no sea lo suficientemente
grande para ser detectado por el método de seleccion usado, como lo fue para la
insercion o remociones de una base, 1o cual permitié su facil y recurrente aislamiento.

La expresion independiente de BfpT mostrada por ia fusién que contiene la
mutacion en el promotor G-12T (pSNE10-232) se reprimio adin por LB, pero no por
amonio. Ademas, un recorte de esta fusién hasta la posicion -40 {pSNE10-40} no
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afecté su -expresion independiente de BfpT, ni su regulacién por LB (Fig. 11). Estos
resultados sugieren que la represion de bfpA, en respuesta al crecimiento en LB vala
concentracion de amonio, estda mediada por dos mecanismos diferentes. Para la
represion por LB no se requiere de BfpT ni de la secuencia corriente arriba de la
posicion -40, en cambio, para la represion por amonio se requieren ambos
elementos.

En un estudio anterior se propuso que los niveles de expresion en LB y DME
podrian depender, al menos parcialmente, de qué tanto dure la fase exponencial; ya
que bfpA se expresa Unicamente durante la fase exponencial de crecimiento y que
para EPEC esta fase dura 3 horas en LB y 7 horas en DME (Puente et al., 1996). Asi,
la represion por LB podria estar mediada por un mecanismo general de E. coli, el cual
reprime la expresién de promotores dependientes de o-70 en la fase estacionaria de
crecimiento. A este respecto, para algunos genes de E. coli que se expresan
unicamente en fase exponencial, se ha demostrado que RpoS esta involucrado en su
represién en fase estacionaria. En estos casos se ha propuesto que RpoS podria
inducir la expresion de un represor en fase estacionaria, competir por la RNA
polimerasa “éore", 0 bien, actuar directamente como un represor {Xu y Johnson,
1995). Algo similar podria ocurrir para la represion de bIpA en fase estacionaria.

En el caso de la regulacién por amonio, resultados obtenidos recientemente
sugieren la existencia de un factor especifico en EPEC, e! cual podria inducirse por
amonio o detectar su presencia para reprimir la expresion de bfpA, ya sea uniendose
a su region reguladora o modificando a BipT (Martinez-Laguna et al., en preparacién).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que la expresion de bfpT se autoactiva
y también se regula por temperatura, concentracion de amonio y medio de
crecimiento (Martinez-Laguna et al.,, 1997). En apoyo a nuestros resultados, un
alineamiento entre las regiones reguladoras de bfpAy bfpT revelé la presencia, como
parte de la region minima reguladora de bfpT, de una secuencia que tiene 73% de
identidad con la secuencia localizada entre las posiciones -85 a -46, region requerida
para la expresién de bfpA dependiente de BipT (Fig. 12). En contraste, no se encontrd
homologia significativa con la regién de bfpA corriente arriba de ta posicién -84 o
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corriente abajo de la posicion -46. Ademas, tampoco se encontré homologia entre las
regiones reguladoras de bfpAy eaeA, el gen que codifica para la intimina de EPEC y
el cual se mostré que es regulado por el producto de bfpW (perC) y no por BfpT (PerA)
(Gémez-Duarte y Kaper, 1995).

De manera interesante, esta region homéloga en bfpA esta localizada 20 pb
{dos vueltas completas del DNA) corriente arriba de ia posicién donde se encuentra
en bfpT, sugiriendo que BfpT puede activar la transcripcidon colocado en diferentes
posiciones, siempre y cuando se mantenga la orientacion apropiada de sus sitios de
unién con respecto al promotor. A este respecto, muchas proteinas reguladoras de E.
coli, entre ellas SoxS y MarA, miembros de la familia AraC/XylS, son capaces de
activar la transcripcién desde diferentes posiciones con respecto al promotor
(Collado-Vides et al., 1991; Jair et al., 1995; 1996).

Finalmente, el andlisis de secuencias que inducen doblamientos, mostré que la
secuencia corriente abajo de la posicién -85 no presenta curvatura intrinseca (Fig.
13). Por el contrario, se localizé una secuencia que induce doblamiento entre las
posiciones -125 a -100, corriente arriba de la secuencia que se requiere para la
expresion de bfpA (Fig. 13), la cual, alternativamente, podria jugar un papel en la
expresion de rsvA, un gen localizado corriente arriba de bipA, el cual se transcribe de
forma divergehte (Puente et al., 1996; Sohel et al., 1996). Aunque la secuencia rica en
A-T, localizada entre la posicion -85 y el promotor, no presenta curvatura intrinseca,
es probable que la unién de BipT genere un doblamiento, el cual permita estabilizar
la interaccién con la secuencia que reconoce o favorezca interacciones con la RNA
polimerasa. A este respecto, se ha sugerido que MelR y MarA, miembros de la familia
AraC/XylS, inducen doblamientos en el DNA cuando se unen a las regiones
reguladoras del operén melAB o marRAB, respectivamente (Martin et al., 1996;
Bourgerie ef al., 1997).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se demostré que BfpT es el Unico producto del locus bipTVW
que activa ia expresion de bfpA y que los elementos en cis que se requieren para la
regulacion de bfpA, dependiente de BfpT, tales como el sitio de unién de este
activador, estan localizados en la regién comprendida entre las posiciones -85 a -46.

Los nucledtidos especificos que reconoce BfpT, en la regién localizada entre
las posiciones -85 a -46, podrdn ser caracterizados por mutagénesis sitio-dirigida y/o
por ensayos de interaccién proteina/DNA in vivo. Asimismo, la introduccion por
mutagénesis sitio-dirigida de secuencias que contengan la mitad o vueltas completas
de DNA, entre esta regién y el promotor, ayudaré a investigar la hipotésis de que BfpT
puede activar la transcripcion colocado en diferentes posiciones, siempre y cuando se
mantenga la orientacion apropiada de sus sitios de unién con respecto al promotor.

Los resultados obtenidos sugieren que bfpV paricipa como modulador
negativo de la expresién de bfpA, dependiente de BfpT. Diferentes experimentos se
estan llevando a cabo para determinar si la ausencia de bfpV incrementa la expresidn
y/o la estabilidad del RNAm de bfpT: asi como, para determinar si bfpV codifica para
una proteina o si su secuencia es un elemento regulador que actua en cis.

En este trabajo también se caracterizé el promotor de bfpA y se encontré que la
que la represion de este gen, en respuesta al crecimiento en LB y a la concentracion
de amonio, estd mediada por dos mecanismos diferentes. Para la represién por LB no
se requiere de BfpT ni de la secuencia corriente arriba de la posicién -40, en cambio,
para la represién por amonio se requieren ambos elementos.

Actualmente, en nuestro laboratorio se estdn generando mutantes de EPEC,
mediante una mutagénesis con transposones, para la identificacién de los factores
involucrados en la represién de bfpA, en respuesta al crecimiento en LB, la
concentracion de amonio y ia temperatura. Asimismo, se estan construyendo
mutantes de EPEC en reguladores globales, como RpoS y HNS, para determinar su
papel en la regulacién de este gen.

54




BIBLIOGRAFIA

-Ali, S. A., and A. Steinkasserer. 1995. PCR-ligation-PCR mutagenesis: a
protocol for creating gene fusions and mutations. BioTechniques 18:746-750.

-Allaoui, A., P. J. Sansonetti, and C. Parsot. 1993, MxiD, an outer membrane
protein necessary for the secretion of the Shigella flexneri Ipa invasins. Mol. Microbiol.
7:59-68.

-Ausubel, F. M., R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J.
A. Smith, and K. Struhl. 1989. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley
and Sons, Inc., New York.

-Barrios, H., H.-M. Fischer, H. Hennecke, and E. Morett. 1995. Overlapping
promoters for two different RNA polymerase holoenzymes controt Bradyrhizobium
japonicum nifA expression. J. Bacteriol. 177:1760-1765.

-Bourgerie, S. J,, C. M. Michan, M. 8. Thomas, S. J. Busby, and E. |
Hyde. 1997. DNA binding and DNA bending by the MelR transcription activator
protein from Escherichia coli. Nucleic Acids Res. 25:1685-1693.

-Boyer, H. W., and D. Roulland-Dussoix. 1969. A complementation analysis of
the restriction and modification of DNA in Escherichia coli. J. Mol. Biol, 41:459-472.

-Brosius, J. 1984. Plasmid vectors for the selection of promoters. Gene 27:151-160.

-Brown, R. C., and R. K. Taylor. 1995. Organization of fcp, act, and toxT genes
within a ToxT-dependent operon. Mol. Microbiol. 16:425-30.

-Bujard, H., R. Gentz, M. Lanzer, D. Stuber, M. Muller, I. lbrahimi, M. T.
Hauptle, and B. Dobberstein. 1987. A T5 promoter based transcripcion-
translation system for the analysis of proteins in vivo and in vitro. Methods in
Enzymology 155:416-433.

-Caron, J., L. M. Coffield, and J. R. Scott. 1989. A plasmid-encoded regulatory
gene, rns, required for expression of the CS1 and CS2 adhesins of enterotoxigenic
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:963-967.

-Caswell, R., C. Webster, and S. Busby. 1992. Studies on the binding of the

Escherichia coli MelR transcription activator protein to operator sequences at the
melAB promoter. Biochem. J. 287:501-508.

55




-Chen, G. T., and M. Inouye. 1990. Suppression of the negative effect of minor
arginine codons on gene expression: preferential usage of minor codons within the
first 25 codons of the Escherichia coli genes. Nucleic Acids Res. 18:1465-1473.

-Coliado-Vides, J., B. Magasanik and J.D. Gralla. 1991, Control site location
and transcriptional reguiation in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 55:371-394,

-Cornelis, G., C. Sluiters, C. Lambert de Rouvroit, anc T. Michiels. 1989.
Homology between VirF, the transcriptional activator of the Yersinia virulence regulon,
and AraC, the Escherichia coli arabinose operon regulator. J. Bacteriol. 171:254-262.

-Cravioto, A., R. Gross, S. Scotland, and B. Rowe. 1979. An adhesive factor
found in strains of Escherichia coli belonging to the traditional infantile
enteropathogenic serotypes. Curr. Microbiol, 3:95-99.

-Cravioto, A., A. Tello, A. Navarro, J. Ruiz, H. Villafan, F. Uribe, and C.
Eslava. 1991. Association of Escherichia coli HEp-2 adherence patterns with type
and duration of diarrhoea. Lancet 337:262-264.

-de Haan, L. A. M., G. A. Willshaw, B. A. M., van der Zeijst, and W,
Gaastra. 1991. The nucleotide sequence of a regulatory gene present on a plasmid
in an enterotoxigenic Escherichia coli strain of serotype O167:H5. FEMS Microbiol.
Lett. 67:341-346.

-Donnenberg, M. S., J. A. Girén, J. P. Nataro, and J. B. Kaper. 1992. A
plasmid-encoded type .IV fimbrial gene of enteropathogenic Escherichia coli
associated with localized adherence. Mol. Microbiol. 6:3427-3437.

-Donnenberg, M. S., J. B. Kaper, and B. B. Finlay. 1997. interactions between
enteropathogenic Escherichia coli and host epithelial cells. Trends Microbiol. 5:109-
114.

-Dunn, T. M., S. Hahn, S. Ogden, and R. F. Schleif. 1984. An operator at -280
base pairs that is required for expression of araBAD operon promoter: addition of DNA
helical turns between the operator and promoter cyclically hinders repression. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:5017-5020.

-Echeverria, P., F. Orskov, I. Orskov, S. Knutton, F. Scheutz, J. E. Brown,
and U. Lexomboon. 1991, Attaching and effacing enteropathogenic Escherichia
coli as a cause of infantile diarrhea in Bangkok. J. Infect. Dis. 164:550-554.

-Edwards, R. A., and D. M. Schifferli. 1997, Differential regulation of fasA and

fasH expression of Escherichia coli 987P fimbriae by environmenta! cues. Mol.
Microbiol. 25:797-809.

56




-Edwards, R. A., and J. L. Puente. 1998. Fimbrial regulation: A critical step in
intestinal pathogenesis. Trends Microbiol. 6:(en prensa).

-Elliott, S. J., L. A. Wainwright, T. K. McDaniel, K. G. Jarvis, Y. K. Deng,
L-Ch. Lai, B. P. McNamara, M. S. Donnenberg, and J. B. Kaper. 1998, The
complete sequence of the locus of enterocyte effacement (LEE) from enteropathogenic
Escherichia coli E2348/69. Mol. Microbiol. 28:1-4

-Foubister, V., I. Rosenshine, and B, B. Finlay. 1994(a). A diarrheal pathogen,
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), triggers a flux of inositol phosphates in
infected epithelial cells. J. Exp. Med. 179:993-998.

-Foubister, V., I. Rosenshine, M. S. Donnenberg, and B. B. Finlay. 1994(b).
The eaeB gene of enteropathogenic Escherichia coli is necessary for signal
transduction in epithelial ceils. Infect. Immun. §2:3038-3040.

-Frank, D. W., B. H. Iglewski. 1991. Cloning and sequence analysis of a trans-
regulatory locus required for exoenzyme S synthesis in Pseudomonas aerugingsa. J.
Bacteriol. 173:6460-6468.

-Gallegos, M-T., R. Schleif, A. Bairoch, K. Hofmann, and J. L. Ramos.
1997. AraC/XylS family of transcriptional regulators. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61:393-
410. -

-Gaston, K., A. Bell, A. Kolb, H. Bue, and S. Busby. 1990. Stringent spacing
requirements for transcription activation by CRP. Cell 62:733-743,

-Girén, J.A., A. S. Y. Ho, and G. K. Schoolnik. 1991. An inducible bundle-
forming pilus of enteropathogenic Escherichia coli, Science. 254:710-713.

-Girén, J.A., A. S. Y. Ho, énd G. K. Schoolnik. 1993. Characterization of
fimbriae produced by enteropathogenic Escherichia coli. J. Bacteriol. 175:7391-7401.

-Gémez-Duarte, 0. G., and J. B. Kaper. 1995. A plasmid-encoded regulatory
region activates chromosomal eaeA expression in enteropathogenic Escherichia coli,
Infect. Immun. 63:1767-17786.

-Gémes, T. A., P. A, Biake, and L. R. Trabuisi. 1989. Prevalence of Escherichia
coli strains with localized, diffuse, and aggregative adherence to Hela cells in infants
with diarrhea and matched controls. J. Clin. Microbiol. 27-266-269.

-Gottesman, S., E. Halpern, and P. Trisler. 1981. Role of sulA and su/B in
fitamentation by Lon mutants of Escherichia coli K12. J. Bacteriol. 148:265-273.

57




-Harley, C. B., and R. P. Reynolds. 1987. Analysis of E. colf promoters. Nucl.
Acids Res. 15:2343-2361.

-Higgins, D. E., E. Nazareno, and V. J. Dirita. 1992. The virulence gene
activator ToxT from Vibrio cholerae is a member of the AraC family of transcriptional
activators. J. Bacteriol. 174:6974-6980.

-Hobbs, M., and J. S. Mattick. 1993. Common components in the assembly of
type 4 fimbriae, DNA transfer systems, filamentous phage and protein-secretion
apparatus: a general system for the formation of surface-associated protein
complexes. Mol. Microbiol. 10:233-243.

-Hovey, A. K., and D. W. Frank. 1995. Analyses of the ‘DNA-binding and
transcriptional activation properties of ExsA, the transcriptiona! activator of the
Pseudomonas aeruginosa exoenzyme S regulon. J. Bacteriol. 177:4427-4436.

-Jair, K.-W_, R. G. Martin, J. L. Rosner, N. Fujita, A. Ishihama, and R. E.
Woll, Jr. 1995, Purification and regulatory properties of MarA protein, a transcriptional
activator of Escherichia coli multiple antibiotic and superoxide resistance promoters. J.
Bacteriol. 177:7100-7104.

-Jair, K.-W., W. P. Fawcett, N. Fujita, A. Ishihama, and R. E. Wolf, Jr. 1996.
Ambidextrous transcriptional activation by SoxS: requirement for the C-terminal
domain of the RNA polymerase alpha subunit in a subset of Escherichia coli
superoxide-inducible genes. Mol. Microbiol. 19:307-317.

-Jarvis, K. G,, J. A. Giron, A. E. Jerse, T. K. McDaniel, M. S. Donnenberg,
and J. B. Kaper. 1995. Enteropathogenic Escherichia coli contains a putative type Il
secretion system necessary for the export of proteins involved in attaching and
effacing lesion formation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82:7996-8000.

-Jerse, A. E,, J. Yu, B. D. Tall, and J. B. Kaper. 1990. A genetic locus of
enteropathogenic Escherichia coli necessary for the production of attaching and
effacing lesions on tissue culture cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87:7839-7843,

-Jerse, A.E., and J. B. Kaper. 1991. The eae gene of enteropathogenic
Escherichia coli encodes a 94-kilodalton membrane protein, the expression of which
is influenced by the EAF plasmid. Infect. Immun. 59:4302-4309.

-Jordi, B. J,, B. A. van der Zeijst, and W. Gaastra. 1994, Regions of the CFA/I

promoter involved in the activation by the transcriptional activator CfaD and repression
by the histone-like protein H-NS. Biochimie. 76:1052-1054.

58




-Jost, B. H. and B. Adler. 1993. Site of transcriptional activation of virB on the large
plasmid of Shigelia flexneri 2a by VirF, a member of the AraC family of transcriptional
activators. Microbial Pathogenesis. 14:481-488.

-Kane, J. F. 1995. £ffects of rare codon clusters on high-level expression of
heterologous proteins in Escherichia coli. Curr. Op. Biotech. 6:494-500.

-Kaniga, K., J. C. Bossio, and J. E. Galan. 1994. The Salmonzlla typhimurium
invasion genes invF and invG encode homologues of the AraC and pulD family of
proteins. Mol. Microbiol. 13:555-568.

-Kaper, J. B. 1998. EPEC delivers the goods. Trends Microbiol. 6:169-173.

-Kato, J. I., K. L. lto, A. Nakamura, and H. Watanabe. 1989. Cloning of regions
required for contact hemolysis and entry into LLC-MK2 cells from Shigefla sonnei form
| plasmid: virF is a positive regulator gene for these phenotypes. Infect. Immun.
57:1391-1398.

-Kenny, B., and B. B. Finlay. 1995. Protein secretion by enteropathogenic
Escherichia coliis essential for transducing signals to epithelial cells. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 92:7991-7995,

-Kenny, B., L. C. Lai, B. B. Finlay, and M. S. Donnenberg. 1996. EspA, a
protein secreted by enteropathogenic Escherichia coli, is required to induce signals in
epithelial cells. Mol. Microbiol. 20:313-323.

-Kenny, B., and B. B. Finlay. 1997. Intimin-dependent binding of
enteropathogenic Escherichia coli to host cells triggers novel signaling events,
including tyrosine phosphorylation of phospholipase C-y1. Infect. Immun. 65:2528-
2536.

-Kenny, B., A. Abe, and B. B. Finlay. 1997(a). Enteropathogenic Escherichia coli
protein secretion is induced in response to conditions similar to those in the
gastrointestinal tract. Infect. Immun. 65:2606-2612.

-Kenny, B., R. DeVinney, M. Stein, D. J. Reinscheid, E. A. Frey, and B. B.
Finlay. 1997(b). Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) transfers its receptor for
intimate adherence into mammalian cells. Cell 91:511-520.

-Klaasen, P., and F. K. de Graaf. 1990. Characterization of FapR, a positive
regulator of expression of the 987P operon in enterotoxigenic Escherichia coli. Mol.
Microbiol. 4:1779-1783.

qaenes N 1 M
s 38 ON SiAL WS




-Knutton, S., M. Baldinl, J. Kaper, and A. McNeish. 1987. Role of ptasmid-
encoded adherence factors in adhesion of enteropathogenic Escherichia colfi to HEp-2
cells. Infect. Immun. 55:78-85.

-Koo, H-. §,, H-. M. Wu, and D. M. Crothers. 1986. DNA bending at adenine-
thymine tracts. Nature. 308:509-513.

-Lai, L-C., L. A. Wainwright, K. D. Stone, and M. S. Donnenberg. 1997. A
third secreted protein that is encodad by the enteropathogenic Escherichia coli
pathogenicity island is required for transduction of signals and for attaching and
effacing activities in host cells. J. Bacteriol. 65:2211-2217.

-Lee, N., C. Francklyn, and E. Hamilton. 1987. Arabinose-induced binding of
AraC protein to aral, activates the araBAD promoter. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:8814-8818.

-Leung, D., E. Chen, and D. V. Goeddel. 1989. A method for random
mutagenesis of a defined DNA segment using a modified polymerase chain reaction.
Technique 1:11-15,

-Levine, M. M., J. P. Nataro, H. Karch, M. M. Baldini, J. B. Kaper, R. E.
Black, M. L. Clements, and A. D. O Brien. 1985. The diarrheal response of
humans to some classic serotypes of enteropathogenic Escherichia coli is dependent
on a plasmid encoding an entzroadhesiveness factor. J. Infect. Dis. 152:550-559.

-Levine, M. M., and R. Edelman. 1934. Enteropathogenic Escherichia coli of
classic serotypes associated with infant diarrhea: epidemiology and pathogenesis.
Epidemiol. Rev. 6:31-51.

-Levine, M. M. 1987. Escherichia coli that cause diarrhea: enterotoxigenic,
enteropathogenic, enteroinvasive, enterohemorrhagic, and enteroadherent. J. Infect.
Dis. 155:377-385.

-Lobell, R. B., and R. F. Schleif. 1990, DNA fooping and unlooping by AraC
protein. Science 250:528-532.

-Maeda, S., Y. Ozawa, T. Mizuno, and S. Mizushima. 1988. Stereospecific
positioning of the cis-acting sequence with respect to the canonical promoter is
required for activation of the ompC gene by a positive regulator, OmpR, in Escherichia
coli. J. Mol. Biol. 202:433-441.

-Manjarrez-Hernandez, H. A., T. J. Baldwin, A. Aitken, S. Knutton, and P.

H. Williams. 1992, Intestinal epithelial cell protein phosphorylation in
enteropathogenic Escherichia coli diarrhoea. Lancet. 339 :521-3.

60




-Martin, R. G., K.-W. Jair, R. E. Wolf, Jr., and J. L. Rosner. 1996,
Autoactivation of the marRAB muitiple antibiotic resistance operon by the MarA
transcriptional activator in Escherichia coli. J. Bacteriol. 178:2216-2223.

-Martinez-Laguna, Y., E. Calva, and J. L. Puente. 1997. Regulation of bfpT,
the gene coding for the transcriptional activator of bfpA in enteropathogenic
Escherichia coli, abstr. H-171, p. 313. In Abstracts of the 97th General Meeting of the
American Society for Microbiclogy 1997. American Society for Microbiology,
Washington, D. C,

-Mayer, M. P. 1995. A new set of usefu! cloning and expression vectors derived from
pBlueScript. Gene. 163:41-46.

-McConnell, M. M., H. Chart, S. M. Scotland, H. R. Smith, G. A. Willshaw,
and B. Rowe. 1989. Properties of adherence factor plasmids of enteropathogenic
Escherichia cofi and the effect of host strain on expression of adherence to HEp-2
cells. J. Gen. Microbiol, 135:1123-1134.

-McDaniel, T. K., K. G. Jarvis, M. S. Donnenberg, and J. B, Kaper. 1895. A
genetic locus of enterocyte effacement conserved among diverse enterobacterial
pathogens. Proc. Natl. Acad, Sci. USA. 92:1664-1668.

-McDaniel, T. K., and J. B. Kaper. 1997. A cloned pathogenicity island from
enteropathogenic Escherichia coli confers the attaching and effacing phenotype on E
coli K12. Mol. Microbiol. 23:399-407.

-Murphree, D., B. Froehlich, and J. R. Scott. 1997. Transcriptional control of
genes encoding CS1 pili: negative regulation by a silencer and positive regulation by
Rns. J. Bacteriol. 179:5736-5743.

-Nataro, J. P., K. Maher,, P. Mackie, and J. Kaper. 1987. Characterization of
plasmids encoding the adherence factor of enteropathogenic Escherichia coli. Infect.
Immun. 55:2370-2377.

-Nataro, J. P., D. Yikang, D. Yingkang, and K. Walker. 1994. AggR, a
transcriptional activator of aggregative adherence fimbria | expression in
entercaggregative Escherichia coli. J. Bacteriol. 176:4691-4699.

-Nataro, J. P., and J. B, Kaper. 1998. Diarrheagenic Escherichia coli. Clin.
Microbiol. Rev. 11:142-201.

-Ogierman, M. A., and P. A. Manning. 1992. Homology of TcpN, a putative
regulatory protein of Vibrio cholerae, to the AraC family of transcriptional activators.
Gene 116:93-97.

61




-Pedersen, S. 1984. Escherichia coli ribosomes translate in vivo with variable rate.
EMBO J. 3:2895-2898.

-Pérez-Martin, J., F. Rojo, and V. de Lorenzo. 1994. Promoters responsive to
DNA bending: a common theme in prokaryotic gene expression. Microbiol. Rev.
58:268-290.

-Puente, J. L., D. Bieber, S. W. Ramer, W. Murray, and G. K. Schoolnik.
1996. The bundle-forming pili of enteropathogenic Escherichia coli: transcriptional
regulation by environmental signals. Mol. Microbicl. 20:87-100.

-Raibaud, 0., and M. Schwartz. 1984. Positive control of transcription initiation in
bacteria. Ann. Rev. Genet. 18:173-206.

-Ramer, S. W., D. Bieber, G. K. Schoolnik. 1996. BfpB, an outer membrane
lipoprotein required for the biogenesis of bundle-forming pili in enteropathogenic
Escherichia coli. J. Bacteriol. 178:6555-6563.

-Rosenshine |, M. S. Donnenberg, J. B. Kaper, and B. B. Finlay. 1992.
Signal transduction between entercpathogenic Escherichia coli (EPEC} and epithelial
cells: EPEC induces tyrosine phosphorylation of host cell proteins to initiate
cytoskeletal rearrangement and bacterial uptake. EMBO J. 11:3551-3560.

-Rosenshine, I, S. Ruschkowski, M. Stein, D. J. Reinscheid, S§. D. Milis,
and B. B. Fintay. 1996. A pathogenic bacterium triggers epithelial signals to form a
functional bacterial receptor that mediates actin pseudopod formation. EMBO J.
15:2613-2624.

-Rothbaum, R., A. McAdams, R. Giannella, and J. Partin. 1982 A
clinicopathologic study of enterocyte-adherent Escherichia coli: a cause of protracted
diarrhea in infants. Gastroenterol. 83:441-454.

-Rothbaum, R., J. Partin, K. Saalfield, and A. McAdams. 1983. An
ultrastructural study of enteropathogenic Escherichia coli infection in humans infants,
Ultrastruct. Pathol. 4:291-304.

-Sakai, T., C. Sasakawa, S. Makino, and M. Yoshikawa. 1986. DNA
sequence and product analysis of the virF locus responsible for Congo red binding
and cell invasion in Shigella flexneri 2a. Infect. Immun. 54:395-402.

-Sambrook, J., E. F. Fritsch, and T. Maniatis. 1989. Molecular cloning: A

laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N. Y.

62




-Sanger, F., S. Nicklen, and A. R. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467.

-Savelkoul, P.H., G. A. Willshaw, M. M. McConnell, H. R. Smith, A. M.
Hamers, B. A. Van-der-Zeijst, and W. Gaastra. 1990. Expression of CFA/I
fimbriae is positively regulated. Microb. Pathog. 8:91-9.

-Scaletsky, 1. C. A, M. L. M. Silva, and L. R. Trabulsi. 1884. Distinctive
patterns of adherence of enteropathogenic Escherichia coli to Hela cells. Infect.
tmmun. 45:534-536.

-Sohel, 1., J. L. Puente, W. J Murray, J. Vuopio-Varkila, and G. K.
Schoolnik. 1993. Cloning and characterization of the bundie-forming pilin gene of
enteropathogenic Escherichia coli and its distribution in Salmonella serotypes. Mol.
Microbiol. 7:563-575.

-Sohel, I, J. L. Puente, S. W. Ramer, D. Bieber, Ch.-Y, Wu, and G. K.
Schoolnik. 1996. Enteropathogenic Escherichia cofi. identification of a gene cluster
coding for bundle-forming pilus morphogenesis. J. Bacteriol. 178:2613-2628.

-Stone, K. D., H.-Z. Zhang, L. K. Carlson, and M. S. Donnenberg. 1996. A
cluster of fourteen genes from enteropathogenic Escherichia coli is sufficient for the
biogenesis of a type IV pilus. Mol. Microbiol. 20:325-337.

-Strom, M. S., and S. Lory. 1993. Structure-function and biogenesis of the type IV
pili. Annu. Rev. Microbiol. 47:565-5986.

-Tobe, T., M. Yoshikawa, T. Mizuno, and C. Sasakawa. 1993. Transcriptional
control of the invasicn regulatory gene virB of Shigefia flexneri. activation by virF and
repression by H-NS. J. Bacteriol. 175:6142-6149.

-Tobe, T., G. K. Schoolnik, I. Sohel, V. H. Bustamante, and J. L. Puente.
1996. Cloning and characterization of bfpTVW, genes required for the transcriptional
activation of bfpA in enteropathogenic Escherichia colfi. Mol. Microbiol. 21:963-975.

-Ushida, C., and H, Aiba. 1990. Helical phase dependent action of CRP: effect of
the distance between the CRP site and the -35 region on promoter activity. Nucleic
Acids Res. 18;6325-6330.

-Valle, F. 1994, PCR-based method to map the bending locus of DNA molecules.
PCR Methods Appl. 4:44-45,

63




-Vuopio-Varkila, J., and G. K. Schootnik. 1991. Localized adherence by
enteropathogenic  Escherichia coli is an inducible phenotype associated with the
expression of new guter membrane proteins, J. Exp. Med. 174:1167-1177.

-Wang, R. F., and S. R. Kushner. 1991. Construction of versatile low-copy-
number vectors for cloning, sequecing and gene expression in Escherichia coli. Gene.
100:195-199.

-Wattiau, P., and G. R. Cornelis. 1994. Identification of DNA sequences
recognized by VirF, the transcriptional activator of the Yersinia yop regulon. J.
Bacteriol. 176:3878-3884.

-Wing, H. J., S. M. Williams, and S. J. W. Busby. 1995, Spacing requirements
for transcription activation by E. coli FNR protein. J. Bacteriol. 177:6704-6710.

-Xu, J., and R. C. Johnson, 1995. Identification of genes negatively regulated by
Fis: Fis and RpoS comudulate growth-phase-dependent gene expression in
Escherichia coli. J. Bacteriol. 177:938-947.

-Zamenhof, P. J., and M. Villarejo. 1972. Construction and properties of
Escherichia cofi strains exhibiting alpha-complementation of B-galactosidase
fragments in vivo. J. Bacteriol. 110:171-178.

64




ANEXOS

Apéndice |

65




Melecular Microbiology ($996) 21{5), 963-975

Cloning and characterization of bfpTVW, genes required
for the transcriptional activation of bfpA in
enteropathogenic Escherichia coli

Toru Tobe,"? Gary K. Schootnik,*** Indira Sohel,**
Victor H. Bustamante* and Jose Luis Puente®
'Department of Microbiology and immunology, and
2Department of Medicine {Division of Infectious Diseases
and Geographic Medicine), and *The Howard Hughes
Medical Institute, Stanford University School of Medicine,
Stanford, California 94305, USA.

“Department of Molecuiar Microbiology, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de
Mexico, Apdo. Postal 510-3, Cuernavaca, Mor. 62271,
Mexico.

Summary

Expression of the bundle-forming pilus (BFP) of entero-
pathogenic Escherichia coli (EPEC) is regulated at the
transcriptional level by growth phase, temperature,
calcium and ammonium. Genes required for the tran-
scriptional activation of bf2A were localized to a
1.8kb fragment of the enteroadherent factor (EAF)
plasmid of EPEC that is separated from the bfp
operon by 6kb. Within this fragment three Identically
oriented and closely spaced open reading frames
(ORFs) were identified and designated bfpT, bfpV
and bfpW. bfpT is predicted to encode a 31.8kDa
protein that shares homology with the AraC family of
transcriptionat regulators, including the presence of
a conserved C-terminal DNA-binding helix-turn-helix
motif. Insertional inactivation of 5/pT led to the loss
of bfpA transcription, BfpA proteln production and
the localized adherence (LA) phenotype; this mutant
phenotype could be complemented by introduction
of bipTVW and, on separate plasmids, bfpT+ bipW.
However, introduction of bfpT+bfpV, bipV alone,
bfpW alane, or bipV+ bfpW did not enable recovery
of the wild-type phenotype, Maximal efficiency of
bipA transcription required all three genes, but bfpV
and bfpW each enhanced ftranscription providing
bipT was also present. A series of deletions of the
bfpA upstream promoter region was prepared; with
respect to the bfpA transcription start site, sequence
between nucleotides —-94 and -55 was found to bind
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bfpT. BipT also bound a DNA fragment containing
the eaeA promoter region on the EPEC chromosome.
From these results we conclude that bfpTVW causes
transcriptional activation of bfpA, and possibly eaeA, by
a trans-acting mechanism that may co-ordinately regu-
late the expression of EPEC virulence determinants.

Introduction

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a leading
cause of diarrhoea among infants and children living in
developing countries. Microscopic observations of EPEC-
infected epithelia! cell manolayer cultures have led to the
idea that EPEC infection of the small bowel occurs in
three stages. According to this medel, the initial phase
involves the long-range attachment of bacterial colonies
lo the epithelial cell surface. Subsequently, juxtaposition
of the epithelial cell plasma membrane and bacteria’
outer membrane ensues facilitaling the transduction of
signals to the host cytoplasm, which leads, during the
final stage, to a profound rearrangement of the cyto-
skeleton (for a review, see Donnenberg and Kaper.
1992; Law, 1994).

This stepwise infection process can be studied exper-
mentally by incubating EPEC with cultured epitheliai
cells, which leads 1o the formation of circumseribec
colonies of bacteria attached 1o the cell surfaces. This
pattern of attachment constitutes the ‘localized adhe-
rence’ phenotype (LA} and is now recognized to be a
consistent property of the EPEC biotype (Cravioto et al..
1978; Nataro et al, 1985; 1987). In vitro studies of this
kind have shown that the LA phenctype requires the pro-
duction of bundle-forming pili (BFP) {Donnenberg et al.
1992, S. Ramer, unpublished observation); BFP are thin
flexible fibres that emanate from the bacterial surface
where they coalesce as lateraliy aligned bundles of fibres
(Giron et al, 1991). Examination of EPEC colonies or
epithelial cell surfaces by scanning electron mICroscopsy
suggests thal these bundles physically stabilize colonies
of EPEC by forming interbacterial linkages {Giron et al.
1991, Sohel et al, 1993). Sequence analysis of BfpA.
the BFP subunit, shows that it belongs to the type IV
family of pilus proteins (for a review, see Strom and Lory.
1993; and Hobbs and Mattick, 1893).

bipA is located on the -80kb EPEC adherent-factot
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Table 1, Eschercha coli srans and plasmids

Strain/Plasmid  Descripion felerence
Stram
B171-8 EPEC O111.NM, containing Puente e al
the EAF plasmid {1996)
B171.4 EAF-ptasmid-minus derivative  Riley ef a/
of B171-8 (1987}
T Gm" bipT::Gm" mutant, derved This work
trom B171-8
DH5 ¥ E. coli K-12 derivalive Hanahan {1983)
laboratary strain
BL21(DET) E. coli K-12 derivalive Studier and
carrying cloned T7 ANA Motat (1986)
polymerase gene
Plasmd
pKK232-8 PBA322 derivative containmg  Brosius (1984}
a promolerless
chloramphenicot
acetyliranslerase {cat) gene
PWKS 130 Low-copy-number cioning Wang and
vector (Km™) Kushner {1991}
pMW119Tp Low-copy-number cloning Ourand et af
vecior (Tp™) {1994)
pLCAT6428 bipA~cat transcriptional lusion  Puente et al
trom nucleotides —642 1o (1956}
+36
pBTA-BH) pWKS130 derivative carrying  This work
the 3.9kt BamH| EAF
tragment containing the
bipT locus
pBTA-GL3 pWHKS130 derivative carrying  This work
the 7.0kb Bgill EAF
fragment containing the
bipT locus
0559 pACYC177 derivalive carrying Sohe! ef al.
the 4.0kb HindIll EAF (1993}

iragment containing bipA

pACYC-VvW pACYC177 derivativa carrying  This work
the BBSbp Sspl-Bglll EAF
Iragment containing bipV
and biplW

pACYC-W PACYC 177 derivative carrying  This work
the 493bp Nspl-8gill EAF
fragmeni containing bipW

pTBI101 Expression vector conlaining  Tobe af al. (19892}
tha tac promoter, lacl®

pTBIO1-T pTB101 derivative, containing  This work
ihe promotariess bip¥ gene

pTB101-T1 pTB101 darivative, conltainng  This work
promoterless b5fpT and bipV
genes

pTB191-T2 pTB1OY derivative, containing  This work

promoterless &fipt, bipV
and bipW genes

Km", kanamycin resistance; Tp®, tnmethoprim resistance; Gm™.
geritamicin resistance.

plasmid (EAF plasmid} (Sohel et af,, 1993; Donnenberg et
al.. 1992). Production of bfpA mRNA commences during
the exponential phase of growih in tissue-culture media
and the amount of BFP protein produced is modulated at
the transcriptional level by temperature and by the concen-
trations of cafcium and ammonia in the growth medium
{Puente et al, 1996). We have proposed that induction of

bipA expression alse occurs 1 the proximal small bowet
n sresponse 10 these and perhaps other environmental
signals (Puente et al,, 1996).

To monitor bfpA expression, we have employed a bipA-
cat transcriptional reporier system that was constructeg
by ligaling a 678bp sequence, located immediately up-
stream of the bfpA translation initiation codon, to the pro-
maoterness chloramphenicol acetyliransferase (CAT) gene
contained in plasmid pKK232-8 (Brosius, 1984). When
the resulting plasmid, pCAT642B (Puente af al, 1996), 15
harboured in an EAF plasmid-positive wild-type EPEC
strain {B171-8, Table 1), transcripbon o bipA can be
monitored by the production of CAT activity as a function
ol growth phase and environmental signals {Puente er
al, 1996). However, in Escherichia colfi DH5, a non-
EPEC host, which lacks the EAF plasmid, or in E. cok
strain B171-4, an EPEC that has lost the EAF plasmid
the bfpA-cat fusion on pCATB42B is transcriptionally
silenl. Thus, bipA expression appears to require a sepa-
rate EAF ptasmid locus (Puente at af, 1996).

In this study we have used this reporter systemto screer
EAF plasmid-DNA libraries tor a fragment that induces the
production of CAT activity by DH5 »/pCAT642B. Here, we
report the cloning and characterization of bfpT. an EAF
ptasmid locus that contains genes required for the act-
vation of bipA transcription and which may mediate the
enviranmental regulation of bfpA expression,

Results

Cloning of an EAF plasmd fragmen| that induces
bfpA expression

Five separate EAF plasmid fibraries were prepared using
BamHI, Bghll, EcoRl, Hingll or Sacl fragments ¢lonec
into the low-copy-number vector pWKS130 (Table 11
pPWKS130 confers kanamycin resistance and is compatible
with pCATE42B, which confers ressstance to ampicillin
Plasmid DNA pools of these libraries were ntroducec
into DH52/pCATE42B by transtormation and the resulting
transformants plated onto Luria—Bertani (LB} agar con-
taining 200 pg mi~ ' ampeillin and 50ugml” ' kanamyein
After colonies simultaneously resistant to ampicillin anc
kanamycin grew for 4h in DMEM containing 0.45% glu-
cose, diutions of these cullures were plated onto LE
agar containing chloramphenicol (50 pgmi~ ') in additior
to ampicillin and kanamycin. Transformants containing
pCATE42B will exhibit CAT-mediated resistance to ¢hlor-
amphenicol. providing they also harbour the EAF locus
that activates bfpA expression. Several chloramphenico-
resistant colonies from the BamiH|, Bglll and Sact librasies
were recovered from the plales and grown for ptasmic
isolation. Plasmid DNA from each colony was digestes
with BamHl, Bgfll or Sacl and their restriction profiles
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were compared. All the chioramphenicol-resistant colonies
were found to contain, besides pCATE428, a recombinant
plasmid carrying a unique EAF plasmid tragment (for
BamHI a fragment of approx. 3.9kb; for BglH a fragment
of approx. 7.0kb; and for Sact a fragrment of approx. 30 kb).

Each of these clones was tested for the production
ol CAT activity. DH52/pCAT642B+pBTA-BH1 (for the
BamH library). DH52/pCATE42B+pBTA-GL3 {for the
Bghl library), and DH53/pCAT6428+pBTA-SC1 {lor Ihe
Sacl library} were found 1o produce between 35-fold and
40-fold more CAT activity than DH52/pCATE428, which
contains the cloning vector pWKS 130, or clones carrying
other EAF plasmid fragments. Therefare, only those OHS5x
strains carrying pCATE42B pius pBTA-BH1, pBTA-GL3
of pBTA-SC1 were able to express CAT activity in the
absence of the intact EAF plasmid.

Ta further evaluate the role of the isclated clones m
blpA expression, plasmids pBTA-BH1 and pBTA-GL3
were introduced inla two EAF-plasmid-negative stiains
(DH5¥ or B171-4, Table 1) carrying the compatible ptas-
mid pSSY. which contains a fragment of the EAF plasmid
mcluding bfpA and its upstream promoter sequence, but
lacking the downstream 13 genes of the bip operon,
including the gene that encodes the prepilin peptidase
bipP {Zhang et al, 1994; Sohe! et al. 1996). Although
PSS9 15 unable 10 express the BFE subunit in strams
OH5x and B171-4 (Sohel et af, 1993), these hosts
express abundant levels of BfpA prepitin when carrying
pS59 plus pBTA-BH1 or pBTA-GL3 (Fig. 1, A and B).
We infer from these observations and mapping experi-
ments (data not shown) thal pBTA-BH1, pBTA-GL3 ang

Fig. 1. Actvanon of bipa expression Oy & plasmd containng 1+
21T cus ol the EAF-plagmg

A Weslern blol anatysis usng a BFP.specilc anuserum, of OHS s
containing pSS9 (Sohei er af. 1993) alone (lane 1), DH54
confaning pSS9 and the vector plasmid pWKS130 {lane 21 or
DH5 ¥ containing pSSY and pBTA-BHY (lane 3}

B Western biol analysis of BipA expression Dy B171-8 (lane 1;
B171-4 contaiming pSS9 alone (lane 2) B171-4 contaiming pS33
ang pBTA-BH1 (lare 3) B371-¢ contaring pS50 and pBTA-GL3
lane 4), Bi71-4 contaimng pSS9 ano pBTA-10D {lane &) or 8171
conanng pSSY and pBTA-9P (1ane 61 B171-8 expresses e
narmal, signal pephtidase-processed bungle-1orming pih (BF2)
Subumt (pOs:lian ind.cated by an open mangle) The presence of
pBTA-BH1 or pBTA-GLJ led 16 ihe expression of the unprocessec
BFP subunit (Closed thanglest by pSS9 whh lacks the preprts
SIgNa’ pepldase Gene
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pBTA-5C1 carry overdapping EAF pilasmud fragments
which contain an EAF-plasmid locus that induces bipA
expression. Consequently, we have designated this locus
‘bipT "' because, as demonstrated below, it carnes thres
genes (bipT, bipV and bipW ) that are involved in the tra--
scriptional actvation of bipA.

Sequence analysis of the bipT locus

Plasmid pBTA-BH1 was selected tor sequence analys ;
because it contans the smallest insert by compariss-
with the other positive clones. The complete nucleotos:
sequence of the 3913bp insert was delermined and fou-
{o contam {ive open reading frames (ORFs). Three ORF:
designated bipT. bipV, and bipW, were locahzed (o 1=
BamH1-Bglll segment (from nucleotide 1 1o 1821); thes=
ORFs are predicted to be in the same orientation ang **
be separated by fewer than S0bp (49bp separates bi-~
from bipV and 47 bp separates bipV trom BIpW ) These lez.
tures and addifional data described below suggest that i~ =

genes. The fourth ORF (ORF4) dentiied in the pBT=.
BH1 insert corresponds to nucleotides 2805-2355 ane :
located 582bp downstream ol HIpW and in the oppos-:
orientation. The fiith ORF {ORF5) corresponds to nuciz:-
tides 3337-3897 and is located 534 bp upstream of OR=-
in the same orientation as bipT, bipV and bipW. The w o
described below locuses on the functions of bfo TV IV

bipT extends from nucleolide 194 to 1018 and 1s o=
dicted to encode a 31784Da protein comprsing 27-
amino acids. A rnbosome-binding site with the sequen::
GAAGG was idenuhied 8 bp upstream of the putapve tra=s
lation intiation codon. Comparnison of BipT wath ransiase:
sequences deposited in GenBank reveatea sigruihicz=
homology 1o a number of bactlernal franscripticnal reqy ¢
tors belonging to the family of proteins represzsnien :
AraC, the regulator of the E. coli and Salmonefia 1vor
Murm araomose operons (Gallegos e af.. 1993) T-:
multiple alignment of these proteins 15 depictec n Fio
and shows thal BipT, as tor ali members of ne Azl
family. 15 most homologous n the C-terminal ir.rg of ~:
sequence This region contains a helxdurn-nalix me--
that 15 believed 10 bind upstream regulatory sequenc::
of genes whose expression 1s regulated by environmen:
signais {Fig 2} The seconu ORF, designaiad 2
extenas from nucleotide 1066 to 145% and 15 sr=oiciss
encode a 14 545 Da orotein comprising 130 ar ~o a:c 2.
The third ORF, designated bipW, extends fror - cer o:
1505 10 1774 ard 15 ptegicled to encode a 103"3 De 2+
lein comprising 30 amino acids. Nesther bipV - o1 2
was tound to be signilicantly homologous 10 ar. or3°% -
in the GenBank database

Just downslrearn ol bipTVYW s 3 343 bp [=Talout et
Sponding to nucieshdes 1793-2136 that extipez = o :




966 T. Tobe el al.

DNA homoiogy wilh severa! insertion (1S)-hke elements.
These include the lefi-hand end of the insertion element
IS630 (Matsutam et al, 1987), the 5' end of a cryplic
ORF encoded by the insertion element 15630 of Shigelia
sonnei (Matsutan: et al, 1987), the 3' untrnslated region
of the insABCDE gene cluster required for Tn 7 transposi-
tion {Flores ef af, 1990), the 3 untranslated region of
yopH, which codes Jor a virulence determinant in Yersinia

BfpT
VirFs
Clad
Rns
FapR
AggR
EnvY
Tox?
Virfy
AppY FICOS--FOLIINRRV
UreR 18 FYIENPMIAIVYGAKG! IRG~-—-—QTIT

hraC 36 FI--DRPLOMKG-YILN-==—----m-n LTI--RGOGVVEN FYCRPGDILLFPPCELH

pseudotuberculosis (Bolin and Woll-Walz, 1988), the 3
end of the RepFIC replicon of the F plasmid where the
region coding for a putative repAT gene is inlerrupted by
the transposon Tn 1000 (Saadi et al, 1987). and the IS
element located upstream of astA, the gene coding for
sheatstable enterotoxin 1 (Savarine ef al, 1993) from
entercaggregalive £. coli (EAQGEC).
ORF4 15 located downsiream of this 1S-ike sequence

NTHWOME - - V-G [ONSHER AKITID-DA-L IXLEH
1

- 1-MfE0s 1N
-~ 1odTLSERpY

"E1ISLO-RN- St
% AFRLN-GD- BL &
]

& 1N --Lakgks T

STILKKN- -~ AIQRFSLTSLSDEN [NVSVITISDS -F [RSEH
----- ~QTYDLDEGNMLF LRRG - - SERVRCGTREFCCfRL W 1P
KIRRELP --VG------ P I¥D--[DKKTCLS--FF [OVN
NLTLIIPXYSQusCOTNEFP 1£|.H1'1.vx.st:1-ams-vrs1-g

Rhak 44 FAS0OQNEAVADRYPODVF ABHTHDECELVIVWRGNGLHVLY n@rksnunumnxuﬂswnw ------
g

BEPT 9% SI-=--—-mmmauecmceeaoo 5SDDSC - ITDIKYSGNNKKTF Rt
vicFs B2 -~QHSYSEEKRGLRK] ~KEM---PFGKR|

Cfad 86 VOTNDCRGMSR -NSH---D-DS

Rns [1 IDTNACRSMSR -N5H---D-NS

Fapk 74 ~-=--AAESYTRKRSFXERH -KGNGSPEFTA-

AggR  BE VDACSCERWSKEHIVA-DADDS' ~DHN---0-DSRITS

Envy 4 -BRL--ATPVIACHSTPEVERE- -AnNHSK - -SRPCEAELT

Toxt 97 RNLYSEN-—-=-- LLLWNCEHNDIAVLSEV--~

VizFy 15 L-=--o pcs;'t.s-rt-‘L.unrcg.t.szmnnnn;ﬁ:u PILSQS IONLCAILERSO- :
AppY 68 NEEPGKFTL—---eaoooo DKM~ -GYTAEEEPPLSL EGIKTADSKS - ------- = 1
UreR 92 PLIKSGAPI--===u_—- TRHLE DYHLSTPEVVKT LEHGT-~-=-=--=~ PseETLEMQEF
RhaR 117 NIIYCPERLKLN--LOWOGAT-PGFNASAGOP - - - ~HWRLGSMGMAQARQV IGOLEHES SQHVPE ANEMAS

AcaC 95 QWVYFRERAYTWHEWLNW---—— PSIFANTG-----= efheoeaoerrsoLFag1 InaGooEsRYsELLAING £ -
BipT 145 3 hsafliks----1

VirFs 138 EX ES 15— --
Cfad 141 If EBAYERSGF - - - -§
Rns 141 IE & [ o
FapR 131 ¥ 3t AVT-——
AggR 141 P F----Fal
Envy 130 LRISVRD -~ - - Tvd
ToxT 130 &x-ffrooLo--- -

VizFy 145 BRFSSQGALFLSA-——— LRELGNREEH]
APPY 121 F)@#WS---F&-TNINT--'-ET
UreR 152 YHEGVDILHFRENYDEPKNQ----A--

RhaR 180 PNRHRYTSDSLPPTSSETLLOK--~LIT
AcaC 162 IRESLEPPHONREREACOY IED)

v 1996 Jiacawen Srence Lia Aldlecuiar Abgromo . 21 =0 2




and s predicted to encode a 150 amino acid protein, Com-
parison of this sequence with the GenBank dalabase
showed 1hat it is homologous with the N-terminal half of
three putative bacterial transposases: 44% identical with
the protein product of the Rhizobium melliloli insertion
sequence ISAmM3 (Wheatcrolt and Laberge, 1991); 35%
identical with a protein specified by a region of the large
plasmid that carries the epsilon-toxin gene ol Clostridiurm
periringens (Hunter et al, 1992); and 28% identical with
a protein coded by the insertion sequence iS256 from
the Staphylococcus aureus transposon Tnd001 (Byrne et
al, 1989) QFRAS s predicted to encode a 186 amino
acid profen that shows no signiticart homology 1o any
proteins in the GenBank database.

Construction and characterization of a blpT mutant

To elucidate further the role of bipT in the expression of
bipA. a bipT mutant was construcled by replacing the
wild-type bipT gene on the EAF plasmid with bipT:Gm",
a mutation in which the gentamicin-resistant gene (Gm")
has been inserted within the bipT structural gene as
described in the Experimental procedures. The restriction
patterns of the wild type and mitated EAF plasmids were
compared and found 1o differ only with respect to frag-
ments containing bipT (data not shown). Further charac-
terization of the bfpT:Gm" mutant showed that the
mutation ts associated with greatly reduced production of
bipA mARNA and protein and loss of the LA phenctype
{Fig. 3) Prowision of pBTA-GL3, which contains the wild-
type bipT locus. 1o the bipT:Gm" mutant hully restored
bipA mANA ang protein production and the LA pheno-
type. Theretore, either BT itself, or bipT together with
other genes within the bIpT locus, are required for the
expression of bfpA and tor the LA phenotype

DNA sequence necessary 1o rescue the bipT::Gm"
mutation

To determine the minmal DNA region within the blpT
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Expreasion of
emin BipA_ LA phenctype
Bg 8m Pc N Py Bg Bm

B P—— Y T
B1T18 T = + +

bbTGd

T:Gm' - -
pomis Gt

PRTAGLY o +
PATA-ABM [y PoT— | — + +
PETAID B S— ¥ i - -
PaTAAP —— - -
PACYC-VW p—— . -
PACYC-w — - -
PALYC-V —— N .
PUWLITE- 1D [ ~— e } + +
PACYC.W =

PAWIIRTp-0P —_ }+ +
PACYC-W =

Fig. 3. Comglementanon test fo the bipT -Gm™ mutanan
Production of the BIpA protein was monfored by Wesiern blotting
using anbiserum aganst bundle-torming pili (BFP}, ang expression
of the localized acherence (LA) phenotype was determmed using
cullivated HEp-2 cells (+) denotes that the level of expression was
the same as the wiio-rype EPEC stran B371-8 ( - } rocates that
the expression was greatly reduced or undetectable The upper hng
depicts tha physical map of the bip locus ncluding the location of
fesiniction sites (Bg. Bg/ll; Bm, BamH): Pc. Pacl, N. Nsp#: Ps.,
Psrl). Tha horizomal hne lor each plasmed correspongs to the
fragment of the bfpT Geus that was cloned 1o construct the
plasmid. Triangles shcate the preserce of the promoer of the Hia
gena on pACYC177

locus that could complement the bfpT :Gm™ mutation
we constiucted a series of compatible plasmids, whicr
carry all possible combinations of bfpT. bipV and bfpW
and ntroduced them into the b%pT::Gm" mutant Cormple-
mentation was monitored by BipA protein production anc
expression of the L A phenotype (Fig. 3). Using this exper-
mental syslem we found the foliowing: (1} expression o
both phenotypes was restored by introducing the BamHi-
Bgllt 1.8 kb fragment (pBTA~ABm) which contams com-
plete copies of each of these genes: (n) by conirast. DNA

Fig. 2. Mumahgnment ol BipT with 12 other members of the AraC tamil
number al ihe left of the sequence coresponds 10 the most N-terminal

ly of franscriptional reguiators Onty pan of the algnment s shown. the
aming acid ol each proien for each of the compared segments The

wo open boxes shown below the alignmen! are the DNA-bnding domain and an addibonal heka-turn-helix motil lound in the AraC family
(Gallegos ef af, 1993) The boxed ane shaded amino acids denote fegrons in which over five ol the 13 compared sequences hag genucal
amino acwls. Thu sequences were aligned through the use of the mutiiahgaiment custac v program {Higgins, 1994) The comparec sequences
are Virfs, involved i he regulation of wirulence genes in Shigeilas (Sakar e! at. 1986). ClaD requred for he expresson of GFA | fenbriae ¢
enterotongenic £ cok (ETEC) (Savelkoul et a1, 1390). Ans. required lor The expression of the CS1 and CS52 aghesins of ETEC 1Caron ef 5

198%). FapA regulates expression of the 987F péus operon n ETEC

actvaton of the agaregarve adherence imbra 1 of enleroaggregaine

{Klaasen and de Graal, 1953}, AggR is involved i the transcoplional
£ coli (EAGREC) (Nataro 27 af . 1994); EnvY 15 mnvolved ¢ ine

tempetalure-dependent expression of sevaral £ cor envelope proteins {Lundngan el . 1988). ToxT/ TepN regulales the express.on of

virulgnce genes n Vibrio chiplerae and 1s associaled with the toxn co-r
Manmag. 1892), VirFy requlales expression a! the wirulence reguion mn

gutated pilus [ Tep) gene clusier (Higgins er ! 1992, Og.erman anc
Yersuma enterocolitca (Cornels ef af . 1989). AppY feguizias growin-

phase-dependent expression ol Ihe acil phosphatase gena n £ coi f{Atlung 1 2/ 1985} UreR requlales the express.on ol the _rease ooers-
(0'Orazio ang Colhns. 1993}, RnaR regutales @x0ression of the (rhamnose opercn n £ cob (Toon and Schiedl, 19873 ang Arall .5 mvones
" ihe requiation of genes required lor 1-arabinose cihzalion in £ cok and ather enternbactena «Vallace ef al. 1980 Sioner anc Scnlest

1982)
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fragments containing bipT bul lackmyg bipW (pBTA-1D} or
lacking both bfpV and bipW (PBTA-9P} couid not comple-
ment the bfipT:Gm" mutation; (iii) similarly, introduction of
plasmids carrying oniy bipV or bipW or both bipV and
bipW., placed downstream of the bla promoter on the
plasmid vector pACYC177 (pACYC-V or pACYC-W or
PACYC-VW), did not complement the mutant phenotype;
{iv) however, introduction of all three genes on two sepa-
rate compatible plasmids fully complemented the mutant,
resulting in recovery ol both BipA protein production and
the LA phenolype (Fig. 3, pMW119Tp-10 pius pACYC-W
or pMW119Tp-9P plus pACYC-VW}; (v} hinally, introduc-
tion of the plasmid pACYC-W (bfpW alone} together with
plasmid pMW119Tp-9P (bfpT atone) to the BIpT::Gm™
mutan? resulted m recovery of both phenotypes. Taken
fogether. these results suggest that inserton of the GmP
cassette into bfpT disrupled the expression not only of
blaT, but also of the downstream genes, bipV and bipW.
Moreover, these resulls also suggest that al least two of
the three genes. bipT and blpW. are required for BipA
production and expression of the LA phenctype. Finally,
pecause bipT and bfpW were introduced on separate
plasmids, 1 seems fikely that both act in trans to induce
bipA expression.

To further explore these resulls, a separate series of
expenments was conducted using B171-4/pSS9: B171-4
is an EAF-plasmid-negative derivative of B171-8 which
harbours pSS59, a olasmid that contains the intac bipA
gene (Tabie 1), In the absence of the bipT locus. B171-
4/pSS8 does not produce bipA mRNA or proten  How-
ever, provision of plasmid pBTA-ABm, which coniains
the 1.8kb BamHi-Bg/tl fragment within which fpT. bipV
and bipW reside, led to the production of the preprocessed
form of bipA. By contrast. introduction of plasmids lacking
the DNA segments containing bioW {pBTA-1D) or bipV
and bipW (pBTA-9P) did not activate bipA gene expres.
sion on pS89 (Fig 1B). Therefore, the same results were
obtained from the complementation expersments with the
bfpT -Gm® mutation on the EAF plasmid and from experi-
ments using the B171-4/pSS9 construct.

Aote of oipV and blpW 1 the transcriptional
activation of MpA

The studies described above indicate that production of
the BfpA protetn requires Bfo T plus BipW. To lurther inves-
Iqate the roie of bipT, bipY and bIpW in the transcriphicn of
bipA, the efficiency of the Iranseripticnal aclivation of bipA
was moniored using the EAF-plasmid-negative stran
8171-4/pS59 plus ane of three plasmids for which the
transcriptonal output of bipT, bipTV or bipTVIW could
be expersmentally varied as a function of the IPTG con-
ceniration «n the medium. These three plasmuds are: {1}
oTB101-T which cames bfpT under the controd of the

{ac promoter (i.e. a Ptac-bfpT fusion); or () pTB101-T1.
which carries the Prac-bfpT-bipV tusion; or (i) pTB101-
T2, which carries the Ptac-bipT-bipV-bipW fusion. For
each of these plasmids, the transcriplional activities of
the corresponding tac iranscriptional fusions were varieg
systernatically by changing the IPTG concentration. The
bipT and bfpA mANAs for each of the tesled IPTG con-
centratons were quartitatrvely assayed by slot-blot hybrig.
ization and densitomelry. In Ihis way, the ratio of bfpT
mMANA to blpA mRNA was used as a measure of the eff:-
ciency by which bipT locus products could activate bfpA
transcription. As shown in Fig. 44, the level of bipT tran-
scription varies directly as a funclien of the concentration
of IPTG in the media. Nonetheless, in B171-4/pSS9 har-
bouring pTB101-T, bfpA lranscription was enhanced only
10% even when bipT lranscrphion was ingduced 11.5-folo
above the basal level. By contrast, for B171-4/pSS9 har-
bouring either pTB101-T1 or pTB101-T2, bipA transcrip-
lion increased proportionately with increases of bipT
transcription. However, as ciearly shown i Fig. 4B. the
mos! eficient activation ot bipA transenption was seen ir
B171-4/pSSE9 carrying all three genes of the BT locus

i.e. transcrption of bIDA was mare efhciently activated ir
B171-4/pSS9 carrying bipT, V and W than v B171-4

PSS9 carrying only bipT and bfpV. Taken iogether, these
results macale that the efficiency of bipA transcriptiona
activation relative to bip¥ transcription 15 greatest in the
presence of three genes, that both bV and bfpW conini-
bute 1 Wanscriptiona!l activation when combined witr
bipT; and that blpV s probably rvolved in ihe activatior
of bipA transcripton as well as bipT and bipW

Binding of the BipT protetn 1o bipA promoler DNA
and eaeA promoter DNA

The observation thal BipT shares romology with members
of the AraC family of transcripional activalors suggested I
us that the BfpT protein might bing upstream sequence ir
the bipA promoter region. To test this possibiity, we pre-
pared a T7-1agged BipT fusion protein and exarmined its
ability to bind 10 bipA promoter DNA A T7-tagged fusior
proten corresponding 1o bipT was constructeg and pur -
fied using anu-T7-1ag antbody For this purpose. DNZ
fragments of the b5 T structural gene without ihe translz-
ion imihiation codon were inserted nto pET21¢ n frame
with the T7-tag peptide-coding sequence The fusion pro-
tein was then expressed in strain BL2t (DEJ) grown -
LB broth contaning PTG, and the production of immunc
feachive protein of the expecled size demonsirated b
Weslern bloting using the anu-T7-tag monocional an;

body (data nol shown) Furthermore. the fusion proter
was shown to retan s expected capacity 1o actvals
BIpA ransenphon when expressed i strain BREL21 {DEZ>
carrying p558 {caia not shownt
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Relative amgunt of bipT transcnpt

Fig 4. The contnbunon of sfpV and bfoW ta the actvanan of bipA
uanscrolon ANA was extracted from bacleria grown n DMEM 2h
alier acding IPTG 0. 0.003, 0 01 0 03 mM) 10 the medium. Total
RNA {Sug 125 g; was blolieg onto & Zeta membrane and bipA or
DT mANA was defected by usmg P fabelled ANA probes specific
lor HipA or bipT The sirains used in this experiment wera B171-47
0TB101-T (Prac -bipTy B171.4/pTB101-T1 {Plac-blgT-hipV') and
817+-4:pTB101-T2 (Prac -olp T-bipV-bipW )

A Auoragographs of Northera blot analysis using the bipA or blpT
orobe Upper panet depicts nybricization ot the blpA transcnpt
Lowe: panel shows hybridization ol the bipT franscript. Lanes 1
and 2 B171-4/pTH101-T, 1anes J and 4, B 71 4/pTB101-T1, lanes
5and 6 B37:-4/pTB101-T2

8 Response of bpA lranscriptional activation 1o changes in the
aipT rranscnphonal evel Autoradiographs were scanned by
Imagequant {Molecutar Dynamics) and the iniensity of each signal
wiis rneasuted. Relative amounts of each value 10 the value n
B171-4/pTBI01-T grown i1 a medium without IPTG were plotted
Circle, 8171 a/pTBIDI-T triangle, B171-4/pTH101-T1; square,
B171-21pT8101.72

The T7-tagged BfpT fusion protein was purified and
immobikized on Dynabeads through the anti-T7-tag anti-
pody as described in the Experimental procedures. The
resufling «immotxhized BIpT profen, ‘Dynabeads-Bip¥',
was used for The DNA-binding assay. Two plasmids were
then used to assess the DNA-binging properties of the
'mmobthzed BiaT proten: pGEM-PoipA. which carries a
307 bp DNA fragment contaiing the bfpA promoter ang
upstieam sequence, and pGEM-4Z, the same plasmd
vector lacking the bipA sequence. which was employed
as a non-specifiu vector DNA control. In the experiments
shown i Fig 54, pGEM-PbfpA and pGEM-47 were
mixed in a ratio 0l 1 3 and the mixture then incubated
with Dynabeads -BfoT The Dynabeads-B1pT was thor.
vughly washed 0 a2 oinding buffer ang the specifically
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bound DNA then elited in a high-salt buffer. Bound DNA
{e. the DNA that eluted n the high-sakt buffer) ang
unbound DNA (.e the DNA recovered trom the super
natant ol the incubation mixture prior 1o the washing
Slep) were analysed by agarose gel electrophoresis
{Fig. 5A) Although both plasmid DNAs were recovereg
in the bound DNA fraction (Fig. SA. lane 2), the relanve
amount of pGEM-Pb/pA in this fraclion was substantiaity
greater than the amounl of pGEM-4Z As expected lrom
this resull, the rato ol pGEM-PbipA to pGEM-4Z i the
unbound fraction greatly decreased (Fig. 5A, lane 3)
Taken together, these resulls show thal most of the
pGEM-PbIpA DNA was recovered as bound DNA. while
most o the pGEM-4Z2 DNA was recovered as unbounc
DNA In experiments conducted with Dynabeads lacking
the T7-tagged BIpT protein, no detectable DNA was recov-
ered in the bound fraction and, as expecied. all of the DNA

A 8 c
12345 123456
a
D.
¢t
o

Fig. 5. Binding ol the immabidized T 7-1ag-BinT lusion protein o
ONa

A Binding of plasmids with i without BipA promotar DA
PGEM-PufpA DNA {005 ug) ang 0 15,g of pGEM-42 DNA wera
ncubaled with Dynabeads-BipT or with the Dynabeads-ant-T7-1a3
{minus BIpT) neganve control Than DNA n 19 unbound fracton
(+e the supernatant bataore washing), and in 1he bound fraction 1. ¢
ONA released in high-sall butler) wera precspiated by ethano! ang
resuspended n 10 ul of TE butler A 54l abguot of each sampre
were mixed with loaaing buffer ang analysed by 1% agarose ge
eleciropharesis DNA was visuabzed by ethicium Dromide siain ng
Lare 1 input DNA midure, lane 2 DNA bound to Dynabeads
BIpT, lang 3 DNA unbound to Dynabeads-SipT. lang 4. DNA
bownd to 1he Dynabeags-ann-T7-1ag (minus BlpT) negahve conier
fane 5 DNA unbour to the Dynabeads-ant-T 7-1ag negatve
control In these electrophorograms. the lower band and second
lower band correspond tc pGEM-27 ard GEM-PbipA in ihe
closed-cireutar torm, respectively

B Binding of Dynabeads -BipT 10 geleton dervatves of PofpA
fragments Oynabeacs-BlpT was ncubaled win 3 mixture of D% 4
lragments Bound ON& and unoound DNA were separated on & 5
Sotyacrylamide gel loliowed by ethidium bromiae staiming

Lane i.input ol 5 geletion DINA mizlure tane 2 DNA bound 1o
Dynabeads-BIDT in 5 deletion musiure lare 3 ONA unbount io
Dynabeads-81pT in 5 geletion minture lane 4 nput of 3 geleligr
ONA muxture tang 5 ONA boung (g Dyraoeads-81pT i 3 gesi .
muature. fane 6. DNA Lnbound 16 Dvnabeads -BinT m 3 geletor
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remained in the unbound fraction (Fig. 5A. lanes 4 and 5).
Therefore, BIpT binds DNA and its affinity for bfpA pro-
moler DNA is substantially greater than for vector DNA.
Because of the low concentrations of BipT produced, we
were unable to further localize the DNA sequence lo which
8ipT binds using conventional footpriniing experiments.
Therelore, we employeg a variation of the binding experi-
ments described above to learn more about the size and
tocation of the bipA upstream region that is required for
BipT binding. For this purpose, a series of DNA fragments
containing segments of the bipA promotar region deleted
either from the 5° end (5’ del’) or from the 3 end ('3’
del’) was prepared by polymerase chain reaction {PCR)
amplification using pSS9, and purified. These fragments
were: 308 bp from nucleotide position {with respect to the
transcriplion slart site) -231 to +77 (PbipA), 171bp
from -94 w0 +77 {5'del94); 152bp from —75 to +77
{5'del?5); 132bp from —551tg +77 (5'del55); 197 bp from
~231 1o -35 (3'delds); 177bp from —231 to -55
-(3'del55), 153 bp rom -231 10 —79 (3'det79); and 135bp
from -231 10 —97 (3 del97). Three 5'gel fragments plus
PbipA or four 3'del fragments plus PbipA were incubated
with Dynabeads—-BIpT and the bound DNA and unbound
DNAs were separated by polyacrylamide gel electrophore-
sts. The binding assay with the 5'del tragments showed
thal 5'del94 as well as PbipA bound to Dynabeads-
BfpT, whereas the other two S'del fragments did not
(Fig. 5B). The binding test with the 3'del iragrnents
showed that 3'del35 and 3'delSS as well as PbfpA bound
1o BipT, whereas 3'0el79 and 3'del97 did not (Fig. 58).
However, the binding efficiencies of 3'del3s and J'del55
were relatively low compared with PbipA (compare refa-
tive amounts in each fraction in Fig. 5B). These results
mndicate that BipT binds sequence which spans nucleo-
lides —-55 to - 94 of the bipA promoter. Moreover, the
resulls aiso suggest that the sequence downstreamn of
~35 may contribute to the stable binding of BipT.
eaed, a gene on the EPEC chromosome that encodes
intimin and 15 required for the intimate adherenca of
EPEC 10 human cells {Jerse er al, 1990: Donnenberg
and Kaper, 1991; Donnenberg ef al., 1583), has recently
been shown 1o be regulated by the EAF-plasmid-encoded
genes perA, perB, and perC (Gomez-Duarte and Kaper,
1995). The published nucleotide sequence of perA s simi-
tar to that of bipT except for seven bases, indicating that
the iwo genes probably comprise part of the same regula-
lory Jocus on the EAF plasmid Therefore, we conducled
expenments 1o determine if the BlpT protein might also
bind eagA promoter DNA. For this purpose we prepared
pGEM-Peaed, which carries 350bp upstream and 26Cbp
downstream sequence (relative to the transeription siart
sie, Jerse et al, 1990, Gomez-Quarte and Kaper, 1995)
of the eaeA promoter This plasmid and its parenal plas-
mid pGEM-4Z were Ihen incubated with Dynabeads-BipT,

and the DNA bound to Dynabeads-BipT was compares
with DNA in the input mixture and in the unbound fractior
(Fig. 5C). pGEM-Peaed was recovered n the bour~
DNA fraction and the amount of pGEM-PeaeA DNA -
the unbound DNA traction decreased greally compare:
with the level found i the mpul DNA rmuxture. By co--
trasl, most of the pGEM-4Z DNA was recovered in 1=
unbound fraction. These results indicate that the BipT pre-
lein also binds to a DNA fragment containing the eaeA pr--
moler region and suggest that this event might activa::
eaeA transcription.

EAF plasmid locatization of the bipT locus

To map the location and onentation of BipT with respect -
other EAF plasmid loci. a partial EAF-plasmid map wzas
constructed from Southern biot hybridization data usire
several DNA probes generated from the EAF plasmiz
bLipT maps approx. 18kb downstream of bipA (data n:-
shown); between blpA and bipT are the downsiream - °
genes of the bip operon. whose protein products &=
homologous with membrane “traffic wardens® of the tyos
il sec-dependent general secretory pathway (Sohel =-
al., 1996). The onentation of bipT and bIpA is the sam=
and bfpT is sepasated from bioL, the last gene of the 57
operon, by 6kb (data not shown). Therefore. althou=
blpT and the blp operor whose expression it appears i
regulate (i.e. the bip operon) are located on the sama pias-
mid, they are not conliguous

Discussion

We have shown that BFP filament biegenesis and funcuo-
are encoded by an operon of 14 genes on the EAF plasme
whose expression is regulated at the transcriptional lev=
during the exponential phase of growth by “enviro—-
mental’ factors that EPEC mwght encounler in the proxim:
small intestine (Puente ef al. 1996, Sohel ef af.. 1996, ©
Ramer. D. Bieber. and G. K. Schoolnik, submutted) -
the work reported here we used a bfpA—car reports
system 1o identity a transcriptional requlatory 10cus (=
‘BipT locus’y on the EAF plasmid which contains gene:
that encode trans-acung factors required for the 1ranscr i
tion of bipA, the most 5 gene of the blpoperon Consiru:
lion and testing of the bfpT--Gm™ mutant showed trat pr- ™
15 requred for bipA teanscription. production of tre Bin-
protem and expression of the LA phenotype

The bipT tocus contamns three geres. designaied bir~
bipV and blpW. which are precicled 1o encode 37 ExD:
14.6kDa and 105kDa protens. respectively Becans:
these genes are predwcted 1o be transcribed in 18 sar-
direction and are closely spaced we propose "z ihe
constiute a singie operon which we have ces onais:
the ‘bfpT operon’ This supposion was borne =t -
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complementation tests of the bipT:Gm" insertion muta-
lion, which showed that expression of bfpA in the
blpT:Gm™ mutant could not be restored by intraduction
of the plasmid harbouring bipT aione, bu! could be
restored by a DNA fragment containing all three genes.
This result sirongly suggested that expression of bfpV
and bipW in the bipT :Gm"™ mutant is also disrupted by
the insertion mutation in the bpT gene and that the three
genes are transcribed from a promoter located upstream
of bipT. However. formal proof for the operonic nature of
blpTVW will require further study, ncluding the detection
of a polycistronic transcripl.

bipW, which is predicted to encode a $0 amino acid pro-
tein, was shown fo be necessary for activation of bfpA
expression. Introduction of two plasmids, pMW119Tp-9P,
which carries bfpT alone, and pACYC-W, which camies
bipW alone, restored bipA mANA expression, BfpA pro-
tein production and the LA phenotype in the bipT-:Gm"
mutant. From this resull, it seems likely that bipW
encodes a frans-actng factor, which acts either on the
BipT protem or orrtive DfpA promater. The two plasmids
used in these complementalion experiments were deriva-
tives of two low-copy-number vectors {(PMW119Tp or
PACYC177). Nonetheless, it is likely that the copy
number of the cloned bipT and bipW genes using these
plasmids is greater than normal {i.e. the EAF-plasmid
-copy number is estimated to be between one and three),
and may have resulted in the production of higher-than-
normal amounts of BipT and BfpW, This, in turn, may
have been enough o overcome the absence of bipV,
which was aiso shown to enhance bipA transcription by
experiments that compared the levels of bipA transcrip-
tion in the strain harbouring bfpT atone (B171-4/pSS9,
pTB101-T) with levels in the strain harbouring bfpT and
bfpV (B171-4/pSS8, pTB101-T1). These experiments
showed that &fpA transcription in the strain harbouring
both genes (&/pT plus bipV) was much higher than that
in the strain harbouring only bfpT. Therefore, bipV also
appears 1o sefve as a positive cofactor for the activation
of bipA transcription.

Further support for the idea that both BipW and Bipv
aflect bipA transcriotion comes from experiments show-
ing that the level of bfpA transcription in the strain carrying
bipT and bipV (B171-4/p559 plus pTB101-T1} was lower
than the level in the strain carrying all three genes that
comprise the bipT locus (B171-4/pSS9 plus pTB101-
12). Taken iogether, these resulis and the results dis-
cussed above show that while BfpT with 8IpV and BipT
with BIpW can activate transcription, all three products
are required for lull transcriptional activation of bipA,

Analysis of the deduced BfpT amino acxd sequence
showed that it belongs to the Xy!S/AraC tamily of trans-
criptional laclors that reguiate functions concerned with
pathogenes:s or with the metabolism of carbon sources
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{Gallegos ef al, 1993). In common with other members
of this family, i contains a helix-turn-helix motif in the G-
terminat regron. For AraC, the best-studied member oi
this family, this domain is thought 10 bind promoter
sequence DNA and thus mediale transcriptional activa-
tion of the corresponding gene or operon. Among mem-
bers of the AraC tamiy, BipT also exhibits extenswe
homology, in the N-terminal third of the protein, with a sub-
family of transcrphonal regulators thal activate wrulence-
associated genes. including VilF of Shigetia flexnen.
CtaD of uropathogenic E. coli, Ans and FapR of enterotox-
genic £, coi{ETEC) and AggR of enteroaggregative E. coi
(EAGQEC). Like BpT. these regulators are necessary for
the environmenlally mediated expresston of virulence fac-
tors. A further common fgature of these vrrulence-asso-
ciated regulator genes is their relatively low GC content
(27.6%-31.7%) when compared with the ¢, 50% GC con-
tent of Escherciva and the shigellae. This suggests that
these regulatory genes may have originaled from the
same low-GC-content ancestral source.

15 likely that the less-conserved, N-terminal half of
8IpT plays a role in reguiator-specific modulaton of bipA
transcription either by sensing environmental changes or
by interacting with other megiating lactors. However, the
finding that ammonium has littte effect on bipT transcrip-
tion per se (T Tobe, unpublished observahon), but a 219-
nificant negatve effect on bipA Wranscription (Puente et
al, 1996), may indicate that ammonium itself or angther
regulatory proten that responds to environmental ammo-
nium concentrations interacts directly with BipT 1o reduce
its DNA-binding athnity. Afternatively, the promoter regron
of bipA might aiso be affected by regulators in addition 1o
BfpT. Beyond the presence of this region of tess-con-
served N-terminal sequence, BipT difers most gramat-
cally from other AraC-Iike protens in its requrrement for
two additional proteins, BfpV ana BfpW, 1o maximatly act-
vate bipA transcnption. As we have demonstrated here
that BipT binds 1o bipA and eaeA promoter DNAs in the
absence of BfpV and BipW. it is possible that the capacity
of BipT to actwvale Iranscription is modutated by BfpV anc
or BfpW through interactions with an N-terminal domain o*
BipT rather than by binding upstream promoter-sequeancs
ONA. To clarity these issues, further studies that ars
beyond the scope of this report are required to clardy
how BfpV and BloW enhance the transcriptional actva:-
ing functior: of BipT

Immobiized BioT (Dynabeads -BfpT) was shown 1o pre-
lerentiaily bind plasrizd DNA containing the bipA Promote”
sequence, and birding lests with a series of deletron der
valives ol this regon clearly showed thal the segmer:
spanning nucleoides ~55 10 — 94 was sufficien; for (ks
stable binding ot BtoT to DNA. Therelore, this informatic~
and the data discussed abcve show thal bipT s require:
tor bipA express«an that the lavel of LipTVW expressio
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is postively correlated with the level of blpA expression,
and that BipT binds the upstream promoter region of
bipA. Taken logether, these resuits suggest, but do not
prove, that the binding of BipT to the bIpA upstream
region direclly activates the transcription of bipA. Addi-
tional studies will be required to determine If and how the
physical association of BfpT with nucleotides within the
region —55 10 ~ 94 activates bipA transcription.

ONA from the eaeA promoter region was also shown to
bind to BipT, a finding tha! suppors and exiends the
observations of Gomez-Duarte and Kaper (1995) who
identified the EAF-plasmid-encoded regulator, per, which
containg genes, homologous to bipTVW, that are involved
with the expression of eagA. Although a track of G and A
15 found specitically in this region of the bipA upstream
promoter sequence. the same sequence was not found
upstream of eaeA. Thus, while the specilic sequence o
which BipT binds could not be incriminated by comparing
the upsiream regions of bipd and easA. these resulls
strongly suggest that BipT is required not only for the
expression of bipA, bul possibly for the transcription of
other genes that comprise a regulon, including eaea, if
so. i 18 likely that bipT VW is required for the co-ordinate
requiation of the bip operon and eaeA by environmental
factors and that the expression of these genes al the
same place and ume by EPEC 15 importanit for its patho-
genicity.

Experimental procedures
Bacterial strans and plasmids

The strains and plasmids used in this study are listed in
Table 1

DNA technology

All DNA manipulations were performed by standard genetc
and molecutar technigues {Ausubel ef al, 198%; Sambrook
el al., 1989). Resinction and DNA-modifying enzymes were
oblained from New England Biolabs, Inc. and used accord-
ng to the manufacturer’s instructions Radiolabelled nucleo
tides [2-**S}-GATP {1000Cimmot "), [3-22P]-UTP (3000C:
mmol ') and [3-2P-dCTP (3000 Cimmol * ') were purchased
tfrom Amersham Corp Qligonucleotides were purchased hom
Operon Tachnologies Inc. PCR reactions were performed in
10Gu! or 50ul volumes using AmphTaq, according to the
manufaclurer’s instruchons

Construction and screening of EAF-plasmud libraries

EAF-plasmid libraries were construcied as follows Plasmig
DNA was puntied trom strain B171-8 using a Qiagen plasmid
DNA purification kit, then digested with 8ami1. Bgi)l. EcoR!
Hincil ur Sacl. the Iragments were cloned into Ine kanamy¢in-
resistance  low-copy-number vector pWKS130 (Wang and
Kushner, 18994} which allows selection of recomoinant clones

by selection of white colonies when grown on LB agar plates
containing Xgal pius IPTG. Atter transformation into £. cos
DH5z, plasmid libvanes showing a while/blue rato of at leac
five were removed lor plasmid preparation. Plasmid preparg-
tions from each library were digested with the approprize
restriction enzyme and anatysed by agarose gel electrophore-
Sis in order to compare their restriction profiles with profiles o
the EAF-plasmid dgested with the same enzyme

To screen lor the gene responsible for bipA activation =
EPEC. plasmud DNA from the ditterent EAF-plasmid Kbraries
was transformed nlo E. cok DH5x carrving pCATB42E
Kanamycin- {50ugml ') and ampicillin (200 ugmi }-ress-
tank colonies were remaoved from the plate and suspended r
DMEM ptus 0.45% glucose containing both antibiotics. Ake
4 h of growth at 37 C {conditions that allow accumutation o=
chloramphenicol acetyliransferase in clones carrying a gens
able 10 induce expression ol CAT by pCATE42B). 1. 1000 du.-
tions of these culiures were plated onto LB agar containin;
chioramphenicot (50 pgml '} plus ampicillin ana kanamycr
Plasmid DNA from chloramphenicol-resistan? colonies wa:
compared by restriction analysis, using lhe appropriz::
enzymes, to determine il all resistant colonies carned =
same EAF-plasmd fragment cioned into pWKS130 Ah:-
confirming the unkueness of the EAF-plasmd nsert in e
chloramphenicol-resistant clenes. undigested plasmg Dh=
{previously used lor restnchion analysis). was used to trars
lorm E. coli DH51 This time the transformants were seleciz:
using the kanamycin-contaiming media only, in order 1o sep:
rale the pWKS 130 recombinant clones from pCATE42B Fro—
one colony of the kanamycin-resistant clones, siasmid 02
was isolated and retransformed info £. cot DH5» carryrm:
either plasmid pCATG42B or pSS9, or EPEC strain B171--
carmying pSS9 These transformants were then tested -
CAT activity or BFP express:on by Western blot

CAT assay

The chloramphenicol acetyltranslerase assay was performe:
as described (Puente ef af . 1006).

Western blot analysis

Immunoblot analysis of BIpA expression was essentally pe-
formed as described etsewhere (Schel er af 1893 Puente =
al., 1996}, using a BFP-specific antiserum (Giron a1 af . 196~

DNA sequence analysis

DCouble-siranded DNA sequencing of the 3Gx5 nsert -
plasmid pBTA-BH1 was camed ou by lhe oigaox, cha-
lermination procegure (Sanger ef al, 18977} usicg Sec_engs:
Version 2.0 accorc:ng lo the manulacturer’'s ingircuicns ¢ °
Biochemical Corp 1 The sohware package from e Gene:

Computer Group (GCG}) of the Unwversity of Wisce~sie tDe. s
reux et al, 1984) was uvsed for sequence analys:s

-t

Construchon ol pasmids containg the bfp

pBTA-ABm was canstucted by deleting the 3¢ - 3ar-
segment  which contains upsiream sequencg =
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pBTA-GL3. Plasmid pBTA-1D was constructed by deleting the
Psil-Xbal segment {nucleotides 1563— 1816}, which contains
two-thirds of bipW and downstream sequence of the cloned
fragment. pBTA-9P was constructed by cloning a PCR-ampii-
tied fragment, which exiends from the BamH! site upsiream of
bipT to the end of bipT {nuclectides 1-1065), into pWKS130.
pACYC-V. pACYC-VW and pACYC-W were constructed from
PACYC177 by inserting the Sspl—Pstl fragment (nuclectides
951-1563). or the Sspl-Bgftl fragment {nucleotides 951-
1816). or the Nspl-8glll fragment (nucieotides 1323-1563)
at the Scal sile in the bla gene.

Northern hybridization

RNA was extracted from EPEC strains growing in 30mi of
DMEM containing 0.45% glucase at 37 C by using the hat-
phenol extraction method (Aiba er al, 1981). Northern 'slot-
blot hybridization assays were performed on Zeta Probe Blot-
ling Membranes {Bio-Rad Labs.), created by using the Bio-Oot
SF Microfiltration Apparatus (Bio-Rad Labs.). according to the
manufacturer's instructions. RNA probes specitic for bipA or
bipT were synthesized using plasmids carrying the 700bp
EcoRI-BspEl bipA fragment or the 340bp BamHi-EcoRI
bipT fragment with the MAXlscript Kit (Ambion, Inc.) and
[x-2P}-UTP

Binding assays festing the ability of the immobilized
BipT protein to bind bipA promoter DNA and each
promoter DNA

Sreparation of crude protein extracts of BL2 1{DE3)/pET-bipT
was prepared essentialty as described eisewhere {Tobe ef al.
1293). The T7-tagged BipT protein was immobitized on Dyna-
beads M-450 Goal anti-Mouse IgG (Dynal, Oslo. Norway)
through the T7-tag Monoclonal atibody (Novagen, Inc.) as
lollows 4 x10° beads of Dynabeads M-450 Goat anti-
Mouse 19G was incubaled with 5pg of T7-tag Monaclonal
anhbody in 100l of PBS, 0.1% BSA at 4 C for 30 min. After
washing in PBS, 0.02% Tween-20 four times, the Dyna-
beads-ant-T7 tag reagent was incubated with 100ug o
protein axtract from BL21{DE3)/pET-bipT in 200 4l of PBS,
0.02% Tween-20 at 4 C for 30min; then the beads were
washed i PBS, 0.02% Tween-20 four times. Binding of the
T7-tagged BfpT protein to the beads was confirmed by
immunobiotting with anti-T7-1ag antibody using beads boiled
i a butfer contairng 1% SDS. Following these confirmatory
studies. the Dynabeads—BipT reagent (containing the smma.
bilized BipT prolein) was used in DNA-binding tests. To test
il Dynabeacs-BfpT could bind a specific DNA sequence.
plasmid pGEM-PbfpA was construcied with a DNA fragment
extending from nucleotde -230 to +77, relative to the Iran-
scriphion stari site of bipA This fragment was prepared by
PCR amphhicalion and ctoned nto the BarmHl and Hingib
sies of pGEM-AZ (Promega Corp ). pGEM-PeaeA was con-
siructed by inserung & 6310bp EcoRI1-Bg/l DNA fragment
that extends lrom nucleotide - 350 to +260 inlo the EcoRI-
Bamri sites of pGEM-4Z. pGEM-PbipA or pGEM-PeaeA,
and pGEM-4Z were incubaled in a rabo of 1 3 with Qyna-
beads-BipT m 50ut of binding butfer. TGED {10 mM Trs
(pH7 @) contaiing 5% glycerol, 1mM EDTA ana tmM
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DT T)-0.4 M NaCl, a1 4 C tor 60 mun. Afler captuning the Dyna-
beads on Dynal MCP (Dynal}, supernatamt containing
unbound DNA was transierred 10 new tubes. Then the Dyna-
beads werg washed three times in tinding buffer Bound.DNA
was released from Dynabeads-BpT by incubating in TGED-
2.0M NaCl, hencelorth lermed the *high salt’ bufter. Unbound
ONA and bound DNA were precipitated by the addition of
ethanol, and resuspended in 10l of TE buffer Five Hloof
each sample were then analysed by 1% agarose gef electro-
phoresis or 6% polyacrylamide get electrophoresis and the
gel stained with ethidium bromide

Nucleotide sequence accession numoer

The nucleotice sequence of the 3. 5kb BamHI iragment wil
appear in the EMBL /GenBank/DD8J nucleotide sequence
data libraries under the accession number L42638 {submitted)
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bfpA expression in enteropathogenic Escherichia coli is regulated by growth medium, temperature, and
ammonium concentration and requires the BIpT protein (alse cailed PerA), a member of the AraC family of
transcriptional activalors. Site-directed and PCR random mulagenesis, as well as deletion analysis of the 4fpA
upsiream regulatory region, supported assignment of the promoter elements and demonstrated that the
cis-acting elements that mediate BlpT-dependent regulation of &fpA are located between positions —85 and
—46. Interestingly, this region shares 73% identity with a 40-bp-long AT-rich tract located upstream of the 4fpT

gene, which is essential for 5fpT autoregulation,

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a common
cause of diarrhea, particularly among children under 6 monihs
of age living in devcloping countries (16). Recently, a three-
stage model by which EPEC infections proceed has been pro-
posed (6). The initial stage involves the generalized noninti-
mate interaction of bacterial microcolonies with the surface of
cpithelial cells, in a pattern known as the localized adherence
phenotype (5). This pattern of attachment requires the 80-kb
EPEC adherence factor (EAF) plasmid, which contains a clus-
ter of 14 tandemly arrayed genes; this cluster is sufficient 10
direct the production of the bundle-forming pilus (BFP), a type
tV fimbria associated with microcolony formation and bacte-
rial autoaggregation (8, 21, 23-25).

The expression of bfpA, the gene coding for the struciural
subunit of BFP (23), occurs during the exponential phase of
growth. when it is modulated by the growth medium, ammo-
nium concentration, and temperature (19). Our previous stud-
ies revealed that bfp4 regulation is under the control of a
regulatory region that extends further upstream from the pu-
tative —35 and - 10 promolter scquences, which seems o de-
termine the coordinate regulation of genes located down-
stream of bfpA (19, 21). This expression is regulated ai the

ranscriptional level and requires the product of the AfpT gene,

which is the first gene of the bfpTVW locus. localized 6.7 kb
downstream of the bfp genc cluster on the EAF plasmid (27).
bfpT encodes a 274-umino-acid protein. which belongs (o the
X¥iS-AraC family of transcriptional regulators (27). The
bfpTVW locus, peeviously identified as per, has alsa been in-
valved in the regulation of the eaed and esp genes. whose
products mediate the second and third stages of EPEC inter-
actions with the host cells (6, 9, 12).

Interachions of BipT with its rarget sites have been difticult
to study m vitro, since different anempts to overproduce and
purtfy it have been unsuccessful. We previously showed that o
DNA fragment containing the sequenze between nucleotides
* 94 and - 55 of the bfpd regulatory region wis boaad by a
TT7agged BpT fusion prowein immaebilized on Dyvaabeads:
hawever, atrempts o perform footprinting expesiments with
this fusion were unsuceesstul (27% Thus, an wiernative ruyre

* Corresponding, awthor Maihing address Instetuto de Bioteenalo-
g, UNAM, Apda. Postal 310.3, Cuernasaca, Morelos 62230, Meyico
Phone (37 (73 290621 Fax (323(730 138673 E-madd poenteir by
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was 1o genetically analyze the bfpA regulatory region
sented here.

Detetion analysis of the &/p4 regulatory region. A senie: ot
5" upstream deictions of the hfpA-cat fusion carried on plased
pCAT232 (19), containing ol of the required clements for
expression. were constructed by PCR amplification of the cor-
responding fragments and cloncd into vector pKK232-8, which
conlains a promoteriess caf gene {2). The nucleatide sequence
of all cloned inseris was determined to confirm the precse
positions of the defetions and 1o ensure that no mutations » ere
introduced by the amplification reaction. The chloramphenicol
acetyliransferase (CAT) activity directed by plasmids carrving
these bfpA-car deletions was tested m EPEC B171-8 grown in
Dulbecco modified Eagle {(DME) medium at 37°C, which are
the optimal conditions for bfpd expression, and under condi
tions that are known 1o regulate bfpA expression. such as
growth in Luria-Beriani (LB) medium at 37°C. DME medium
at 25 and 39°C, and DME mcdivm containing 15 mM amme-
nium sulfate ar 37°C. as deseribed before (19),

This analysis {Fig. 1) showed that a bfpA-cer deleton down
to position — 85 (pCATSS) had similar levels of expression .nd
the same reguiatory paticrn in response 10 environmental cues
as ather fusions ontaining further upstream sequences. Ao,
a deletion to position =77 (pCATTY) showed un 847% reduc-
tion of the BfpT-depeadent expression. although. interestingh.
it still responded to regulatory signals 1o the same extent as he
wild type. In contrast. only background activity was det
for deletions o position —34 or -4t (pCAT3S4 or pCATLY
bath of which sull contain the promoter (Fig. | and data no
shown). These results indicated that the sequences requised
for BIpT-dependent expression of bfpA are located wpstiz om
of the - 33 region and up (o position -85,

This AT-rich region contams two 8-bp-long direct-repe.n
clements, as well as two J0-hp-fung inverted-repeat 2leme=ty,
which were designated IRST and IRS2 (Fig. 2). Although e
precise role of thewe elements in BipT binding remains _n-
clear. since they see net sulfic)ent for full aetivasion ¢ Fig. 2.
should be noticed that binding w tandem clements has beer
reportel for other membwss of the AraC famil, such s Az
MelR, and Virk (3, 14, 28y Moreover, AT-rich seyuences oo
neeessiry for the regutaion actvin ot other. cleser bomeoge
of BT, such as Kios and Cfal) {regulation of the CS1 .me
CFAT fimbriat operons memerotaxigenic £ cel respeetin. v
(11 18) and Virl grevulaton ot plasmid-cncoded amoe o

. as pre-
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CAT specilic actvity {pmolesmin/mgy

pCAT232 pCATBS pCATTT pCATS4

G 1 Regutason ol the bfpA 3 regulatony region deletion fusions e ne-
spons toenvironmentsl cues, The activities of plasmids pCAT?32, pLAERS,
PCATTL znd pCATSS were texted i EPEC suain BITLK grown in DM
modwm &t 370 25, and WComn LB moedium at 37°C, or i DME mediom
conbnmng |5 mM ammonwm sulfate a1 A2°C or in EPEC strain T=Gm'. a bfpT
mutan derrved trom ram B170-% (27), grown in DME medium a1 37°C The
gruph show the mavimal CAT-specific activity rcached tate 1n grivath The data
arc representalive of at least thice different experiments,

proteins in Shigelly species) (26). Inicrestingly, another com-
man feature of Rns. ClaD. and VirF is that they scem o
overcome the negative regulation by H-NS at their respective
peomaters, a mechanism that might also accoum for b
repression at lemperatures below 37°C (11, 18, 26).
Mutational analysis of the &fpA regulatory region. To pin-
point the position of cis-acting regulatory clements reguired
for bfpA expression, random mutalions were generated in the
bfpA regulatory region contained in pCAT232, which was am-
plificd under PCR conditions that enhance error-prone copy-
ing. as described previously (15). The PCR products were
subcloned back into vector pKK232-8 (Amp') and transformed
wnto Escherichia cofi HB101 carrying plasmid pBTA-BHI
(Km'). which contains the bfpT regulatory locus (27). Muta-
tions that reduced bfpA-cat expression were identificd by se-
leeting colonics that did not grow in concentrations of chlor-
amphenicol noninhibitory for strains carrying the wild-type
fusion (pCAT232). while transformants carrying  mutations
that improved bfpd-cat expression were screened for their ahil-

pLATES (10e)

,_._p(ll'?l[lllf
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ity 1o grow in a chloramphenicol concentration that inhibics the
growth of a striin carrving the wald-type oo, Candidute-
were assayed for CAT activity, as desenbed before (19), Plas-
mid DNA from these clones wus purified and the nucieotide
sequence of the Bfpd-car regabitory region was determined
allowing the identification of wo groups of mutations,
Promoter mutations. The scquence of the -335 promoter
region of AfpA (TTGCGT) contains the most conserved rew-
ducs of the consensus hexamer (TTGACA) a1 the first three
pasitions, A T-10-C transition (T-33C) or a Geto-A rramilinn
(G-33A), at the first and third positions, respeetnely (Fig. 2
deereascd expression uf bfpd 1o the background level, shm\mo
that this sequence i eritical for Bfpd expression. i contrast 16
whal is observed for the majority of the positnels controlled
promoters {20). Furthermore, & G-to-T trapswersion at pos-
tion —29 (G-29T, | base downstream from the - 33 heaamen
produced nearly a twofold increase in bfppA-cat expression un-
der all growth conditions tested (Fig. 2 and 3B). This mutaton
did not modify the transcriptional start point (see below: Fig
4B. lanc 2) and caused a nincfuld increase in the basal BipT-
independent expression fevels {Fig. 3B). suggesting that ot gon-
crated a stronger promoter. This is consistent with the (e
that, in E. coli promoters. & T is the most frequently found
residue 1 base downstream from the =35 hexamer (1))
Moreover, 10 betier characterize the bfpd promoter. s
site-directed mutations at the - 10 hexamer were indeper-
dently generated by PCR (1) A T-10-G transversion at post
tion =7 {T-7G} that reduced the identity of the putatre - 10
region with the consensus seqeence abolishied bfpA-car expres-
sion {Fig. 2). whereas a G-o-T wransversion at position ~ 12
(G-12T} (pSNEI- 232} which brought the similarine of the
putative — 10 vegion closer 1o the consensus. caused more thap
a twofold inceeine in CAT activity. although its re2ulation ¢
respanse (o caviconmental cues was similar o that of the
wild-type fusion (I-ig. 2 and B). Interestingly. in the absence
of BipT, the G-12T mutation produced a 3)-fold increise -
the 8fpA-cat basal level of expression (Fig. 38). Pnimer exten
sion analysis of 1his promoter mutant showed that transcnplioz
initiates at the wild-type position cither in the wild-type EFEC
strain or in it bfp T mutang dervative (Fig, 4A and 3.
A, and 2), ruling out the possability of havang soneninte) oo
alternative promater. An susimary, these resalis turther sup-
port the assignment of the bfpA promoier (Fig 2)
Mutations upsiream of the promoter, Further unalyss o
mutants with ntutations randomly generated by PCR resenles
that single deletions ot g single insertion at difficient posiaer
upsiream from the promoter but downsiream from the =+¢
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FIG. . Regulation of sclected bfpA 5 regulatory regron muatants, The activ-
ities of hfpA-car fusuns containing down mutations {pMG35 1. pMGSE. pMGHD,
and pMGAS) (A} or pronater mutations (pMNC6 and pSNE10-232) (B) were
tested EPEC strain BL1Y1-4 grown in DME medium at 37. 25, and 39°C. in LB
medium 21 3PC or in DME medium containing 15 mM ammonium sulfate at
APC or in strain T0Om'. 2 bfpT mutant EPEC strain, grown in DME medium al
IPC. The graph shaws the maximal CAT-specific activity reached laie in grosah.
The darta are representative of at keast threc different experiments.

pasition (e.g., an insertion or a deletion of one A at the 10-A
tract between positions —65 and ~74, a deletion of one T at
the 8T tract between positions —44 and —51, or a deletion of
onc T between positions —41 and —42 [plasmids pMG60.
pMGS51, pMGS58, and pMG6S, respectively]) decreased bfpd
expression to less than 2% (Fig. 2 and 3A}. Interestingly. this
reduced level uf expression still required BlpT and was regu-
fated by the growth medium, temperature. and ammonium
concentratien (Fig. 3A).

This negative effect could have resulted from slight but sig-
nificant local distortions in the DNA spatial structure, which
would bring out of phase the BfpT-binding sites with respeet 1
the promoter, probably altering 11s interactions with other mol-
cenles, i, RNA polymerase, In this regard, it has been ub-
served for other regulatory proteins, such as CRP and FNR.
that the exact spucing of their binding sites with respect 1o the
promoter is cruciad for activation (7. 29). Further analysis of
site-directed mutants with full or half-urn inscrtions will be
required 1o test this hypothesis In contrast, two mutants with
an A-10-G tansition in the same region (A-G3G or A66G)
rendered only a moderate positive effect on bfpd expression
{Fig. 2).

Tie PCR random l'l'luld!._,tl]t.\l\ strategy did ool render o
wider variety of mutations, as ilustrated by those that were
generated by sie-direcied mutagenesis. [n thes respect, an s
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FIG. i Pnmer extensim analysis of bfpd and hfpA-cor itansenpis. 130 Tos
RNA samples cxiracted tfrom B strain B171-R were wbridized oo 2 3
end-labeled bfpd specific primer, primer extension was performed witd
myclohlasiosis virus reverse wranscriplase as described prevewsh (195 Lanes
AT, and C carrespond 10 the DNA sequence $adder obained with 1+¢
primer, Ariow, the position of 1he exteaded products, which correspond to ar -
residue shown in boldface. | bp downstream from the G oresidue 11 » o
previously reported (B4 The bfpA transeript is <howna in langs 1o the nght sz
tathe lefl of the sequence ladder. () Total RNA samples edracted (o EPE
sttain BIT1-H carrving plasmid pCAT2I2 (wild type {lanc 1)), pMNCH -G
{lane 2]), or pSNEID-232 (G-12T [lane 3]) o trom strain EPEC T:.Gm™ Larr
PSNEIN-232 (lane 4) were hybridized 10 a 3°-“P-endJabeled car-specific ; orime-

also possible that the effect of other muations is not farg:
enough to be detected by our screening procedure. contrastic.
with the larger ¢ffect caused by several single-base deletion -
insertion mutants, which allowed their vasy and recurrent i=
lation. In summary. new mulagencsis and screening scheme
should be explored to exhaust all the possibilinies.

The BipT-independent expression of a bfpd promoter mu
tant is still repressed in LB medium, The BipT-independez
expression showed hy pSNEQ-232 (Fig, 5) was still repeesic

CAT spacihe azirary {pmolermin mg)

pCATZIZ  pSNEID-2I2 pSNEID-4AD  pSME10-237
EPEC-10 EPEC ¥ Gm

FIG 3 Regwd 137 regulalony 2c mutant e 27
taancd an pENEHEI2) and as 37 delebon dervatng tuad v el €A1 L
gene The actaates of pSNEDRZRY and x5 ddelenon dern, ve patt
were tested lor 90 stnon BE7 -0 EPEC 1 PP N R
dernane ot BITES (this sady ), o Tor TG oo
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in LB medium but not by ammonium. Furthermore, a deriva-
tive of this mutant with a deletion 1o position —40 (pSNE|D-
40) behaved in the same manner (Fig. 5). These observations
suggested that the different levels of BfpA expression in LB and
DME medium could be mediated by a mechanism that acts
directly on its promoler, while ammonium repression occurs
through a different mechanism that requires BipT and sc-
quences upstream of the promoter. Morcover, since bfpA ex-
pression is sclectively repressed upon cntrance 1o stationary
phase, we cannot exclude the possibility that the different levets
of expression in DME and 1.B medium depend, at least par-
tially, on how long the exponentiat phase of growth is sustained
and that this phenomenon might be dircctly or indirectly me-
diated by RpoS (19, 30). .t

The bfp4 and bfpT regulatory regions share a common motif,
Recently, we have observed that bfpT expression is autoregu-
lated and also modulated by the growth medium, temperature,
and ammonium concentration (17). Considering these obser-
vations, we expected that common clements could be present
in the regulatory regions of bfpA and AfpT. The nucleotide
sequence alignment of these regions revealed the presence, as
part of the minimal regulatory region of bfpT. of a sequence
that shares 73% identity with the region between residues —85
and -46, which was shown to mediate regulation and BipT-
dependent expression of bfpA (Fig. 2). [n contrast, no signifi-
cant sequence similaritics could be found with the bfpA4 region
upstream from position ~84 or downstream from position —46
(Fig. 2). [merestingly, the sequence comprised between posi-
tions -84 and —65, which proved to be critical in bfpA activa-
tion and is part of the bfpA-bfpT homologous motif, is located
two full trns fucther upstream in bfpA with respect to bfpT,
suggesting that BlpT can activate transcription from different
locations with respect to the promoter, as long as the correct
phase is maintained (Fig. 2), as has becn described for many
regulatary proteins in £, colf (4, 7, 29).

Concluding remarks. This study led us o determine that the
sequence hetween positions —85 and — 53 is essential for the
BipT-dependent activation and ammonium regulation of bfp 4,
probably constituting the BfpT-binding motif. The region be-
tween positions —55 and —35, which resembles an UP element
(13, 22}, probably accounts for the sironger promoter activity
shown by bfpA in comparison with that of bfp T, which lacks this
clement (Fig, 2) (17), although this hypothesis remains un-
tested. All of this provides the basis toward further under-
standing the molecular mechanisms that control the expression
of BFP and possibly other virulence factars in EPEC.
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