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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 fa superficie de tas células epiteliales. El gen bfpA codifica para 

la subunidad estructural del pili BFP (“Bundle-Forming-Pitus”}, el cual es necesario 
para el fenotipo de adherencia localizada. La expresién de bfpA varia en respuesta al 

medio de crecimiento, la temperatura y la concentracién de amonio y requiere del 
locus bfpTVW (también llamado perABC), localizado 18 kb corriente abajo de bfpA, en 

el plasmido EAF (“EPEC Adherence Factor’). En este trabajo, nosotros mostramos 
que BfpT, un miembro de !a familia de reguladores transcripcionales AraC, es el unico 

producto del locus bfpTVW que se requiere para la activacién de bfpA. Asimismo, 

nuestros resultados sugieren que bfpV participa como modulador negativo de la 
expresi6n de bfpA dependiente de BfpT. La interaccién 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 BtpT, asi como otros elementos en cis 
necesarios para la expresién 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 para la expresién de bfpA, dependiente de BfpT, estan localizados entre 
las posiciones -85 y -46. Interesantemente, esta regién presenta 73% de identidad 
Con un trecho rico en AT de 40 pb, localizado en la regién reguladora de bfpT, 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 ta posicion- 
40, no fue reprimida por amonio pero si por el medio de cultivo LB (Luria-Bertani). 

Estos resultados sugieren que la represién de bfpA, en respuesta al crecimiento en 
LB y a la concentracién de amonio, esta mediada por dos mecanismos diferentes. 

 



ABSTRACT 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a common cause of diarrhea in 

small children. EPEC colonizes the small-bowel, forming microcolonies on the surface 

of epithelial ceils. 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 bfpTVW 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 bfpT transcript seems to be poorly transiated, 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 between positions -85 and -46. Interestingly, this region 

shares a 73% identity with a 40-bp-long AT-rich tract located upstream of the bfpT 

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 epidemiolégicas 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 ta infeccién han comenzado a elucidarse. E! modelo actual 

propone tres fases: la adherencia locatizada, la transduccién de sefiales y la 

adherencia intima (Fig. 1) (Donnenberg et al., 1997; Kaper, 1998; Nataro y Kaper, 

1998). La primera fase consiste en !a adherencia inicial, no-intima, mediada por la 

formacién de microcolonias bien definidas de bacterias sobre la superficie de las 

células 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, da 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 generacién 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 formacién de las microcolonias sobre las células epiteliales. Por sus caracteristicas, 
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e-actinin, 

® MLC-P (b) () 

Fig. 1. Modelo de tres fases de la interacci6n de EPEC con células epiteliales. (a) La 

adherencia localizada involucra a la fimbria BFP, cuya sintesis requiere del operén bfp, presente 
en el plasmido EAF. BFP favorece la formacién de agregados bacterianos y la adherencia a 
células epiteliales durante la primera fase de {a infeccidn. (b) Durante la segunda fase de la 
infecci6n, EPEC activa rutas de transduccién de senales en la célula huésped, mediante la 
secrecién, dependiente de un sistema especiatizado tipo Ill, de un conjunto de proteinas 
denominadas Esp, las cuales causan la acumulacion de actina, -actinina, talina y ezrina debajo 
del sitio donde sb une ta bacteria. También induce el flujo de otras moléculas del huésped, como 
inositol fostato, calcio y fosfolipasa C. En forma sobresaliente, promueve la translocacién de la 
proteina Tir (“Transiocated intimin receptor’) hacia la célula huésped. (c) Después de esta 
compleja cascada de eventos de sefializacién, Tir es fosforilada e incorporada a la membrana de 

la célula huésped. Posteriormente la bacteria se adhiere estrechamente a su recién creado 
receptor, la proteina Tir, a través de una proteina de membrana externa denominada intimina. EI 
resultado final de esta interaccién es la formacién de una estructura en forma de pedestal sobre la 
que la bacteria se establece y la destruccién de las microveltosidades alrededor de este sitio. En 

su Conjunto este proceso es conocido como lesién de adherencia y destruccion o fenotipo A/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 tas proteinas que forman la familia de pili tipo IV 

(Donnenberg et al., 1992; Sohel et al., 1993). Este tipo de pili son considerados 

factores importantes de virulencia en varias bacterias patdgenas (Hobbs y Mattick, 

1993; Strom y Lory, 1993). Una regién dei 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 III. Estas proteinas han sido implicadas en ja activacion de 

rutas de transduccién de sefiales en la célula huésped, lo cual provoca un aumento 

en las concentraciones intracelulares de calcio e inositot fosfato, la fosforilacién de 

varias proteinas, rearreglos del citoesqueleto y destruccién de las microvellosidades 

(Manjarrez-Hernandez et al., 1992; Rosenshine et al., 1992; Foubister et al., 1994{a); 

Kenny y Finlay, 1997). Esta activacién de las rutas de transduccién de sefiales 

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 

secrecién tipo tll (Foubister et al., 1994(b); Jarvis et al., 1995; Kenny y Finlay, 1995; 

Kenny et al., 1996; Lai et al., 1997; Eltiot et al., 1998; Nataro y Kaper, 1998). 

Finalmente, durante la tercera fase se produce la adherencia intima de EPEC con tas 

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, la cual es una proteina que EPEC transfiere a la 

célula huésped, donde se fosforila y se inserta en la membrana, dando tugar a ja 

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 et contacto 
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Fig. 2. Genes de EPEC que causan los fenotipos de adherencia localizada y A/E. (a) Regién 

del pidsmido EAF que contiene e! operén bfp, 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 operén y codifica para la subunidad estructural de! pili BFP {Sohel et al., 1996). (b} 
Regién del cromosoma denominada LEE (“Locus for Enterocyte Effacement’), la cual es necesaria 
para la generacién de la lesién AVE. Esta regién contiene 41 fases abiertas de lectura que incluyen 
los genes: eaeA (intimina), tir (“Translocated intimin receptor’), espA, espB y espD (“E. coli- 
secreted protein’). Ademas de estos genes se encuentran 10 genes denominados esc (‘E. coli- 
secretion), los cuales comparten homologia con los componentes del sistema de secrecién tipo Ilt 
de otros bacterias Gram-negativas (Elliot et al., 1998). (c) Organizaci6n del operén bfpTVW o 
perABC, el cual esta localizado en el plasmido EAF, 6.7 kb corriente abajo del operén bfp. EI 
Producto del gen bfpT (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-Duarte, 1995; Tobe et 
al., 1996). 

 



intimo de EPEC con las células epiteliales, se conoce como lesion A/E ("Attaching 

and Effacing phenotype") y los genes responsables de su produccién (genes esp, 

sep, esc, eaeA y tir) estan codificados en una regién del cromosoma de EPEC 

denominada LEE (“Locus of Enterocyte Effacement “) (Fig. 2) (McDaniel 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 AL y 

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 37°C (Puente et al., 1996). 

Temperaturas altas (419C) 0 bajas (290C), fa presencia de amonio en el medio yel 

crecimiento en medio LB, reprimen su expresién (Puente et al., 1996). Dado que bfpA 
es el primero de los 14 genes bfp, los cuales se ha propuesto conforman un operén 

(Ramer et al., 1996), es posible pensar que la region reguladora de bfpA controlaria ta 

expresién del pili BFP en respuesta a sefiales ambientales, como las descritas arriba. 

A este respecto, se ha propuesto que la regulacién de la expresi6n 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 

concentraci6n de amonio, las cuales favorecen la expresién de BFP, permiten la 

colonizacién de la parte proximal del intestino delgado por EPEC; mientras que, 

condiciones de baja concentracién de glucosa y alta concentracién de amonio, las 

cuales favorecen la expresién de la fimbria 987P, 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 det locus 

dfpTVW, localizado 6.7 kb corriente abajo del operén bfp (Fig. 2) (Tobe et al., 1996; 

este estudio). El locus bfpTVW, previamente identificado como el locus perABC, se ha 

involucrado también en la expresién del gen eaeA y la mayoria de los genes esp 

(Gémez-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 

familia de activadores transcripcionales AraC/XyiS (Tobe et al., 1996). 

Varias proteinas que pertenecen a la familia AraC/XylS se han involucrado 

como reguladores positivos de la expresién 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 la expresién de 

las fimbrias CFA/I, CS], CS5 y 987P, respectivamente (Caron et al., 1989; Klaasen y 

deGraaf, 1990; Savelkoul et al., 1990; de Haan et al., 1991). AggR regula la expresién 

de ia fimbria AAF/A de EAEC (Nataro et al., 1994). ToxT regula la expresién 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 fa expresién de varios factores de 

virulencia en Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri y 

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 expresién de genes de virulencia. Ademas, para la mayoria de 

ellos no se ha definido con precisién la secuencia de DNA que reconocen, en las 

regiones reguladoras de los genes que activan. 

tmportancia del estudio de la regulacién de la expresién de fos genes 

bfp. 

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 

expresi6n del pili BFP, el cual va a mediar la interaccién inicial de la bacteria con las 

 



células dei epitelio. Los genes bfp codifican para proteinas involucradas en la 

biogénesis del pili BFP. El estudio de los factores fisicos y/o quimicos que inducen la 

expresion del pili, y del mecanismo molecular que controla fa expresién de los genes 

bfp, ayudara a entender mejor las condiciones que determinan su sintesis durante la 

infeccion. Por otra parte, la posible relacién que existe entre el locus bipTVW y el 

contro! 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 e! esfuerzo inicial dirigido a integrar un mejor conocimiento de 

la regulaci6n genética de factores de virulencia en el contexto de la interaccién 

huésped-pardasito, lo que permitira integrar un modelo de la biologia de BFP y otros 

factores de virulencia en EPEC. 
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OBJETIVOS 

Objetivo generat 

Estudiar él o los mecanismos moleculares que regulan la expresién de los 

genes bfp de EPEC. 

Objetivo particular 

Identificar y caracterizar secuencias de DNA involucradas en la regulacién de 

la expresi6n del gen bfpA, dependiente del activador transcripcional BfpT. 

Objetivos especificos 

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

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

Cepas de E. coli. 

B171-8 

B171-10 

T::Gmr 

HB101 

S$G13009 

M15 

Plasmidos. 

pEAF 

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 lacY1 hsdSg20 recA rpsl20 (Str) ara-14 

galk2 xyl-5 mtl-1 supE44 merBg (Boyer y Roulland-Doussoix, 1969). 

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

F’ lacZM15 rps (Str) (Zamenhof y Villarejo, 1972). 

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

1987). 

Vector de clonacién de bajo numero de copias (Km'); contiene el origen 

de replicaci6n pSC101(Wang y Kushner, 1991). 

Derivado de pWKS130 que Neva un fragmento de BamHi de 3.9 kb 

obtenido det pEAF, el cual contiene el locus bfpTVW y las fases de 

lectura abierta 3 y 4 (Tobe et al., 1996). 

PBTA-BHI-3D «Derivado de pBTA-BHI que contiene el locus bfpTVW (Tobe et al., 

1996). 

PBTA-BHI-1D Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bfpT y bfpV (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 estudio). 

PBTA-BHI-15D Derivado de pBTA-BHI-3D que contiene bfpV y bfpW (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 p8TA-BHI-3D que contiene ef locus bfpTVWcon bfpT 

pMPN-K3 

pCS-TVW 

pCS-VW 

pCS-TW 

pCS-Tw2 

pCS-TV 

pCS-T 

pCS-T'VW 

pQE32 

pQE42 

pQE-BHI-9P 

truncado (carece de la regién reguladora y tos primeros 47 codones) 

(Este estudio). 

. Vector de clonacién (Km1) que contiene el origen de replicacion pi5A 

(Mayer, 1995). 

Derivado de pMPM-K3 que contiene el locus bfoTVW (leva 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 remocidn en fase de bfpv 

(Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados). 

Derivado de pCS-TVW que lleva una remocién en fase de bfpV (se le 

removieron 19 codones mas que en pCS-TW) (Sanchez-SanMartin 

et al., datos no publicados). 

Derivado de pCS-TVW que lleva una remocién en fase de bfpW 

(Sanchez-SanMartin et al., datos no publicados). 

Derivado de pCS-TVW que lleva una remocion en fase de bfpV y bfow 

(Sanchez-SanManrtin et al., datos no publicados). 

Derivado de pCS-TVW que contiene el locus bfpTVW con bfpT 

truncado (carece de la regién reguladora y los primeros 47 codones) 

. (Sanchez-SanManrtin et al., datos no publicados). 

Vector de clonacién para generar fusiones de seis histidinas al 

extremo amino terminal de proteinas; contiene et promotor T5/lac 

(Amp*) (Bujard et al., 1987). 

Vector de clonacién que expresa !a fusién His-DHFR con el promotor 

T5/lac (Bujard et al., 1987). 

Derivado de pQE32 que contiene bfpT; expresa la fusién His-BfpT 

(Este estudio}. 
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PWOQE-BHI-9P Derivado de pWKS130 que contiene el inserto de PQE-BHI-9P que 

expresa la fusién His-BipT (Este estudio). 

pSsg9 Derivado de pACYC177 que lleva un fragmento de Hindlll de 4.0 kb 

. obtenido del pEAF, ef cual contiene bfpA (Sohel et al., 1993). 

pKK232-8 Derivado de pBR322 que contiene el gen para la cloranfenicol acetil 

transferasa {caf sin promotor (Amp*) (Brosius, 1984). 

pCAT232 Derivado de pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional bfpA-cat 

de los nucledtidos -232 a +76 (Puente et al., 1996). 

Los plasmidos que contienen fos diferentes recortes o mutaciones en la region 

reguladora de la fusién bfpA-cat, se encuentran descritos en las figuras 6 y 8. 

Condiciones de crecimiento. 

Los medios de cultivo Luria-Bertani (LB) 0 “Dulbecco’s modified Eagle's 

medium” (DME) que contiene 0.45% de glucosa (peso/volumen) y L-glutamina (584 

mg/l), sin piruvato de sodio (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, N. Y., EUA), 

se usaron para cultivos a 370°C, excepto cuando se indica. Una modificacién reciente 

en Ja formula del DME, que cambié el piridoxal-HCI por piridoxina-HCl, caus6é un 

crecimiento mas lento de EPEC en este medio (dato no mostrado). Para recuperar la 

cinética de crecimiento obtenida con la formula anterior, al DME se le agreg6 piridoxal 

(4 mg/l) (Gibco BRL Life Technologies, Grand Istand, N. Y., EUA) y 1% de LB, una 

concentracién, que no afecta la expresién de bfpA (dato no mostrado). Cuando se 

indica, al DME también se le agregé 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 dptica a 600 nm de 1 (D.O.¢00nm)- 

Esta suspension se diluyé 1:50 en 50 ml de LB o DME y se incubo en un bafio 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.coom) y la actividad de 

cloranfenicol acetil transferasa (CAT), se tomaron muestras de los cultivos cada hora. 

Durante los primeros experimentos, observamos que ta expresién maxima de bfpA- 

cat se obtuvo siempre al final de la fase exponencial de crecimiento, por to que en ios 

experimentos posteriores, la actividad de CAT se determiné unicamente de muestras 

obtenidas entre ias horas 6 a 9, para cultivos en DME, y de las horas 4 a 7, para 

cultivos en LB. En todos tos casos, la maxima expresién de CAT se obtuvo entre estas 

horas. Muestras para la extraccién de RNA (para la realizacién 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 restricci6n de DNA se obtuvieron de las compajiiias 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 nucleétidos marcados con radioactividad {y-32P] 

ATP (6000 Ci/mmol) se obtuvieron de ia compaiiia DuPont (Du Pont NEN Research 

Products, Boston, MA, EUA. Los oligonuclestidos que se utilizaron para los 

experimentos de PCR y “primer extension”, fueron sintetizados por la compafiia Bio- 

Synthesis (Bio-Synthesis, Lewisville, TX, EUA) 0 por la unidad de sintesis del Instituto 

de Biotecnologia/UNAM. Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen de 100 

hl, usando AmpliTaq (Perkin Elmer Corp., Branchburg, NJ, EUA) 0 Taq DNA 

polimerasa (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, EVA), siguiendo las 

instrucciones de los proveedores. 

Determinacién de la secuencia de DNA. 

La secuencia de nucleétidos de todas las fusiones bfpA-cat que contenian 

recortes 0 mutaciones en su regién reguladora, se confirmé por el método de Sanger 

(Sanger et al., 1977), usando el estuche de secuenciacién “Thermo Sequenase cycle” 
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de acuerdo a las instrucciones de los proveedores (Amersham Life Science Inc., 
Cleveland, Ohio, EUA). El DNA de plasmido de doble cadena se usé como molde. 

Oligonuclestidos especificos al gen estructural cat y al extremo 5’ de ja region 

reguladora de bfpA se usaron para secuenciar ambas cadenas. 

Construccién de plasmidos que contienen genes del locus bfpTvw. 

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 regién 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 construy6 

mediante la clonacién de un fragmento obtenido por PCR, que contenia el gen 

estructural de bfpT, en el vector pQE32 (Fig. 5). El plasmido pWQE-BHI-9P se obtuvo 

mediante la clonacién de un fragmento de Scal-Psil del plasmido pQE-BHI-9P, el cual 

contenia bfpT fusionado a los codones de His y el promotor TS/lac, en el vector 

pWKS130 (Fig. 3). 

Realizacién de recortes a partir del extremo 5’ de la fusion 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 oligonucledtidos de 

18 pb complementarios al extremo 5' de cada recorte, mas un oligonuclesdtido 

complementario al gen estructural cat. Los productos de PCR se purificaron por el 

sistema “Gene-Ciean” y se trataron con 5U de T4 DNA polimerasa (Boehringer 

Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania), en 1X de solucién amortiguadora para T4 

DNA polimerasa (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania) mas 100mM 

de dNTPs, durante 30 min a 37°C, para generar extremos rasurados. Los fragmentos 

de DNA se purificaron nuevamente por “Gene-Clean” y se digirieron con Hindlll; los 

productos generados que contenian ja 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 Hindlil, generandose de esta manera las fusiones 

bfpA-cat. En pCAT232, el sitio de HindItl esta localizado en la unin de las secuencias 

de bfpA y cat (Puente et al., 1996). 

Determinacién de la expresion de CAT. 

El ensayo de cloranfenicol acetil transferasa (CAT) se realiz6 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 solucién TDTT (50 mM Tris-HCl, pH 7.8, y 30 uM DL- 

dithiothreitol). La pastilla de células se resuspendié en 500 ul de TOTT y se sonicaron 

30 segundos en hielo. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién (16 000 x 

g) durante 5 min a 40C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios. 

Para la determinacién de CAT, 5 «ul de cada extracto se colocaron por 

duplicado en una placa de ELISA de 96 pozos, seguido de 200 pl de la mezcla de 

reacci6n que contenia: 1 mM DNTB (5,5°-dithio-bis(2-Acido nitrobenzoico) 

{Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania)/0.1 mM acetyl-CoA (Pharmacia 

Biotech Inc., Alameda, CA, EUA)/0.1 mM cloranfenicot (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 KC3™ para la 

determinacion de cinéticas. Las actividades se obtuvieron por interpolacién con una 

curva estandar compuesta de concentraciones de 0 a 2500 U/ml de la enzima 

cloranfenico! 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 cuantificacién de proteinas (Pierce, Rockford. IL, 

EUA). Las concentraciones se obtuvieron por la interpolacién con una curva estandar 

compuesta de concentraciones de 0.1 a 1.5 mg/ml de albUmina 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 amplificaci6n por PCR, como se ha descrito 

anteriormente (Leung et al., 1989). Brevemente, el fragmento de DNA BamHI-Hindlll 

de pCAT232, que contiene la regién reguladora de bfpA, se amplificé con 
oligonucledtidos compiementarios a los genes bla (Amp*) y cat por 30 ciclos de 940C 

por 1 min, 480C por 1 min y 70°C 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 Taq DNA 

polimerasa, libre de magnesio (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD, 

EUA); mas 0.5 mM de MnCl; 6.1 mM de MgCle; 10 mM de B-mercaptoetanol (B-ME); 

10 yl de dimetil sulféxido (DMSO); 1 mM de cada uno de los nucledtides dGTP, dCTP, 

y dTTP; 0.2 mM de dATP; y 2.5 U de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL Life 

Technologies, Gaithersburg, MD, EUA). En la segunda mezcla de reaccién se omitié 

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 representé una condicién normal para PCR, conteniendo 1.5 mM de 

MgClz y 0.2 mM de cada uno de los nucledtidos, sin MnClo, B-ME y DMSO. Todas las 

reacciones se realizaron en un volumen final de 100 ul. Los productos de PCR se 
purificaron de gel, usando un estuche de purificacion 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 lleva 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 

aproveché que la expresién de bfpA-cat produce resistencia a cloranfenicol (Cm). 

Para aislar mutaciones que disminuyen la expresién de bfpA-cai, las transformantes 

Se sembraron primero en placas de LB con 100 pg/ml de ampicilina (Amp) y 40 po/ml 
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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 ug/ml de Cm. Un 

experimento deg titulacién que se realizd previamente, mostré que concentraciones de 

hasta 300 j1g/ml de Cm no inhiben el crecimiento de colonias que contienen ia fusién 
silvestre (pCAT232), cuando éstas se resiembran de placas de LB que no contienen 

Cm (dato no mostrado); asi, las colonias sensibles a 200 yo/ml de Cm se 

seleccionaron para una mayor caracterizaci6n. 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 determin6d por PCR 

mediante la amplificacién del fragmento BamHi-Hindlll, como se describid 

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 

secuenciacién del inserto. Los plasmidos que tuvieron mutaciones diferentes en la 

regi6n reguladora de bfpA (Fig. 8), se introdujeron a EPEC B171-8 para evaluar 

nuevamente su actividad. 

Para aislar mutaciones que incrementan ta expresién de bfpA, las 

transformantes se sembraron directamente en placas de LB con 100 pg/ml de Amp, 

40 g/m! de Km y 150 ug/ml de Cm. Contrario a lo descrito arriba, cuando bacterias 

que contenian ta fusidn silvestre (pCAT232) se siembran directamente en Cm, 

concentraciongs arriba de 100 pg/ml fueron inhibitorias para su crecimiento (dato no 

mostrado). Asi, las 39 cotonias que se obtuvieron de las cuatro distintas condiciones 

de PCR (9, 16, 10 y 4, respectivamente), fueron candidatas para contener mutaciones 

que incrementan la expresién de bfpA-cat. Esto se confirmo por la determinacién de la 

actividad de CAT en medio LB tiquido. El DNA de los plasmidos de todas las colonias 

se purificé y la regién reguladora de las fusiones bfpA-cat se secuencid. Los 

plasmidos que tuvieron mutaciones diferentes (Fig. 8), se introdujeron a EPEC B1i71-8 

para evaluar su actividad de CAT. 
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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 ta técnica de PCR- 

ligacién-PCR (PLP) descrita por Ali y Steinkasserer (1995). Los oligonuciedtidos 

mutagénicos que se usaron fueron 5'-AATATTATTCCGTGACCTAT-3’ y S'- 

AAGATTAGTCCGTGACCTAT-3’ (los nucledtidos que se cambiaron con respecto a la 

secuencia silvestre estan subrayados). 

Purificaci6n 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 purificd usando 

un estuche para purificacion de RNA (RNeasy kit; Qiagen Inc., Chatsworth, CA, EUA), 

de acuerdo a las instrucciones de los proveedores. La concentracién y calidad det 

RNA se determiné mediante la medicién de la absorbancia a 260 y 280 nm. Las 

reacciones de “primer extension” se realizaron con una modificacién de! método 

reportado por Barrios et al. (1995). Los oligonuclestidos complementarios a los genes 

estructurales de cat (5'-CGGTGGTATATCCAGTGAT-3)) 0 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 bfpA, 

respectivamente. 20 pmol de cada oligonucledtido se marcaron radioactivamente con 

25 Ci de [y-82P] ATP, usando 10U de T4 polinucledtido cinasa {Amersham Life 

Science, Inc., Cleveland, OH, EUA), en +X de solucién amortiguadora para T4 

polinucledtido cinasa (Amersham Life Science, inc., Cleveland, OH, EUA). 4 pmo! del 

oligonuclestido marcado se hibridéd con 15 ug de RNA total, en 0.2 M NaCl-0.03 M 

Tris-HCI (pH 7.5), calentandose 3 min a 90°C y después enfridndose lentamente 

hasta 420C. Las reacciones de transcripcién reversa se realizaron a 45°C durante 1 

hora con 10 U de la enzima transcriptasa reversa AMV (“avian myeloblastosis virus”) 

(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania), en solucién amortiguadora 

para la reaccién con AMV mas 1mM de DTT, 0.27 mM de cada uno de los nucleotides 
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y 50 U de inhibidor de RNAsa (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania), 

en un volumen final de 37 yl. Los productos de cDNA se purificaron y concentraron 

usando un concentrador microcon-10 (Amicon Inc., Beverly, MA, EVA), siguiendo las 

especificaciongs de los proveedores. Las secuencias patrén se generaron con los 

mismos oligonuctedtidos, 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 agregé solucién de etectroforesis y los productos se 

desnaturalizaron por calentamiento a 95°C durante 5 min y se analizaron en geles de 

secuencia (poliacrilamida 8%-urea 8M). 

Determinacién de secuencias que inducen doblamientos en el DNA. 

Et andlisis de secuencias que inducen doblamientos en la regién regutadora 

de bfpA se realizé por un método basado en PCR, como se describié anteriormente 

(Valle, 1994). Brevemente, ocho fragmentos de 200 pb, que cubren la regién 

reguladora de bfpA de las posiciones -374 a -175, -334 a -135, -294 a -95, -214 4-15, 

-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 
bfpA) como molde. Los fragmentos obtenidos se sometieron a electroforesis en geles 

de poliacrilamida al 8%, a 4°C en TBE 1X con 100 V. El DNA se detecté mediante la 

tincidn con bromuro de etidio. Para localizar el centro de doblamiento en la regién 

comprendida por ios ocho fragmentos, la movilidad relativa de cada fragmento en el 

gel se graficé.contra la posicién del nucledtido central, con respecto al inicio de la 

transcripcioén de bfpA. 
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RESULTADOS 

BfpT activa la transcripcién de bfpA. 

El pape] del locus bfpTVW en la regulacién de bfpA, asi como de otros factores 

de virulencia de EPEC, no ha sido claramente definido. Nuestras primeras 

observaciones indicaron que el locus bfpTVW, localizado 6.7 kb corriente abajo del 

conjunto de genes bfp, en el plasmido EAF, codifica para el activador transcripcional 

de bfpA (Tobe et al., 1996; Apéndice 1). Este locus contiene tos 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 la familia de activadores transcripcionales AraC/XyiS, fue posible sugerir que 

bfpT codificaba para el activador transcripcional de bfpA. Por otro lado, ta secuencia 

de aminodcidos deducida de bfpV (130 aminoacidos) y bfpW (90 aminoacidos), 

segundo y tercer gen del operén, respectivamente, no presentaron homologia 

significativa con alguna proteina reportada a la fecha. Sin embargo, otros 

experimentos mostraron que la expresién de bfpA en una cepa de EPEC, con una 

insercion de un casete de gentamicina en bfpT (EPEC T::Gm), solo se complementa 

con un plasmido que contiene el operén completo, al igual 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, bfpT, bipV y bfpW (Tobe et al., 1996; 

Apéndice |). , : 

Sin embargo, en E. coli HB101 crecida en LB, plasmidos que contienen 

Unicamente bfpT (pBTA-BH1-9P y pWQE-BH1-9P) activaron fa fusién transcripcional 

bfpA-cat (contenida en el plasmido pCAT232), incluso a un nivel mayor que 

plasmidos que llevan bfpT y bfpV (pBTA-BH1-1D) 0 los tres genes (pBTA-BH1 y 

PBTA-BH1-3D) (Fig. 3). Los mismos resultados se obtuvieron en una cepa de EPEC 

curada del plasmido EAF, utilizando plasmidos derivados de pCS-TVW (ver 

Materiales y Métodos), los cuales contienen el locus bfpTVW con diferentes 

modificaciones, 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 expresién de bfpA en la cepa de EPEC mutada en bfpT. 

La cepa de EPEC T::Gmrse transformé con los plasmids a los cuales se les 

removid 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 determindéd mediante la deteccién de su transcrito por 

reacciones de “primer extension”, utilizando un cligonucledtido 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 37°C, que son condiciones éptimas para ta expresién de bfpA 

(Puente et al., 1996). Como se esperaba, no se detects RNAm de bfpA en la cepa 

T::Gmr transformada con el vector (Fig. 4A, carril 2). Con los plasmidos que llevan 

bfpT, solo o junto con bfpV y/o bfpW, se restauré la transcripcién de bfpA (Fig. 4A; 

carriles 3, 5, 6, 7 y 8). Por el contrario, ef plasmido que contiene unicamente los genes 

bipVy bfpWno complementé su expresién (Fig. 4A, cartil 4). Los niveles del RNAm de 

bfpA en cepas complementadas por plasmidos que contienen bfpT pero no bfpV, 

fueron mayores a los expresados en la cepa que contiene el operdén 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 

mA. Los resultados mostrados en ta 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 transcripcién de bfpA. Ademas, sugieren 

que bfpV participa como modulador 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 la 
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digestion de otros plasmidos que contienen el gen silvestre. Durante la 

caracterizacion de estos plasmidos, notamos ta aparicién frecuente de mutaciones, 

tanto en fa regi6n reguladora como en el gen estructural, fas cuales evitan la 

expresién de bfpT. La mutacién que se genera en la regién 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. Plasmidos que lievan bfpT con dicha 

mutacion no inducen ta expresién de bfpA (Sanchez-SanMartin et al., datos no 

publicados). Es importante sefialar que esta mutacién pudo haberse generado 

inadvertidamente en algunos de los plasmidos que utilizamos en nuestro primer 

estudio (plasmidos que contienen bfpT o bfpT y bfpV), lo cual pudo tlevarnos, en un 

Principio, a interpretar que se requeria del locus bfpTVW completo para la maxima 

eficiencia de transcripcién de bfpA (Tobe et al., 1996; Apéndice 1). 

El locus bfpTVW ha sido descrito en forma independiente como locus perABC 

(Gomez-Duare y Kaper, 1995). Su aislamiento se basé en Ja obtencién de 

fragmentos del plasmido EAF que inducfan la expresion del gen eaeA, que codifica 

para lta intimina, la cua! es necesaria para la adherencia intima de EPEC con las 

células epiteliales (Jerse et al., 1990). Aunque inicialmente se postul6 que perC 

(bfpW) era el principal activador de la expresién de eaeA en una cepa de EPEC 

curada del plasmido EAF, en diferentes trabajos Posteriores se implica a PerA (BfpT) 

como el activador de la expresién, tanto de eaeA como de los genes esp, los cuales 

codifican para proteinas que secreta EPEC durante la interaccién con tas células 

epiteliales (G6mez-Duarte y Kaper, 1995; Kenny y Finlay, 1995; Kenny et al., 1997(a)). 

La presunta participacién de PerA (BfpT) en la activacion 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 (bfpTVW 

incompleto, donde el gen perA (bfpT ) carece de la secuencia que codifica para los 

primeros 47 codones, pero es capaz de aumentar fa expresion de los genes eaeA y 

esp. Aunque la expresién de eaeA puede ser inducida con un plasmido que contiene 

Unicamente perC (bfpW), los niveles de expresién inducidos con el plasmido que 
contiene el locus perABC (bfpTVW) incompleto son seis veces mayores (Gémez- 
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Duarte y Kaper, 1995). 

En nuestro estudio, los plasmidos que contienen truncado el gen bfpT (sin los 

Primeros 47 codones) no activaron ia expresién de OfpA, 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, plasmido pCS-T'VW, carril 9). Asi, el aumento que obtuvieron 

otros autores en tos niveles de expresién 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 funcidn para ta proteina truncada. Por lo tanto, si bien se 

ha mostrado que el locus bfpTVW (perABC) es necesario para activar la expresién de 

los genes bfp, eae y esp, la activacién de dichos genes podria llevarse a cabo por 

diferentes mecanismos; por ejemplo, BfpT activando la expresion de los genes bfp y 

BfpW activando la expresién de los genes eae y esp. Esta hipotésis esta 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 ta regién reguladora de bfpA, 

se probaron diferentes sistemas para sobre-expresar y purificar este activador. Lo 

primero que se probo fue el sistema de purificacién por columnas de resina Ni-NTA, et 

cual se basa en la alta afinidad que tienen los residuos de histidina por el 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 construy6 el 

plasmido pQE-BH1-9P, que expresa BfpT fusionada a seis histidinas en su extremo 

amino terminal. La funcionalidad de esta fusién se determind por su capacidad de 

activar la expresién de bfpA-cat.. Para ésto, el fragmento de pQE-BH1-9P, que 

codifica para His-BfpT, se cloné en el vector pWKS130 generando el plasmido pWQE- 
BH1-9P, el cual es compatible con el plasmido que contiene la fusién bfpA-cat. El 
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plasmido pWQE-BH1-9P se transformé6 en la cepa HB101 que contenia pCAT232 y 

se determino la actividad de CAT de un cultivo crecido en LB. La fusién His-BfpT 

activo la expresién de bfpA-cat a los mismos niveles que BfpT silvestre (Fig. 3, 

plasmidos pWQE-BH1-9P y pBTA-BH1-9P). Estos resultados mostraron que la fusién 

al trecho de histidinas no altera la actividad bioldgica de BfpT. 

Una vez probada su actividad, el plasmido PQE-BHI-9P 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 T5/lac, hasta el momento de la induccién por IPTG. En la figura 5 

se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos después de probar diferentes 

condiciones de expresién, como son: diferentes temperaturas de incubacién, 
diferentes concentraciones de IPTG para la induccién, y el uso de inhibidores de 
proteasas. En geles de poliacrilamida, la fusion His-BfpT no se detecté ni en el 

extracto de proteinas totales de un cultivo inducido con IPTG, ni en las fracciones que 

se obtuvieron de ta columna de Ni-NTA después de pasar este extracto (Fig. 5), En 
cambio, la fusion His-DHFR, que se recomienda usar como contro! de expresion, se 

observ6 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 expresidn y purificacién para 

BfpT, utilizando diferentes tipos de fusiones, Promotores y cepas, sin que se haya 

logrado detectar su expresién (Tabla 2, Apéndice II). Aun en experimentos de 
expresién con fa RNA polimerasa T7 y marcando las proteinas sintetizadas con 

radioactividad, el producto de bfpT no se ha observado (M. G. Sosa, datos no 

publicados). 

Analisis genético de la regién reguiadora de bfpA. 

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 logrado 

purificar esta proteina. Como alternativa para localizar el sitio de unién de BfpT, asi 
como otras secuencias importantes para la regulacién de bfpA, se \levé a cabo un 
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Fig. 5. Expresién de las fusiones His-BfpT y His-DHFR. A partir de muestras de cultivos, 

realizados en condiciones de inducién, de la cepa SG13009 transformada con tos plasmidos 
PQE-BHI-9P y pQE42, se obtuvieron extractos totales de proteinas, asi como la fraccion que se 
desprendié de las columnas de niquel (ver Materiales y Métodos), las cuales se separaron en 
geles de poliacrilamida al 12.5%. El plasmido pQE-BHI-9P expresa la fusion His-BfpT y et 

plasmido pQE42 expresa la fusién His-DHFR. 
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Tabla 1. Sistemas de expresién y purificacién probados para expresar BfpT. 

     
      

   
           

        
             

  

     

     

   
           

  

    
        
     

  

      

Tipo de fusién Tipo de Tipo de Cepa en que se 
purificacién promotor expresd 

His-BfpT Por columnas de TSflac $G13009(pREP4) 
nique! M15(pREP4) 

| His-DHFR-BfpT | Por columnas de T5flac SG13009(pREP4) 
niquel M15(pREP4) 

Tag-BfpT Por anticuerpos 17 BL21(DE3) 
contra T7-Tag 

Tag-BfpT-His Por anticuerpos 7 BL21(DE3) 
contra T7-Tag o 
por columnas de 

niquel 

GST-BfpT Por columnas de tac $G13009(pREP44) 
glutation sefarosa JM109 a _ me 
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andlisis genético de la region reguladora de este gen (Apéndice III), el cual consistié 

de lo siguiente: 

a)- Analisis de recortes a partir del extremo 5’ de la region reguladora de bfpA. 

En un estudio previo se habia demostrado que la fusiédn bfpA-cat contenida en 

PCAT232, lleva todos los elementos requeridos para la expresién de bfpA (Puente et 

al., 1996). Esta fusién contiene un fragmento de la regién reguladora de bfpA que 

abarca tos nucledtidos de las posiciones -232 a +76, con respecto al inicio de la 

transcripcion. El analisis de la secuencia nucleotidica de este fragmento revelé la 

presencia de varios elementos que pudieran ser importantes para la expresién de 

bfpA, como son secuencias -10 y -35 que se han propuesto como elementos del 

Promotor dependiente de o-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 regién reguladora de bfpA, se realizaron recortes a partir 

del extremo 5' 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 cat que carece 

de promotor (ver Materiales y Métodos). La secuencia nucleotidica de todos los 

insertos clonados se determino para confirmar la posici6n precisa del recorte y para 

asegurarnos de que no se hubieran generado mutaciones por el PCR. Los plasmidos 

que se obtuvieron fueron numerados de acuerdo a la posicién det nucledtido hasta 

donde se hizo el recorte, con respecto al inicio de ta transcripcion (Fig. 6A). La 

actividad de CAT producida por los plasmidos que contienen tas fusiones bfpA-cat se 

determin6 en EPEC B171-8 crecida en medio DME a 37°C, las cuales son 

condiciones dptimas para la expresién de bfpA, y en condiciones que se sabe que 

regulan su expresién, como son: crecimiento en LB a 37°C, en DME a 25°C y 390C, y 

en DME conteniendo 15mM de sulfato de amonio a 370C (Puente et al., 1996). 

La fusién bfpA-cat recortada hasta la posicién -85 (pCAT85) expresé niveles 

similares de CAT y presenté el mismo patrén de regulacién (por temperatura, amonio 

y medio de crecimiento) que otras fusiones con mas secuencia corriente arriba; 
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Fig. 6. Expresién de tas fusiones bfpA-cat que contienen recortes en el extremo 5 de su region 
reguladora. (A) Secuencia de nucledtidos de la region reguladora de bfpA. Las posiciones a las 
cuales se recorté cada fusion, se indican por flechas que tienen arriba el nombre del plasmido que 
la contiene. El numero de cada plasmido corresponde a la posicién del punto de recorte, con 
respecto al inicio de la transcripcién. Las secuencias -10 y -35 del promotor propuesto para bipA 
se encuentran marcadas en negrillas y subrayadas. La posicién correcta del inicio de transcripcién 
(este estudio, fig. 8) se encuentra también marcada en negrilla y con una pequeria flecha (bfpA 
mRNA). Secuencias repetidas invertidas (IRS1 e IRS2) y directas, localizadas en el trecho de A- 
T, estan indicadas por flechas horizontales arriba o abajo de la secuencia, respectivamente. (B) 
La expresién de CAT de cada fusién fue evaluada en EPEC 8171-8 crecida en DME a 37°C. 
Las muestras fueron tomadas cada hora y la maxima actividad especifica de CAT, aicanzada por 
cada fusion esta graficada como el porcentaje de ta actividad especifica maxima expresada por la 
fusién contenida en pCAT232. Los datos representan el promedio y ia desviacién estandar 
obtenidos con al menos tres experimentos independientes. 
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mientras que la fusién recortada hasta la posicién -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). Ademdas, la expresién de las fusiones arriba 

mencionadas fue dependiente de BipT, ya que no se detectd actividad de CAT 

cuando éstas fueron expresadas en la cepa de EPEC T::Gmr (Fig. 7). En contraste, 

Unicamente nivetes basales de expresién se detectaron para las fusiones con 

recortes a las posiciones -54 0 -40 (pCAT54 0 pCAT40)}, las cuales contienen aun 

intacto el promotor (Fig. 68). Estos resultados indicaron que la secuencia 

comprendida entre las posiciones -85 a -54 se requiere para la expresion de bfpA, 

dependiente de BfpT. 

b)- Mutagénesis de ta regién reguladora de bfpA. 

Para determinar especificamente qué nucledtidos de la region reguladora son 

importantes para la expresién de bfpA, se realiz6 una mutagénesis al azar en la 

region reguladora de bfpA contenida en el plasmido pCAT232 (fusién bfpA-caf. Dicha 

regi6n 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 

(Amp*) para generar fusiones bfpA-cat y los plasmidos resultantes se transformaron 

en E. coli MC4100 que contenia el plasmido pBTA-BH1 (Km)), ef cual lleva el locus 

bipTVW (Fig. 3). 

Como se describe en Materiales y Métodos, mutaciones que reducen la 

expresiOn de bfpA-cat se identificaron en colonias que no crecieron en una 
concentracién de cloranfenicol, en ja que si crecieron colonias que contenian la 

fusi6n silvestre (pCAT232); mientras que mutaciones que aumentan la expresi6n se 

identificaron en colonias que crecieron en una concentracion de cloranfenicol que no 

permitié el crecimiento de aquéllas que contenian la fusién silvestre. El fenotipo de 

las colonias seleccionadas se confirmé mediante la determinacién de tos niveles de 

expresi6n de CAT para cada uno de ellos. Los plasmidos de estas colonias se 

purificaron y la secuencia de la regién reguladora de bfpA se determind. 
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Fig. 7. Regulacién de las fusiones bfpA-cat que contienen recortes en el extremo 5’ de su region 

reguladora, en respuesta a sefales ambientales. La expresidn de las fusiones contenidas en 
pCAT232, pCAT85, pCAT77 y pCAT54, fue evaluada en EPEC B171-8 crecida en DME a 
370C, 250C y 390C; 0 en LB a 37°C; o en DME que contiene 15 mM de sulfato de amonio, a 
370C; 0 en EPEC T::Gmr, en OME a 37°C, La grafica muestra la maxima actividad especifica de 
CAT alcanzada durante el cultivo. Los datos representan e! promedio y la desviacién 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 localizacién en la tegién reguladora de bfpA. De esta 

manera, mutaciones localizadas corriente arriba del Promotor que disminuyeron o 
aumentaron la expresién de bfpA-cat, se clasificaron como mutaciones negativas o 

positivas (“down” o “up"), respectivamente, y como mutaciones en el promotor 
aquéllas localizadas en las regiones -10 y -35, sin importar su efecto (Fig. 8). Cada 
una de las mutaciones que se describen a continuacién se obtuvo en cuando menos 
dos de las cuatro diferentes condiciones mutagénicas de PCR utilizadas. 

Mutaciones en el promotor. Un total de tres fusiones bfpA-cat con mutaciones 
en ei promotor, que apagaron totalmente su expresion, se obtuvieron y caracterizaron. 
Una presento un cambio de T por C en Ia posicién -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 0 -10 (pMNC56 y pMNCS2, respectivamente) (Fig. 8). Los 
cambios en las posiciones -35 0 -33 redujeron la identidad de esta regién con 

respecto al consenso de la regién -35 de los promotores de E. coli dependientes de 

6-70; mientras que el cambio en ja posicién -10 redujo la identidad de esta regién 

con la secuencia consenso de la regién -10. La mutacién en la posicién -44 
probablemente no tenga ningun efecto, ya que este cambio no afecté la expresion de 

fusiones que contienen mutaciones positivas (‘up’) (Fig. 8, comparar la expresién de 
PMG1 con pMNA6 y pMNB2). 

Para caracterizar mejor el promotor de bIpA, se realizaron independientemente 
dos mutaciones sitio-dirigidas en la regi6n -10 de la fusion bfpA-cat, las cuales se 
generaron por PCR usando como molde pCAT232. Un cambio de T por G en la 
posicion -7 (pSAW10), que reduce la identidad de esta region con la secuencia 
consenso de la region -10, apagé completamente Ia expresioén de bfpA-cat, mientras 
que un cambio de G por T en la posicion -12 (G-12T, pSNE10-232), que aumenta la 
identidad de esta regién con la secuencia consenso de la region -10, incremento 2.3 

. veces la expresién de ta fusiOn en todas las condiciones de crecimiento probadas, 
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aunque su regulacién por factores ambientales fue Proporcionalmente similar a fa de 

la fusion silvestre (Figs. 8 y 9B). 

interesantemente, la mutacin G-12T aumenté 30 veces la expresion basal de 
bfpA-cat, obtenida en ausencia de BipT (Fig. 9B). Experimentos de “primer extension”, 

mostraron que la transcripcion inicia en la misma posicién tanto en la cepa silvestre 
de EPEC como en la mutante en bfpT (Fig. 10B, carrites 3 y 4), el cual es ef mismo 

inicio de la transcripcién del gen bfpA y de la fusion bfpA-cat silvestre (Fig. 10A y 108, 
carril 1), descartando fa posibilidad de que se hubiera generado un promotor 

alternativo con la mutacién G-12T. 

Anteriormente habiamos reportado que la transcripcién de bfpA iniciaba en una 

G (Puente et al., 1996); sin embargo, en este trabajo se demuestra que la 
transcripcién 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, la 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, 

componen realmente el promotor de bfpA. 

Un cambio de G por T en la posicién -29 (G-29T, una base corriente abajo de la 
secuencia -35), aumentd dos veces ta 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 BfpT, sin alterar 
el inicio de la transcripcién (Fig. 9B y Fig. 10, carril 2). Como se describié 

anteriormente, un efecto similar se produjo por la mutacién G-12T, sugiriendo que la 
mutacion G-29T generé un promotor mas fuerte. Esto es consistente con el hecho de 

que una T es la base que se encuentra mas frecuentemente una posicién corriente 
abajo de la secuencia consenso -35 en E. coli (Harley y Reynolds, 1987). 

Mutaciones que disminuyen la expresién de bfpA (mutaciones negativas). Seis 

diferentes 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, pMGS5B y PMG65) y una tuvo una insercién de 
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Fig. 9. Regulacién de algunas de las fusiones bfpA-cat que contienen mutaciones en su region 

reguladora. La actividad especifica de CAT de tas ftusiones que contienen mutaciones que 

disminuyen su expresi6n (pMG51, pMG58, pMG60 y pMG65) (A) 0 mutaciones en e! promotor 
(pMNCE6 y pSNE10-232) (B), fue determinada en EPEC 8171-8 crecida en LB a 379C, 25°C y 
390C; o en LB a 379C; o en DME que contiene 15 mM de sulfato de amonio, a 379C; 0 en EPEC 

T::Gmr, en OME a 37°C. 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 

menos tres experimentos independientes. 
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Fig. 10. Determinacion del inicio de ta transcripcion del gen bfpA y de algunas de las fusiones 

bfpA-cat. por “primer extension”. (A) El RNA total obtenido de EPEC B171-8, se hibridé con un 
oligonuclestido complementario al extremo 5’ del gen bfpA; la reaccidn de “primer extension” se 
realiz6é con transcriptasa reversa AMV, como se describe en Materiales y Métodos. Los carriles 
marcados como G, A, T y C corresponden a la secuencia obtenida con el mismo oligonucledtido. 
El producto de {a transcripcién de bfpA se muestra ala izquierda y a la derecha de ta secuencia. 
La flecha indica la posicién de! inicio de la transcripcion, fa cual corresponde a una A que esta 

marcada en negrilla. (B) Ei RNA total obtenido de EPEC B171-8 que contiene fos plasmidos 
PCAT232 (carril 1), PMNC6 (carril 2), pPSNE10-232 (carril 3); o de la cepa de EPEC T::Gmr que 
contiene e! plasmido pSNE 10-232 (carril 4), se hibrid6 con un oligonucledtido complementario al 
extremo 5' del gen cat. 

39  



una base (pMG60), en diferentes posiciones de la regién donde se localizan las 

secuencias repetidas invertidas IRS1 e IRS2 (Fig. 8). Las otras dos fusiones tuvieron 

una de las remociones mencionadas anteriormente, mas un cambio de nucledtido en 

la posicién -81 (pMNC54) o -15 (pMNC5S5); sin embargo, estos cambios adicionales 

no afectaron en mayor medida la actividad de bfpA-cat (Fig. 8). La remocién o 

insercién de una A en el trecho de 10 A’s, localizado entre las posiciones -65 a -74, 

tedujo la expresién de bfpA-cat al 1 y 2%, respectivamente; mientras que la remocidén 

de una T en el trecho de 8 T's, localizado entre las posiciones -44 a -51, y la remocién 

de una de las dos T’s de las posicionés -41 y -42, redujeron la expresion de la fusién 

a menos del 1% (Fig. 8). Interesantemente, el bajo nivel de expresion que mostraron 

las fusiones que contenian mutaciones negativas todavia requirié ta presencia de 

BfpT y ademas se reqguié por temperatura, amonio y medio de crecimiento (Fig. 9A). 

Mutaciones que aumentan la expresi6n de _bfoA (mutaciones positivas). Seis 

distintas fusiones bfpA-cat, con mutaciones fuera del promotor que incrementan 

ligeramente su expresién, se obtuvieron y caracterizaron. Dos de estas fusiones 

tuvieron un solo cambio de A por G en las posiciones -65 6 -66 (pMG1 y pMG9Q), 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 expresién, ya que su efecto fue similar al mostrado por las mutaciones 

Unicas (Fig. 8). Asi, el ligero incremento (1.3 veces) en la expresién mostrado por 

todas estas fusiones fue producido por los cambios A-65G y A-66G {Fig. 8). En 

particular, estas mutaciones podrian aumentar ligeramente la interaccién de BfpT con 

la regién reguladora de bfpA. 

c)- La expresién independiente de BfpT de la fusién bfpA-cat que contiene la 

mutacion que mejora el promotor (G-12T), es aun regulada por LB pero no por 

amonio. 

Como se describié anteriormente, la mutacién que mejora el promotor, 

contenida en pSNE10-232 (G-12T), produce un aumento de 30 veces en la expresion 

40  



de bfpA-cat en ausencia de BfpT (Figs. 9B 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::Gmr y B171-10, una cepa derivada de B171-8 que 

no contiene el plasmido pEAF. De manera interesante, la expresién independiente de 

BfpT se reprimié aun por LB pero no por amonio (Fig. 11). Este resultado nos llevé a 

analizar el papel de la secuencia comprendida entre las posiciones -85 y -46 en esta 

tegulacién independiente de BfpT. Para ésto, usando ta misma estrategia que se 

describié anteriormente, se realizé un recorte del extremo 5’ en la regién reguladora 

de la fusién bfpA-cat contenida en pSNE10-232 hasta la posicién -40, generando el 

plasmido pSNE10-40. Este plasmido se transformé en las cepas de EPEC T::Gmry 

B171-10, y su expresién se analizé en cultivos crecidos en DME, LB o DME mas 

amonio a 37°C. El recorte hasta la posicién -40 no afecté la regulacién de bfpA 

independiente de BfpT por LB (Fig. 11). 

Estos resultados sugieren que el mecanismo molecular por medio del cual se 

teprime la expresién de bfpA por LB y amonio, es diferente. Para ta 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. 

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

Recientemente, en nuestro laboratorio se determind que la expresién de bfpT 

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 revelé la presencia de una secuencia, entre las posiciones -65 a 

-26 de la regién 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 encontrd homologia 

significante con la regién reguladora de bfpA corriente arriba de la posicién -84 0 
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Fig. 11. Regutacién en ausencia de BtpT de ta fusion bfpA-cat que contiene ta mutacién en el 

promotor G-12T y de su derivada a la cual se le recorté la regién reguladora hasta la posicidn -40. 
La actividad especifica de CAT de la fusién que contiene la mutacién en el promotor G-12T 
(pSNE10-232) y de su derivada a la cual se le recorté su extremo 5° hasta la posicién -40 

(pSNE10-40}, fue determinada en EPEC B171-10, cepa derivada de B171-8 que no contiene el 

plasmido pEAF, o en EPEC T::Gmr, crecidas en DME 0 LB a 37°C, 0 en DME que contiene 15 

MM de sulfato de amonio a 379C. Para efecto de comparacion, la expresidn de fa fusién 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 desviacion 

estandar obtenidos con al menos 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 tos 
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 

regién 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-activacién de bfpT (Martinez- 
Laguna et al., 1997). Los corchetes encierran la secuencia del fragmento de DNA que se unié a 
una fusion T7-tag-BfpT inmobilizada en esferas magnéticas (Tobe et al., 1996; Apéndice 1). La 
Posicion de los recortes o mutaciones que afectaron la expresién de bfpA-cat, se indica con 
flechas. La actividad de CAT mostrada en paréntesis esté expresada como porcentaje de la 
actividad de la fusion silvestre (pCAT232), a a cual se le asignd 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 {a transcripcién se 

encuentran también indicados. 
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Corriente abajo de la posicién -46 (Fig. 12). 

Determinaci6n de secuencias que inducen doblamientos en el DNA en la 

regién 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 describié anteriormente, en el presente 

estudio se encontré que la secuencia rica en A-T, localizada entre las posiciones -85 

a -54, es necesaria para la expresién de bfpA. Asi, un método basado en PCR se usé 

para predecir si la secuencia de esta regidn podria inducir doblamientos en el DNA 

(Valle F., 1994). 

Ocho fragmentos de 200 pb, que abarcan la regién reguladora de bfpA de las 

posiciones -374 a +146 se obtuvieron por PCR (Fig. 13A) y se sometieron a 

electroforesis en geles de poliacrilamida 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, indicando 

la presencia de secuencias que producen doblamiento en ellos (Fig. 13B). La 

movilidad refativa de cada fragmento se graticé contra la posicién de su centro, con 

respecto al inicio de fa transcripcién (Fig. 13C). Esta grafica mostré que la secuencia 

que induce doblamiento esta localizada entre los nucleétidos de las posiciones -125 

a -100, una regién claramente corriente arriba de la secuencia requerida para la 

expresion de bfpA. 
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Fig. 13. Determinacién de secuencias que inducen doblamientos en la regién reguladora de 
bfpA. 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, obtenides por PCR, los cuales cubren ta 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 grafica 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 graticé contra la posicién del centro de 
cada fragmento, con respecto al inicio de la transcripcién de bfpA. 
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DISCUSION 

La expresién del operén bfp, el cual es necesario para la produccién del pili 

BFP y el fenotipo de adherencia tocalizada por EPEC, estd bajo el controt de la regién 

reguladora de bfpA, e! gen que codifica para la subunidad estructural de BFP (Sohel 

et al., 1993; 1996; Ramer et al., 1996). La expresion 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 la maxima eficiencia de 

transcripcién de bfpA requeria de los tres genes del locus bfpTVW, localizado 6.7 kb 

corriente abajo del operén bfp, 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 

transcripci6n de bfpA, tanto en una cepa de E£. coli no enteropatégena, como en fa 

cepa de EPEC mutada en bfpT, la cual se usé en el primer estudio (Figs. 3 y 4). 

Asimismo, contrario a lo observado inicialmente, el gen bfpV parece tener un papel de 

modulador negativo, ya que en ausencia de este gen se incrementa la expresién de 

bfpA dependiente de BfpT (Figs. 3 y 4). 

La discrepancia entre los resultados obtenidos en este trabajo y los 

encontrados inicialmente, se explican en parte por la constante aparicion 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 0 bfpT y bfpV) probablemente contenian esta mutacién y debido a esto 

produjeron resultados diferentes. 

El probable papel de modulador negativo de bfpV esta siendo investigado con 

mas detalte 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 bfpT (Sanchez-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 expresién de BfpT. Diferentes experimentos se estan llevando a 

cabo para determinar si la ausencia de bfpV incrementa la expresion 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. 

Nosotros estamos interesados en definir el mecanismo molecular que regula la 

expresi6n de bfpA. La caracterizacién de la secuencia de DNA que reconoce BfpT 

podria ayudar a entender mejor su mecanismo de accién. Sin embargo, la interaccién 

de BfpT con sus sitios de unién 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 0 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 expresién de bfpA en trans, indicando que dirigen ta sintesis de 

una proteina activa (Figs. 3 y 4). 

En E. coli, la sobre-expresién de proteinas suele dificultarse cuando los genes 

contienen codones que se usan con baja frecuencia en esta bacteria (Pedersen, 

1984; Kane, 1995). Un anilisis del uso de codones en bfpT revelé un alto contenido 

de codones (mayor al 20%) que se usan poco en E. coli, principalmente los codones 

AGG, AGA y ATA, que son tos 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 traduccion de genes en E. coli (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-expresién 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- 

expresi6n 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 la cantidad de BfpT en ta célula, la cual en mayor cantidad 

pudiera ser tdéxica. 
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Actualmente, en nuestro laboratorio se esta estudiando como se regula a nivel 
traduccional la sintesis de BfpT, por medio de fusiones traduccionales al gen facZ. 

Asimismo, se tiene contemplado expresar bfpT en presencia de los genes que 

codifican para los tRNA‘s de los codones de aja 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 region reguladora. 

Ei analisis de recortes a partir del extremo 5’ de la regién reguladora de bfpA- 

cat, mostr6 que una fusién recortada hasta la posicién -85 (pCAT85) expresa niveles 

similares a la de otras fusiones que contienen mas secuencia corriente arriba, 

ademas de que mantiene el mismo patrén de regulacién en respuesta a sefiales 

ambientaies y a la presencia de BfpT. En cambio, la expresién de una fusién 

recortada hasta la posicion -77 (pCAT77) se disminuy6é 84%, aunque aun respondié a 

las sefiales reguladoras en las mismas proporciones que la fusién silvestre 

(pCAT232). En contraste, se detectaron unicamente niveles basales de expresién 

para las fusiones con recortes a las posiciones -54 0 -40 (pCAT54 0 pCAT40), las 
cuales contienen aun intacto el promotor (Figs. 6 y 7). Estos resultados indicaron que 

la 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 nucledtidos necesarios para su activacién. 

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 fo muestra el bajo nivel de expresién obtenido con la fusién bfpA-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 la 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, 1994). 
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Por ejemplo, AraC, et 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 aral, y arab, resultando 

en la activacién det 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 aral, y araOz; este Ultimo localizado 210 pb corriente arriba de 

aral,, formando una estructura que reprime la expresién de araBAD (Dunn et al., 

1984; Lobell y Schleif, 1990). En contraste, ExsA, también miembro de ta_ familia 

AraC/XylS, reconoce una secuencia consenso definida (TXAAAAXA), localizada 

corriene arriba de la posicién -52, con respecto al inicio de transcripcién (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 reconocen, 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 regién -35, Para activar los genes que reguian 

(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 tegulacién 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 expresién de bfpA a estas temperaturas. 

Para caracterizar con detalle 1a secuencia que controla la expresién de bfpA, 

se generaron mutaciones al azar en su regién reguladora. Los resultados 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 

insercién 0 remocién de una A en el trecho de 10 A’s, localizado entre las posiciones 

-65 @ -74; la remocién de una T en el trecho de 8 T's, localizado entre las posiciones 

-44 a -51, 0 la remocién 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 alin de la presencia de 

BfpT y fue regulado por temperatura, concentracién de amonio y medio de cultivo (Fig. 

9). En contraste a lo observado con las remociones o la insercién de una base en el 

trecho de 10 A’s, dos cambios en la misma region, A por G en tas posiciones -65 6 

-66, causaron un ligero incremento en la expresién de bfpA-cat (Fig. 8). 

Estos resultados sugieren que la expresién eficiente de bfpA requiere de la 

estructuraci6n y organizacién precisa de los elementos en cis que fa controtan. Asi, ef 

fenotipo negativo producido por la insercién y las remociones de una base, podria 

deberse a una distorsién en la estructura del DNA, lo cual produciria un-cambio ligero, 

pero significativo, en la orientacién det sitio de unién de BfpT con respecto al 

promotor, alterando su interaccién con otras mdleculas, como la RNA polimerasa. La 

orientacién apropiada de los sitos de unién con respecto al promotor es necesaria 

para la activacidn 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 yel 

promotor, disminuye drasticamente la activaci6n 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 pMG60 (Ains-65), 

PMG51 (Ade!-65), pMG58 (Tdel-44) y pMG65 (Tdel-41), se han encontrado 

unicamente revertantes, apoyando la idea de que la regién reguladora de bfpA 

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 

y seis, respectivamente, con respecto a la secuencia consenso de los promotores de 

E. coli, dependientes de sigma-70 (TATAAT) (Raibaud y Schwartz, 1984). A este 

respecto, el fenotipo producido por dos mutaciones confirmaron la funcién de esta 

secuencia. El cambio de T por G (T-7G) en fa posicidn seis, apago completamente la 
expresion de la fusién bfpA-cat contenida en el! plasmido pSAW10; mientras que el 
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cambio de G por T (G-12T) en la primera posicién, aumento mas de dos veces la 
expresién de la fusién contenida en el plasmido pSNE10-232, en todas lias 

condiciones de crecimiento probadas (Figs. 8 y 9). De manera interesante, la 
mutacién G-12T aumenté 30 veces el nivel de fondo de la expresion de bfpA-cat, 

obtenido en ausencia de BfpT (Fig. 9), to cual sugiere que las diferencias entre la 

secuencia de la regién -10 de bfpA y la secuencia -10 consenso de E. coli, 

determinan que la expresién de bfpA dependa del activador BfpT. 

La secuencia -35 del promotor propuesto para bfpA (TTGCGT) contiene las 

bases mas conservadas del consenso (TTGACA), que son fas tres primeras 

posiciones. La importancia de estas bases fue revelada por el andlisis de la actividad 

de fusiones bfpA-cat, que contienen dos tipos de mutaciones. El cambio de T por C (T- 

35C) o de G por A (G-33A), en la primera y tercera posicién, respectivamente, 

disminuyeron la expresién de la fusién al nivel del 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 regién reguladora de bfpA no generé todas las mutaciones posibles, como aquéllas 

Que se generaron por mutagénesis sitio-dirigida 0 mutaciones en la region localizada 
entre las posiciones -85 a -77, la cual se demostréd que es importante para la 

activacion. A este respecto, la estrategia que se utiliz6 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 seleccién usado, como lo fue para la 

insercién o remociones de una base, Jo cual permitié su facil y recurrente aislamiento. 
La expresién independiente de BfpT mostrada por fa fusién que contiene la 

mutacién en el promotor G-12T (pSNE10-232) se reprimid aun por LB, pero no por 
amonio. Ademas, un recorte de esta fusién hasta la posicién -40 (pSNE10-40) no 
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afect6 su expresién independiente de BfpT, ni su reguiacién por LB (Fig. 11). Estos 

resultados sugieren que la represién de bfpA, en respuesta al crecimiento en LB yala 

concentraci6n de amonio, esta mediada por dos mecanismos diferentes. Para ta 

represién por LB no se requiere de BfpT ni de ia secuencia corriente arriba de {a 

Posicién -40, en cambio, para la represién por amonio se requieren ambos 

elementos. 

En un estudio anterior se propuso que los niveles de expresi6n en LB y DME 

podrian depender, al menos parcialmente, de qué tanto dure la fase exponencial; ya 

que bfpA se expresa Unicamente durante ta 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 represi6n por LB podria estar mediada por un mecanismo general de E. coli, el cual 

teprime 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 

represion 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 “core”, 0 bien, actuar directamente como un represor (Xu y Johnson, 

1995). Algo similar podria ocurrir para la represion de bfpA 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 uniéndose 

a Su regién reguladora o modificando a BipT (Martinez-Laguna et al., en preparacién). 

En nuestro taboratorio se ha encontrado que la expresion de bfpT se autoactiva 

y también se regula por temperatura, concentracién 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 reveld 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, regioén requerida 

para la expresion de bfpA dependiente de BfpT (Fig. 12). En contraste, no se encontré 

homologia significativa con la regién de bfpA corriente arriba de ta posicién -84 o 
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corriente abajo de la posicién -46. Ademas, tampoco se encontré homologia entre las 

regiones reguladoras de bfpA y eaeA, el gen que codifica para la intimina de EPEC y 

el cual se mostré que es regulado por el producto de bipW (perC) y no por BfpT (PerA) 

(Gomez-Duarte y Kaper, 1995). 

De manera interesante, esta region homdloga en bfpA esta localizada 20 pb 

(dos vueltas completas det DNA) corriente arriba de ta posicién donde se encuentra 

en bfpT, sugiriendo que BfpT puede activar Ja transcripciédn colocado en diferentes 

posiciones, siempre y cuando se mantenga la orientacién apropiada de sus sitios de 

union 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 analisis de secuencias que inducen doblamientos, mostré que ta 

secuencia corriente abajo de la posicién -85 no presenta curvatura intrinseca (Fig. 

13). Por el contrario, se locatizé una secuencia que induce doblamiento entre las 

Posiciones -125 a -100, corriente arriba de la secuencia que se requiere para la 

expresi6n 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 divergente (Puente et al., 1996; Sohel et al., 1996). Aunque Ja secuencia rica en 

A-T, localizada entre la posicién -85 y el promotor, no presenta curvatura intrinseca, 

es probable que la unién de BfpT 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 

teguladoras del operén me/AB o marRAB, respectivamente (Martin et al., 1996; 

Bourgerie et 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 la expresién de bfpA y que los elementos en cis que se requieren para la 

regulacién de bfpA, dependiente de BipT, 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 regidén localizada entre 

las posiciones -85 a -46, podran ser caracterizados por mutagénesis sitio-dirigida y/o 

por ensayos de interaccién proteina/DNA in vivo. Asimismo, ta introduccién por 

mutagénesis sitio-dirigida de secuencias que contengan la mitad 0 vueltas completas 

de DNA, entre esta regién y el promotor, ayudara a investigar la hipotésis de que BfpT 

puede activar la transcripcién colocado en diferentes posiciones, siempre y cuando se 

mantenga fa orientacién apropiada de sus sitios de unién con respecto al promotor. 

Los resultados obtenidos sugieren que bfpV participa 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 expresion 

y/o ta estabilidad del RNAm de bfpT: asi como, para determinar si bfpV codifica para 

una proteina o si su secuencia es un elemento regulador que acta 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 concentracién 

de amonio, esta 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. 

Actuaimente, en nuestro laboratorio se estan generando mutantes de EPEC, 

mediante una mutagénesis con transposones, para la identificacion de los factores 
involucrados en la represién de bfpA, en respuesta al crecimiento en LB, ta 

concentracién de amonio y fa temperatura. Asimismo, se estan construyendo 

mutantes de EPEC en regutadores globales, como RpoS y HNS, para determinar su 

Papel en la regulacién de este gen. 
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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 bfpA were iocalized to a 
1.8kb fragment of the enteroadherent factor (EAF) 
plasmid of EPEC that is separated trom the dfp 
operon by 6 kb. Within this fragment three identically 
oriented and closely spaced open reading frames 
(ORFs) were identified and designated bfpT, bfpy 

and bfpW. bfpT is predicted to encode a 31.8kDa 
protein that shares homology with the AraC family of 
transcriptional regulators, including the presence of 
a conserved C-terminal DNA-binding helix-turn-helix 
motif. Insertional inactivation of bfpT led to the loss 
of bfpA transcription, BfpA protein production and 
the locatized adherence (LA) phenotype; this mutant 
phenotype could be complemented by introduction 
of bfpTVW and, on separate plasmids, bfpT+ bfpw. 
However, introduction of bfpT+ bfpV, bfpV alone, 
bfpW alone, or bipV+ bipW did not enable recovery 
of the wild-type phenotype. Maximal efficiency of 
bfpA transcription required all three genes, but bfpV 
and bfpW each enhanced transcription providing 

bfpT 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. BtpT 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 

Enteropathagenic Escherichia coli (EPEC) is a leading 

cause of diarrhoea among infants and children living in 
developing countries. Microscopic observations of EPEC- 
infected epithelia! cel! monolayer cultures have led to the 
idea that EPEC infection of the small bowel occurs in 
three stages. According to this model, the initial phase 

involves the long-range attachment of bacterial colonies 
to the epithelial cell surface. Subsequently, juxtaposition 

of the epithelial cell plasma membrane and bacteria! 
outer membrane ensues facilitating the transduction of 

signals to the host cytoplasm, which leads, during the 
final stage, to a profound fearrangement of the cyto- 
skeleton (for a review, see Donnenberg and Kaper. 
1992: Law, 1994). 

This stepwise infection process can be studied experi: 
mentally by incubating EPEC with cultured epithelial 
cells, which leads to the formation of circumscribec 
colonies of bacteria attached to 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 ef af. 
1979; Nataro et al, 1985; 1987). In vitro studies of this 
kind have shown that the LA phenotype requires the pro- 
duction of bundle-forming pili (BFP) (Donnenberg et ai. 

1992, S. Ramer, unpublished observation); BFP are thin 

flexible fibres that emanate from the bacterial surface 
where they coalesce as laterally aligned bundles of fibres 
(Giron et af, 1991). Examination of EPEC colonies or 
epithelial cell surfaces by scanning electron microscopy 

Suggests that these bundles physically stabilize colonies 

of EPEC by forming interbacterial linkages (Giron et al. 
1991; Sohel ef af, 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, 1993). 

bIpA is located on the ~80kb EPEC adherent-factor  
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Table 1. Escherichia coli strains and plasmids 
  

  

Strain/Plasmid Description Relerence 

Strain 

8171-8 EPEC 0111.NM, containing Puente et af 
the EAF plasmid (1996) 

6171-4 EAF-plasmid-minus derivatve  Piley et al 
of 8171-8 (1987) 

T Gm* blpT::Gm* mutant, derived This work 
trom B174-8 

OHS E. coli K-12 derivative Hanahan (1983) 
laboratory strain 

61.21(0€3) E. coli K-12 derivative Studier and 
camying cloned T7 RNA Moffat (1986) 
polymerase gene 

Plasma 

pKK292-8 PBA322 derivative containing —Brosius (1984) 
@ promoterless 
chloramphenicot 
acetyltransterase {cat} gene 

PWKS130 Low-copy-number cioning Wang and 
vector (Km") Kushner (1991} 

pMW119Tp ~~ Low-copy-number cloning Ourand et af 
vector (Tp%) (1994) 

eCATE42B bfpA~cat transcriptionat tusion Puente et al. 
from nucieotides ~642 to (1996) 
+36 

pBTA-BH} PWKS130 derivative carrying This work 
the 3.9kb BamH) EAF 
fragment containing the 
bfpT locus 

PBTA-GL3 PWKS130 derivative carrying This work 
the 7.0kb Bgfli EAF 
fragment containing the 
btpT focus 

essa PACYC177 derivative carrying Sohel et al, 
the 4.0kb Hindlll EAF (1993) 
fragment containing bfpA 

PACYC-VW — pACYG177 darivative carrying This work 
the 865bp Sspl-8gill EAF 
fragment containing bfpv 
and bipw 

PACYC-W PACYC177 derivative carrying This work 

the 493bp Nsp!-Bglll EAF 
fragment containing bfpW 

pTB101 Expression vector containing Tobe at af. (1992} 
the tac promoter, iaci® 

pTBi0I-T pT8101 derivative, containing This work 
the promotartess bipT gene 

pTB101-T1 pTB101 darivative, containing This work 
promoteress bfpT and bfpV 
genes 

pTB101-T2 PTB101 derivative, containing This work 
promoterless bipT. bipv 
and bfpW genes 
  

Km", kanamycin resistance; Tp". trmethoprim resistance; Gm®, 
gentamicin resistance. 

plasmid (EAF plasmid} (Sohet ef af, 1993; Donnenberg et 

al, 1992), Production of bfpA mRNA commences during 

the exponential phase of growth 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 catcium and ammonia in the growth medium 

(Puente et ai, 1996). We have proposed that induction of 

bfpA expression also occurs in the proximal smatl bowet 

In response to these and perhaps other environmental 

signals (Puente ef a/,, 1996), 

To monitor bfpA expression, we have employed a bfpA- 

cat transcriptional reporter system that was constructed 

by ligating a 678bp sequence, located immediately up- 

stream of the bfpA translation initiation codon, to the pro- 

moterless chloramphenicol acetyliransterase (CAT) gene 

contained in plasmid pKK232-8 (Brosius, 1984). When 

the resulting plasmid, pCAT642B (Puente ef al, 1996), 1s 

harboured in an EAF plasmid-pasitive wild-type EPEC 

strain (B171-8, Table 1). transcription of bfpA can be 

monitored by the production of CAT activity as a function 

of growih phase and environmental signals (Puente er 

al, 1996). However, in Escherichia coli DH5x, a non- 

EPEC host, which lacks the EAF plasmid, or in &. cof 

strain B171-4, an EPEC that has lost the EAF plasmid 

the bfpA-cat fusion on pCAT642B is transcriptionally 

silent. Thus, bfpA expression appears to require a sepa- 

rate EAF plasmid locus (Puente ef a/., 1996). 

{n this study we have used this reporter system to screer 

EAF plasmid-DNA libraries tor a fragment that induces the 

production of CAT activity by DH5y/pCAT642B. Here. we 

report the cloning and characterization of bfpT. an EAF 

plasmid locus that contains genes required for the act 

vation of dfpA transcription and which may mediate the 

environmental regulation ot bfpA expression. 

  

Results 

Cioning of an EAF plasmid fragment that induces 

bfpA expression 

Five separate EAF plasmid libraries were prepared using 

BamHl, &glil, EcoRI, Hincil or Saci fragments clonec 

into the low-copy-number vector pWKS130 (Table 1) 

PWKS130 confers kanamycin resistance and is compatible 

with pCAT642B, which confers resistance to ampicillin 

Plasmid DNA pools of these libraries were introducec 

into DH52/pCAT642B by transformation and the resulting 

transformants plated onto Luria-Bertani (LB} agar con- 

taining 200 1g mt~' ampicillin and SOyg ml" kanamycin 
After colonies simultaneously resistant to ampicillin anc 

kanamycin grew for 4h in DMEM containing 0.45% glu- 

cose, dilutions of these cultures were plated onto LE 

agar containing chloramphenicol (501g mt" ') in additior 

to ampicillin and kanamycin. Transformants containinc 

pPCAT642B will exhibit CAT-mediated resistance to chlor 

amphenicol. providing they also harbour the EAF locus 

thal activates b/pA expression. Several chloramphenico~- 

fesistant colonies from the Bamul, Bgill and Sact libraries 

were recovered from the plates and grown for ptasmi 

isolation. Plasmid DNA from each colony was digestec 

with BamHi, Bgfll or Saci and their restriction profiles 
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were compared. All the chioramphenicol-resistant colonies 
were found to contain, besides pCAT6428, a recombinant 
plasmid carrying a unique EAF plasmid fragment (for 

Bam a fragment of approx. 3.9kb; for Bg! a fragment 
of approx. 7.0kb; and for Sact a fragment of approx. 30 kb). 

Each of these clones was tested for the Production 
of CAT activity. DH52/pCAT642B+pBTA-BH1 (for the 
BamHI library), DH52/pCAT642B+pB8TA-GL3 (for the 
Bgill library), and DH5x/pCAT642B+pBTA-SC1 {tor the 
Sacl library) were found to produce between 35-fold and 

40-fold more CAT activity than DH52/pCAT6428, which 
contains the cloning vector pWKS130, or clones carrying 
other EAF plasmid fragments. Therefore, only those DHS 
strains carrying pCAT642B pius pBTA-BH1, pBTA-GL3 
or pBTA-SCt were able to express CAT activity in the 
absence of the intact EAF plasmid. 

Ta further evaluate the role of the isolated clones in 
dfpA expression, plasmids pBTA-BH1 and pBTA-GL3 
were introduced into two EAF-plasmid-negative stains 
(OHS or 8171-4, Table 1) carrying the compatible plas- 
mid pSS9, which contains a tragment of the EAF plasmid 
including bfpA and its upstream promoter sequence, but 
lacking the downstream 13 genes of the bfp operon, 
including the gene that encodes the prepilin peptidase 
bipP (Zhang et al, 1994; Sohet et at, 1996). Although 
pSS9 as unable to express the BFP subunit in strams 
DHSx and Bt71-4 (Sohel ef ai. 1993), these hosts 
express abundant levels of BtpA prepilin when carrying 

eSS9 plus PBTA-BH1 or pBTA-GL3 (Fig. 1, A and B). 
We inter from these observations and mapping experi- 

ments (data not shown) that pBTA-BH1, pBTA-GL3 and 

Fig, 1. Actwawon of ofpA expression oy a plasmid containing ine 
oloT locus of the EAF-plasmd 
A Western blot anatysis using a BFP-specific antiserum, of OH5> 
containing pSS9 (Sohel ef af. 1993) alone (lane 1), OH5+ 
conlaming pSS and the vector plasmic PWKS130 {lane 21 oF 
O#45 1 containing pSS9 and pATA-BH} {lane 3} 
B Western blot analysis of BIpA expression by B171-B (lane 1; 
8171-4 containing pSS$9 alone {lane 2) 8171-4 containing aSS2 
ang pBTA-BHI (lane 3) B171-4 containng pSS9 and pBTA-GL3 
Gane 4), Bi7'-4 contamng pSS9 ang pBTA-1D {lane $} a: 8171-1 
containing pSS9 and OBTA-9P (lane 6) 8171-8 expresses tne 
formal, signal peplidase-processed pundie-lorming pih (BFO} 
Subunit (posilian ind:cated by an open inangle) The presence ot 
PBTA-BHI oF PBTA-GL3 Jed to the expression of the unprocessec 
BFP subunit (closed tnangtest by pSS9_ whch lacks the peor 
signa’ peprdase gene 
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PBTA-SC1 carry overlapping EAF plasmid fragmenis 
which contain an EAF-piasmid locus that induces bfpA 
expression. Consequently, we have designated this locus 
‘bipT’ because, as demonstrated below, it carries three 
genes (bfpT, bipV and bfpW) that are involved in the tra-- 
scriptional activation of bfpA. 

Sequence analysis of the bipT tocus 

Plasmid pBTA-BH1 was selected tor sequence analys $ 

because it contams the smailest insert by comparise- 

with the other positive clones. The complete nucleotc: 

sequence of the 3913 bp insert was delermined and fou: 

to contatn five open reading frames (ORFs). Three ORF: 

designated bdipT. bfpV. and bipW, were localized to r= 
BamH\- Bgill segment (from nucleotide 1 to 1821): thes: 
ORFs are predicted to be in the same orientation ano °: 
be separated by fewer than SQbp (49 bp separates pf-~ 

from bfpV and 47 bp separates bfpV trom bfpW} These fez. 
tures and additional data described below suggest thal :-= 

bipT locus 1s probably a single operon containing thr: 

genes. The fourth ORF (ORF4) identitied in the pBT-- 
BH1 insert corresponds to nucleotides 2805-2355 anc 

located 582 bp downstream of bfpW and in the oppos 

orientation. The fifth ORF (ORFS) corresponds to nucis: 

tides 3337~3897 and is located 534 bp upstream of OF. 

in the same orientation as bfpT, bfpV and bipw. The w-r- 
described below focuses on the functions of bf TVW 

dlpT extends from nucleotide 194 to 1018 and Is p-= 

dicted to encode a 31784Da protein comprising 27- 

amino acids. A nbosomie-binding site with the sequer: 

GAAGG was identified 6 bp upstream of the putative tracs 

lation initiation codon. Comparison of BipT with wansi 

sequences deposited in GenBank reveatea signulice 
homology to a aumber of bactenal transcriptional requ: 
{ors belonging to the family of proteins representeo - 

AraC, the regulator of the €. coli and Salmoneita tycr 
Murium arabinose operons (Gallegos ef ai.. 1393) 7- 
muttipie alignment of these proteins is depictec in Fic 
and shows that BipT. as for alt members of :ne A 
family. 1s most homologous in the C-terminal in-rd of 

sequence This region contains a helix-turn-nalix 2 
that is believed to bind upstream regulatory sequenc: 
of genes whose expression 1s regulated by environme: 

signals (Fig 2) The secona ORF, designaied oir 

extends from nucleotide 1086 to 1455 and is srsaicis= 

encode a 14546 Da protein comprising 130 ar 7°. 

The third ORF, designated bfpW. extends fror- ~ 2c ct : 

1505 to 1774 ard is predicted to encode a 1 . 
tein comprising 99 amino acids. Neither bfpV ~>1 2‘ 

was found to be significantly homologous lo ar. oF 

in the GenBank database 

Just downstrearn of bipT VWs a 343 bp seo 

sponding to nucieoldes 1799-2136 thal exnio> 
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DNA homology with severa! insertion (1S)-lke elements. 

These include the left-hand end of the insertion element 

(S630 (Maisutan: et al, 1987), the 5° end of a cryptic 

ORF encoded by the insertion element IS630 of Shigella 
sonnei (Matsutam: ef al, 1987), the 3° untranslated region 

of the nsABCDE gene cluster required for Tn7 transposi- 
tion (Flores ef af, 1990), the 3’ untranslated region of 
yopH, which codes for a virulence determinant in Yersinia 

pseudotubercutosis (Bolin and Wolf-Watz, 1988), the 3 

end of the RepFIC replicon of the F plasmid where the 

region coding for a putative repAt gene is interrupted by 

the transposon Tn 1000 (Saadi ef al, 1987), and the 1S 

element located upstream of astA, the gene coding tor 

sheat-stable enterotoxin t (Savarino ef af, 1993) trom 

enteroaggregative E. coli (EAggEC). 

ORFS ts located downstream of this IS-like sequence 

   

   

  

    

  

    

        
  

    

      

   
    

   
  

  

  

        
          

  

BEpT EER: NTHWDME ~~ 1V-G IONSNERRKI TID-DA-1 1KLE} 
Virks GOL, 1 ~ tS INPPELISLO-RN-LpPSTt 
clad 1 ~TOGILSERBIVAFRLN-GD- Ri 

Rna Ehu -HOKOILSEXP W/APRLN-CD-ARH 
Fapr pPRMVALFRENISFNIE- er ESF DMK~ RE ~ LT: aggk LIBLERS EGR -- Lois TVNgf 1A TRLS-SD-TpR 

Envy VI-ELS--T- LNRVLITH=-INANRI IND 
Tort 'S LIUBKKN- --AIQRFSLTSLSDEN INVSVITISDS -FIR: 
Virry 7 =~ =~ -QTYDLDEGNMLFLARG- ~~ SER VRCGTKEPCO EW IP 
AppY FICQS~-FOLTINARV. KIRRELP --VC-----~ PSAER IVD~- IDKKTCLS--FF LDV 

urer Fvsenevtatvroanede NUTLY LPRYSQVSCORSNFFP thp IELHTLVLSETELOS -VF 1 
RhaR 44 FASDQOAGAVADR YPODVE AEHTHDFEE.VI VWRGNGLHVLMI RGDLF Y THADOKHSERSVNDLV-- - --- 
AraC) 36 FI--DRPLGMKG-¥ILN- LT I=-RGOGVVKNOCREF VCRPGDILLFPPGE I HHESRAPEARE 

BépT 96 SL ~ TTD IKYSGNNKKTE Rn 
VirFs 82 
Clad 86 8 
Rns 46 
FapR 74 
Aggk 86 0 
Envy ~BRL--aTPvtacusTPevppe} 
ToxTt NLYSEN-- 
virFy PILSQS IONLCALLERSO- 8 
AppY 68 NEEPGKFTL-- ~DKN~-GYTAEEEPPLSL! EGIKIADSHS. a 
UreR 92 PLIKSGAPI-- - TRHLPDYHLSTPEVVKT: LEHGT -PSQETLEMOOSE' ETRY 
Rha 117 NITYCPERLKLN~~LDWOGAI-PGENASAGOP ~- - -HWRLGSMGMAQARQV IGOLEHESSQHVPF ANEMAE 
AraC 9S QWVYFRPRAYWHEWLNW. ~PBReDEAHOPHF SOLFGOT INAGOGEGRYSELLAINEEE--| 

BtpT 145 
virFs 138 
Cfad 141 
Ras 143 
FapR 131 
AggR 141 
Envy 130 
Toxt 150 
virky 145 
AppY 121 
UreR 182 
RhaR 186 
Aca 162 

BfpT 220 
vires 213 
Clad 216 
Rs 216 
FapR 206 
AggR 226 
Envy 201 
Toxt 224 
VirFy 220 
Appy 191 
UreR 223 
Rhan 262     

 



and is predicted to encode a 150 amino acid protein. Com- 
parison of this sequence with the GenBank database 
showed that it is homologous with the N-terminal half of 
three putative bacterial transposases: 44% identical with 
the protein product of the Rhizobium metiitoti insertion 
sequence ISRm3 (Wheatcroft and Laberge, 1991); 35% 
identical with a protein specilied by a region of the large 
Plasmid that carries the epsilon-toxin gene of Clostridium 
perfringens (Hunter et al, 1992); and 28% identical with 
@ protein coded by the insertion sequence i$256 trom 
the Staphylococcus aureus transposon 1n4001 (Byrne et 
al, 1989) OFRS ts predicted to encode a 186 amino 
acid protein that shows no significant homology to any 
proteins in the GenBank database. 

Construction and characterization of a bipT mutant 

To elucidate further the role of bfpT in the expression of 
bfpA, a bipT mutant was constructed by replacing the 
wild-type bfpT gene on the EAF plasmid with bfpT::Gm*, 
@ mutation in which the gentamicin-resistant gene (Gm*) 
has been inserted within the bdfpT structurat gene as 
described in the Experimental procedures. The restriction 
patterns of the wild type and mutated EAF plasmids were 
compared and found to differ only with fespect to frag- 
ments containing ofpT (data not shown). Further charac- 
terization of the dfpT::Gm" mutant showed that the 
mutation is associated with greatly reduced production of 
OfpA mRNA and protein and loss of the LA phenctype 
(Fig. 3) Provision of pBTA-GL3, which contains the wild- 
type bipT locus. to the bfpT::Gm® mutant fully restored 
bipA MRNA and protein production and the LA pheno- 
type. Therefore. either bfpT itself, or bipT together with 
other genes within the bfpT locus, are required for the 
expression of bfpA and for the LA phenotype 

DNA sequence necessary to rescue the bipT::Gm* 
mutation 

To determine the minimal DNA region within the bipT 

btpT jocus activates bipA transcription 967 

Expreasion of 
sicain BIA, La phenotype 

By ame 4 Ps Bg am 
Mo Bite eT or + + 

  

Dpl.Gat 
Tom 7 - 

permis on 

pBTAGLI aoa + + 

POTA-ABm — + + 

PETAND —— er - - 

paTa-te ca - oa 

PACYCYW -———- . . 

PACYC-W <= - : 
escrow —— : : 
PMWTI9Te-tD — } + + 
pACYC-w ro 
PMWIISTp-OF — } + + 

pACYC-W — 

Fig. 3. Complementanon test tor the ofpT Gm* mutation 
Production of the BipA protein was monitored by Western blotting 
using antiserum agamst bundle-formung pili {BFP}, ang expression 
of the localized adherence (LA) phenotype was determined using 
cultivated HEp-2 celts (+) denotes that the level of exoression was 
the same as the wig-type EPEC strain B371-8 ( -} inacates that 
the expression was greatly reduced or undetectable The upper bine 
depicts the physical map of the bip focus inctuding the location af 
festniction sites (Bg. Bgill: Bm, Bam); Pc, Pacl, N. Nspt: Ps. 
Pst), Tha horizontal ine lor each plasnud corresponds to the 
fragment of the dfpT locus that was cloned to construct the 
Plasmid. Triangles wxicate the presence of the promoter of the bia 
gene on pACYC177 

focus that could complement the bipT-:Gm* mutation 
we constucted a series of compatible plasmids, whicr 

carry all possible combinations of bfpT. bfpV and bipW 
and introduced them into the bfpT Gm" mutant Comple- 
mentation was monitored by BtpA protein production anc 
expression of the LA phenotype (Fig. 3). Using this exper 
mental system we found the following: {1} expression of 

both phenotypes was restored by introducing the BamH}- 
Bgilt 1.8 kb fragment (pBTA~ABm) which contains com- 
plete copies of each of these genes: (t} by conirast, DNA 

  Fig, 2. Multiahgnment of BtpT with 12 other members of the AraC tamil 
number ai the left of the sequence corresponds to the most N-terminal 

ly of transcriptional regulators Onty part of the alignment 's shown. Ine 
amino acid of each proiesn for each of he compared segments The "wo open Doxes shown below the alignment are the DNA-binding domain and an addivonal helts-turn-helix moti found in the AczC tamity (Gallegos ef a/. 1993) The boxed and shaded amino acids denote regions in which over five ol ne 13 compared sequences nao ential amino acids, Tha sequences were aligned through the use of the muttialignment c.usra: v program (Higgins, 1994) The compared sequences ate WES, involved in the regulation of wrulence genes in Shugeliae (Saka ef at. 1986), CtaD required for the expression of CFA | hmbriae « enterotoxigenic E coh {ETEC) (Savelkoul et af. 1990). Ans. required tor the expression v! the CS1 and CS2 adhesins of ETEC Caron et a 1985). FapR regulates expression of the 987P pilus operon m ETEC (Klaasen and de Graal, 1990), AggAl is involved in the transcriptional activation of the aggregate adherence fimbra ! of enieroaggregatwe E coli (EAggEC) (Nataro et af, 1994); EnvY 1s involved on ine temperature dependent expression of several E. cow envelope proteins {Lundngan ef a! 198). ToxT/ TepN regulates ihe express.on of virulence genes im Vibrio cholerae and 1s associated with the toxin co-regulated pilus ( Tep) gene cluster (Higgins et af 1992. Manning. 1992). VirFy regulales expression of the virulence reguion in Yersinia enterocolitica (Cornels ef a. 1989). AppY sequiatas grow phase-dependent expression of the acia phosphatase gane in E col (Allung ef 2! 1989). UreR ragulates the expression of the (O'Orazo and Coltns. 1993). RnaR regulates exoression of the «-rhamnose operen in € cob (t. 

      

Wi and Schtet, 1987} and Ara 

  

in the reguiation of genes ‘equired tor 1-arabinose chhzation in E col and other enteronactera i \allace ef af. 1980. Stoner anc Schiet 1982) 
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fragments containing bfpT but lacking bipW (pBTA-1D} or 
lacking both bfpV and bfpW (pBTA-9P} could not comple- 
ment the bfpT::Gm" mutation: (iii) similarly, introduction of 
plasmids carrying only bfpV or bipW or both bfpV and 
ofpW, placed downstream of the bia Promoter on the 
plasmid vector pACYC177 (pACYC-V or pACYC-W or 
PACYC-VW), did not complement the mutant phenotype; 
{iv) however, mtroduction of all three genes on two sepa- 
fate compatible plasmids fully complemented the mutant, 
resulting in recovery of both BIpA protein production and 
the LA phenotype (Fig. 3, pPMW119Tp-1D pilus PACYC-W 
or PMW119Tp-9P plus pACYC-VW); (v) finally, introdue- 
tion of the plasmid pACYC-W (bfpW alone) together with 
Plasmid pMW119Tp-9P (b/pT alone) to the bfpT:Gm" 
mutant resulted in recovery of both phenotypes. Taken 
fogether, these results suggest that insertron of the Gm* 
cassette into bfpT disrupted the expression not only of 
bfpT, but also of the downstream genes, DfpV and bfipw. 
Moreover, these resutts also suggest that ai least two of 
the three genes. bfpT and bfpW, are required for BipA 
Production and expression of the LA phenotype. Finally, 
because bfpT and bfpW were intsoduced on separate 
Plasmids, 1 seems tikely that both act in trans to induce 
OfpA expression. 

To further explore these results, a separate series of 
experiments was conducted using B171-4/pSS9: B171-4 
's an EAF-ptasmid-negative derivative of B171-8 which 
harbours pSS9, a plasmid that contains the intaci bIpA 
gene (Table 1). in the absence of the bfpT locus. 8171- 
4/pSS9 does not produce DfpA mRNA or protein How- 
ever, provision of plasmid pBTA-ABm, which contains 
the 1.8kb BamHt-Bgit! fragment within which dtpT, bipV 
and bfpW reside. led ta the production of the preprocessed 
form of bfpA. By contrast, introduction of plasmids lacking 
the DNA segments containing bfpW {PBTA-1D) of bfpv 
and bfpW (pBTA-SP) did not activate bIpA gene expres- 
sion on pSS9 (Fig. 1B). Therefore, the same results were 
Obtained from the complementation expermments with the 
ofpT “Gm® mutation on the EAF plasmid and trom experi- 
ments using the B171-4/pSS9 construct 

Role of oipV and bfpW in the transenptional 
activation of bipA 

The studies described above indicate that Production of 
Ine BipA proten requires OfpT plus bfpW. To turther inves- 
gate the role of bfpT, ofpV and bipW in the transcripticn of 
DIA, the efficrency of the Wranscripticnal activation of bIpA 
was moniored using the EAF-plasmid-negalive strain 
8171-4/pSS9 ptus ane of three Plasmids for which the 
transcriptional output of bfpT, bfpTV or bipTVW could 
be expermentatly varied as a function of the IPTG con- 
centration in the medium. These three plasmuds are: (1) 
e©TB101-T which caries bfpT under the contro: of the 

lac promoter (i.e. a Ptac~bfpT fusion); or (ii) pTB101-T1. 
which caries the Ptac-bfpT—bipV fusion; or (iii) pTB101- 
T2, which carries the Ptac-bfpT-bipV-bipW fusion. For 
each of these plasmids, the transcriptional activities of 

the corresponding tac transcriptional fusions were varied 
systematically by changing the IPTG concentration. The 
bipT and bipA mRNAs for each of the tested IPTG con- 
centrations were quantitatively assayed by slot-blot hybrid. 
ization and densitometry. In this way, the ratio of bfpT 
MRNA to bfpA MRNA was used as a measure of the effi. 

ciency by which bfpT locus products could activate bipA 
transcription, As shown in Fig, 4A, the level of b/pT tran- 
‘scription varies directly as a function of the concentration 
of IPTG in the media. Nonetheless, in 8171-4/pSS9 har- 
bouring TB 101-T, dfpA transcription was enhanced only 
10% even when bipT transcription was induced 11.5-folo 

above ihe basa! level. By contrast, for B171-4/pSS9 har- 
bouring either pT8101-Tt or pTB101-T2, bfpA transcrip- 
tion increased proportionately with increases of blpT 

transcription, However, as clearly shown in Fig. 48, the 

most efficient activation of b/pA transcription was seen ir 

B171-4/pSS9 carrying all three genes of the bfpT locus 
Le. transcription of OfpA was more effcently activated ir 
B171-4/pSS9 carrying bfpT, V and W than in B171-4 
PSS9 carrying only bfpT and bfpV. Taken together, these 
results indicate that the efficiency of ofpA transcriptiona. 
activation relative to bfpT transcription is greatest in the 
Presence of three genes, tnat both bfpV and bfpW contr 
bute to Wanscriptiona! actwation when combined with 
bipT. and that ofpV ts Probably involved in ihe activatior 
of OfpA transcription as well as bfpT and bipw 

Binding of the BtpT protein to bipA promoter DONA 

and eaeA promoter DNA 

The observation that BipT shares homology with members 
of the Arac farmily of transcriptional activators suggested tc 
us that the BfpT protein magnt bing upstream sequence ir 
the bfpA promoter region, To test ths possibility, we pre- 
Pared a T?-lagged BtpT fusion protein and examined its 
ability to bind to bfpA promoter DNA. A T7-tagged fusior 
Protein corresponding to bipT was constructed and pur - 

fied using anti-T7-tag antibody For this purpose. ON+ 
fragments of the bfpT structural gene without ihe transla- 
tion initianon codon were inserted into pET2ic in frame 
wih the T7-tag peptide-coding sequence The tusion pro- 
tein was then expressed in strain BL2t (DE3) grown 
LB broth containing IPTG, and the Production of immune 
feactve protein of the expected size demonstrated bi 
Western blotting using tne ant-T7-tag monocional ani 
body (data nol shown, Furthermore. the fusion proterr 
was shown to retain its expected capacity to activate 
DIpA wanscriplion when expressed in strain BL21 {DES 

Carrying SS (Gaia not shown} 
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Fig. 4. The contribution of ofpV and bfpW to the actwation af bfpA 
tanscriplion FINA was extracted trom bacteria grown in OMEM 2h 
alter adding IPTG (0, 0.003, 00% 603mM} to the medium. Total 
RNA (Sug. 1 254.93 was blotted onto a Zeta membrane and dfpA or 
dipT mRNA was detected by using ™P jabelled RNA probes specttic 
for DipA or bfoT The sirains used im this experiment wera B171-4/ 
OTB101-T (Prac -bipT) B171-4/pTB101-T1 {Plac-bipT-dipV) and 
B171-4/pTB101-12 (Prac -ofpT-bipV-bipw} 
4 Autoradiographs of Northern blat analysis using the OfpA or bipT 
robe Upper panet depicts nybridization of the ofp transcript 
Lower panel shows hybridization of the bfpT tanscnpt. Lanes 1 
and 2 B171-4/pTB101-T, lanes 3 and 4, 8171 4/pTB103-T1, lanes 
§ and § B171-4/pTB101-T2 
8 Response of bfpA transcriptional activation to changes tn tne 
dfpT wranscrpional level Autoradiographs were scanned by 
imagequan! {Molecutar Dynamics} and the intensity of each signal 
was heasured. Relatwe amounts of each value to the value in 
8171-4/5TB103-T grown in a medium without IPTG were plotted 
Circle, 8171 4/pTB101-T tangle, 8171-4/pTB101-T1; square. 
B171-4'pTB 101-72 

The T7-tagged BfpT fusion protein was purified and 
(mmobilized on Dynabeads through the anti-T7-tag anti- 
body as descnbed in the Experimental procedures. The 
resulting immobilized BtpT protein, ‘Dynabeads-BtpT', 
was used for the DNA-binding assay. Two plasmids were 
ten used to assess the DNA-binding properties of the 
immobilized BipT protemn: pGEM-PbfpA. which carries a 
307 bp DNA fragment Coniaiming the dfpA promoter and 
upsieam sequence, and pGEM-4Z. the same Plasmid 
vector lacking the bfpA sequence. which was employed 
aS 2 non-specific vector DNA control. In the experiments 
shown in Fig 54, pGEM-PbfpA and pGEM-42 were 
mixed in a ratio of + 3 and the mmture then incubated 
with Dynabeads-BipT The Dynabeads~BtpT was thor 
oughly washed in a oinding buffer and the specifically 
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bound DNA then eluted in a high-salt buffer. Bound DNA 
(.e. the ONA that eluted in the high-satt buffer) and 
unbound DNA (i.e the DNA recovered trom the super 
natant of the incubation mixture Prior lo the washing 
step) were analysed by agarose gel electrophoresis 
(Fig. 5A) Although both plasmid DNAs were recovered 
in the bound DNA fraction (Fig. SA. lane 2), the relative 
amount of pGEM-PdfpA in this traction was substantially 
greater than the amount of pGEM-4Z As expected trom 
this result, the ratio of pGEM-PbfpA to PGEM-4Z in the 
unbound fraction greatly decreased (Fig, 5A, lane 3) 
Taken together. these resulls show thal most of the 
PGEM-PbdIpA DNA was recovered as bound DNA, while 
most of the pGEM-4Z DNA was recovered as unbounc 
DNA In experments conducted with Dynabeads lacking 
the T7-lagged BipT protein. no detectable DNA was recov- 
red in the bound fraction and, as expected, ail of the DNA 

  

Fig. 5. Binding of the immobihzed 1 7-tag-BinT fusion protein to 
ONA 
A_ Binding of piasmics with 0; without ofpA promoter DNA 
PGEM-PalpA DNA (0.05 ug) and 0 1549 of pGEM-42 DNA were 
incubated with Dynabeads—BipT or with the Dynabeads-anti-T 2+ 
{minus 8fpT} negate control Then DNA in the unbound fracton 
(@ the supernatant before washing), and in the bound traction 1. ¢ 
ONA released in high-salt butter) were preciplaiea by ethanol ang 
sesuspended in 10ul of TE butter A Sul abquot of each sample 
were mixed with loaaing outer and analysed by 1% agarose ge 
electrophoresis. DNA was visuatized by ethidium dromige slain ng 
Lane 1. input ONA meture. lane 2. DNA bound to Dynabeads 
BtpT, lane 3 ONA unbound to Dynabeads -BtpT. lane 4, DNA 
Dound to the Dynabdeaos-anu-T7-1ag (munus BipT) negalve contr 
jane 5 DNA unbound to the Dynadeads-ant-T 7-1ug negate 
Control In these electophorograms. tne lower band and second 
lower band correspond to pGEM.42 and DGEM-PDIpA in she 
Closed-cireutar orm, respectively 
8 Bincing of Dynabeads -BtpT to delewon derwanves of PalpA 
fragments Oynabeads-BtpT was incubated with a mixture of DA 
tragments Bound ONA ano unbound DNA were separated on 3 5* 
Dotyacrylarmde gel followed by ettdium rome stairung 
Lane 1. input of 5 deletion DNA miture tane 2 DNA pound 10 
Dynabeads-BipT in 5 deletion mictute tane 3 ONA undounc to 
Dynabeads-8tpT in 5 aeletion miture iane 4 input of 3 delenor 
ONA mudure lane § ONA dound to Dynaveads-BtpT ir 3 ew? 
mudure. tane 6. DNA unbound 16 Qynabeads-BipT m 3 aeieror 
muxiure The ewghi fragments stuceg in thus experment are 
depicied by tne following letters (a) intact PofpA Iragment (6. 
5 del94. {cl 5 dei75. WJ) S.aelS5 ta) 3.0e95 1} 3 delS3 ig 
3 del79, and (hy 3 gei97 
C Binaing to Peaed or DGEM-42 DNA pGEM-Peaea DNA 
(0. 052g) and 0 15ug of DGEM-32 ONA were incubated with 
Dynabeads—BipT Lane 1, npul ONA nucture lune 2 CNA do 
to Dynabeaas -Bipl tare 3. ONS unbound to Dynabeags Sts 
Lower band and second tower cane corespana to pGEM 4: 
9GEM-Peaed in Llosed.cucuiat tarm respectively 
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remained in the unbound fraction (Fig. 5A, lanes 4 and 5). 
Therefore, BipT binds ONA and its aftinity for bfpA pro- 
moter ONA is substantially greater than for vector DNA. 

Because of the low concentrations of BtpT produced, we 
were unable to further localize the DNA sequence to which 
BfpT binds using conventional footprinting experiments. 
Therefore, we employed a variation of the binding experi- 
ments described above to learn more about the size and 
location of the bfpA upstream region that is required for 
BipT binding. For this purpose. a series of ONA fragments 
containing segments of the bipA promoter region deleted 
either from the 5° end (‘5’ del’) or from the 3° end (‘3° 
del’) was prepared by polymerase chain reaction (PCA) 
amplitication using pSS9, and purified. These fragments 
were: 308 op from nucleotide position {with respect to the 
transcription start site} ~231 to +77 (PbfpA); 171 bp 
from —94 to +77 (S'del94); 152bp from —75 to +77 
{5‘del75): 132 bp trom —55 to +77 (5°delS5); 197 bp trom 
231 lo -35 (3'del35); 177bp from -—231 to —55 

-(3'delS5}, 153 bp from -231 to —79 (3'del79); and 135 bp 
from ~231 to -97 (3 del97). Three S‘ael fragments plus 
PbfpA or four 3'det fragments plus PbfpA were incubated 
with Dynabeads—BtpT and the bound DNA and unbound 
ONAs were separated by polyacrylamide gel electrophore- 
sts. The binding assay with the 5‘del fragments showed 
thal 5‘del94 as well as PbfpA bound to Dynabeads— 
BipT, whereas the other two S‘del fragments did not 
(Fig. 5B). The binding test with the 3'del fragments 
showed that 3‘del35 and 3’delSS as well as PbfpA bound 
to BipT, whereas 3‘del79 and 3‘del97 did not (Fig. 58). 
However, the binding etticiencies of 3‘del35 and 3delS5. 
were relatively tow compared with PbfpA (compare reta- 
tive amounts in each fraction in Fig. 5B). These results 
indicate that BfpT binds Sequence which spans nucieo- 
tides —5§ to - 94 of the 5{pA promoter. Moreover, the 
results also suggest that the sequence downstream of 
~35 may contribute to the stable binding of BfpT. 
eaeA, a gene on the EPEC chromosome that encodes 

intimin and is required for the intimate adherence of 
EPEC to human cells (Jerse et al, 1990: Donnenberg 
and Kaper. 1991; Donnenberg et af, 1993}, has recently 
been shown to be regulated by the EAF-plasmid-encoded 
genes perA, perB, and perC (Gomez-Duarte and Kaper, 
1995). The published nucleotide sequence of perA is simi- 
tar to that of bfpT except for seven bases, indicating that 
the two genes probably comprise part of the same regula- 
lory locus on the EAF plasmid Therefore, we conducted 
experiments to determune if the BipT protein might also 
bind eaeA promoter DNA. For this Purpose we prepared 
PGEM-PeaeA, which carries 350-bp upstream and 260bp 
downstream sequence (relative to the transcription start 
site, Jerse ef af, 1990, Gomez-Ouarte and Kaper, 1995} 
of the eaeA promoter This plasmid and its Parental plas- 
mid pGEM-4Z were then incubated with Dynabeads-BfpT, 

and the DNA bound to Dynabeads-BipT was comparez 
with DNA in the input mixture and in the unbound fractio- 
(Fig. SC). pGEM-PeaeA was recovered in the dour: 
ONA fraction and the amount of pGEM-PeaeA DNA - 
the unbound DNA fraction decreased greatly compare: 
with the level found in the input DNA mixture. By co-- 
trast, most of the pGEM-4Z ONA was recovered in tre 
unbound fraction. These results indicate that the BipT pre- 
tein also binds to a DNA fragment containing the eaeA 
moter region and suggest that this event might actw: 
eaeA transcription. 

    

EAF plasmid localization of the btpT focus 

To map the location and orientation of dfpT with respect +: 
other EAF plasmid loci, a partial EAF-plasmid map wz 
constructed trom Southern biot hybridization data usinc, 
several DNA probes generated trom the EAF plasm 
bipT maps approx. 18k downstream of dfpA {data : 
shown); between bfpA and bipT are the downstream “= - 
genes of the dip operon, whose Protein products é-= 
homotogous with membrane ‘traffic wardens’ of the tye 
il, sec-dependent generat secretory pathway (Sohel 
al,, 1996). The onentation of bfpT and bIpA is the sam= 
and dfpT is separated from bfpL. the last gene of the 5= 
operon, by 6kb (data not shown). Therefore. althous” 
bipT and the bfp operon whose expression it appears = 
regulate (i.e. the dfp operon) are located on the same pias- 
mid, they are not contiguous 

  

   
  

   

Discussion 

We have shown that BFP filament biogenesis ang functio- 
are encoded by an operon of 14 genes on the EAF plasme 
whose expression is reguiated at the transcriptional iev= 
during the exponential phase of growth by “enviro-- 
mental factors that EPEC might encounter in the proxime 
‘small intestine (Puente ef af. 1996. Sohel ef af. 1996, £ 
Ramer, 0. Bieber. and G. K. Schoolnik, submitted) 
the work reported nere we used a bfpA-cat reponse 
system to identify a transcriptionat regulatory locus (t= 
‘bipT locus’) on the EAF plasmid which contains gene: 
that encode trans-acting factors required for the transeric- 
tion of bfpA, the most 5 gene of the bfp operon Consiru: 
tion and testing of the ofpT Gm" mutant showea tnat bre7 
Is required for DipA transcription, production of ine Btn- 
Protein and expression of the LA phenotype 

The dfpT tocus contains three genes, designaies ofc 7 
bipV and bfpW. which are predicted to encode 3° &«D: 
14.6kDa and 10.5kDa protens. respectively Beca). 
these genes are predicted to be transcribed in tt 
direction and are closely spaced we propose ¢ 
constitute a single operon which we have ces pais: 
the ‘bfpT operon’ This supposivon was borne aut : 
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complementation tests of the bfpT::Gm" insertion muta- 
lion, which showed that expression of bfpA in the 

bipT::Gm® mutant could not be restored by introduction 
of the plasmid harbouring bfpT alone, but could be 
restored by a DNA fragment containing all three genes. 
This result strongly suggested that expression of bipv 
and bfpW in the bfpT--Gm mutant is also disrupted by 
the insertion mutation in the bfpT gene and that the three 
genes are transcribed from a promoter located upstream 
of bipT. However. formal proof for the operonic nature of 
dipTVW will require further study, including the detection 
of a polycistronic transcript. 

bipW, which is predicted to encode a 90 amino acid pro- 
tein, was shown to be necessary for activation of bipA 
expression. tntroduction of two plasmids, pMW119Tp-9P, 
which carries bfpT alone, and pACYC-W, which carries 
bipW alone, restored bfpA mRNA expression, BIpA pro- 
tein production and the LA phenotype in the bfpT::Gm" 
mutant. From this result, it seems likely that bfpW 

encodes a trans-acting factor, which acts either on the 
BipT protem or orrthe DfpA promoter. The two plasmids 
used in these complementation experiments were deriva- 
tives of two low-copy-number vectors (PMW119Tp or 
pACYC177). Nonetheless, it is likely that the copy 

number of the cloned bfpT and bfpW genes using these 
plasmids is greater than normal (i.e. the EAF-piasmid 
copy number is estimated to be between one and three), 
and may have resulted in the production of higher-than- 
normal amounts of BfpT and BfpW. This, in turn, may 
have been enough to overcome the absence of bfpV, 
which was aiso shown to enhance OfpA transcription by 
experiments that compared the levels of bfpA transcrip- 
tion in the strain harbouring bfpT alone (B171-4/pSS9, 
PTB101-T) with levels in the strain harbouring bfpT and 

bfpV (B171-4/pSS9. PTB101-T1). These experiments 
showed that dfpA transcription in the strain harbouring 
both genes (d/pT plus bfpV) was much higher than that 
in the strain harbouring only bfpT. Therefore, bipV also 
appears to serve as a positive cofactor for the activation 
of bipA transcription. 

Further support for the idea that both BipW and BipV 
affect bfpA transcrietion comes from experiments show- 
ing that the level of 6fpA transcription in the strain carrying 
bipT and bipV (B171-4/pSSg plus pTB101-T1)} was lower 
than the level in the strain carrying ail three genes that 
comprise the dfpT locus (B171-4/pSS9 plus pTB101- 
T2). Taken together, tnese results and the results ds- 
cussed above show that while BipT with BipV and BipT 
with BipW can activate transcription, all three Products 
are required for tull transcriptional activation of bIpA. 

Analysis of the deduced BfpT amino acid sequence 
showed that it belongs to the XyIS/AraC tamity of trans- 
criptional factors that regulate functions concerned with 

Pathogenesis or with the metabolism of carbon sources 
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(Gallegos et af, 1993). In common with other members 

of this family, it contains a helix-turn-helix moti in the C- 
terminal region. For AraC, the best-studied member of 

this famity, this domain is thought to bind promoter 
sequence DNA and thus mediate transcriptional activa- 

tion of the corresponding gene or operon. Among mem- 

vers of the AraC tamily, BtpT aiso exhibits extensive 

homology, in the N-terminal third of the protein, with a sub- 

family of transcriptional regulators that activate virulence- 

associated genes, inciuding VirF of Shigetfa flexnen. 

CtaD of uropathogenic E. coli, Rns and FapR of enterotoxi- 

genic E. coli{ETEC) and AggR of enteroaggregative E. coh 

(EAggEC). Like BipT, these regulators are necessary for 

the environmenially mediated expression of virulence fac- 

tors. A further common feature of these virulence-asso- 

ciated regulator genes is their relatively low GC content 
(27.6%~-31.7%) when compared with the c. 50% GC con- 

tent of Escherictua and the shigellae. This suggests that 

these regulatory genes may have originated from the 

same low-GC-content ancestral source. 
It ts likely that the tess-conserved, N-terminal halt of 

BfpT plays a role in regutator-speciic modulation of bfpA 

transcription either by sensing environmental changes or 
by interacting wih other mediating factors. However, the 

finding that ammonium has litte effect on ofpT transcrip- 

tion per se (T Tobe. unpublished observation). but a sig: 

aificant negative effect on bfpA vanscription (Puente et 

al, 1996), may indicate that ammonium itse!! or another 

regulatory protein that responds to environmental ammo- 
nium concentrations interacts directly with BipT to reduce 

its DNA-binding athnity. Alternatively, the promoter region 
of bfpA might aiso be affected by regulators in addition tc 

BipT. Beyond the presence of this region ef tess-con- 
served N-terminal! sequence, BipT differs most dramat- 

cally trom other AraC-like protems in its requirement for 

two additional proteins, BipV ana BipW, to maximally act- 

vate bfpA transcription. As we have demonstrated here 

that BipT binds to bipA and eaeA promoter DNAs in the 

absence of BfpV and BipW, it is possible that the capacity 
of BipT to activate transcription is modutated by BfpV anc 

or BfpW through interactions with an N-terminal domain of 

BipT rather than by binding upstream promoter-sequent 

DNA. To clarity these issues, further studies that are 

beyond the scope of this report are required to clarity 

how BipV and BfoW enhance the transcriptional activa:- 

ing tunction of BioT 

Immobilized BioT (Dynabeads -BtpT } was shown to prée- 

ferentiaily bind plasmd DNA containing the ofpA promote- 

sequence, and binding tests with a series of deletion de: 
vatives of this region clearly showed thal the segmer: 

Spanning nucleoides ~SS 10 -94 was suificient for ¢! 

stable binding of BtoT to DNA. Therefore, this informaticy 

and the data discussed above show thal bfp7 is requires 

for DfpA expression that the level of bfpT VW expressio” 
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ts positively correlated with the level of b/pA expression, 

and that BipT binds the upstream promoter region of 

bipA. Taken together. these results suggest, but do not 

prove, that the binding of BfpT to the bipA upstream 

region directly activates the transcription of bfpA. Addi 

tional studies will be required to determine if and how the 

Physical association of BfpT with nucleotides within the 

region —55 to ~ 94 activates dfpA transcription. 

ONA from the eaeA promoter region was also shown to 

bind to StpT, a finding that supports and extends the 

observations of Gomez-Duarte and Kaper (1995) who 

identified the EAF-plasmid-encoded tegulator, per, which 

contains genes. homologous to bfpTVW, that are involved 

with the expression of eaeA. Although a track of G and A 

1s found specifically in this region of the bfpA upstream 

Promoter sequence, the same sequence was not found 
upstream of eaeA. Thus, while the specific sequence to 

which BtpT binds could not be incriminated by comparing 

the upstream regions of bfpA and eaeA, these results 

strongly suggest that BipT is required not only for the 

expression of dfpA, dul possibly for the transcription of 

other genes that comprise a regulon, including eaeA. if 

SO, it ts likely that OfpT VW is required tor the co-ordinate 

regulation of the ofp operon and eaeA by environmental 

factors and that the expression of these genes al the 

same place and tme by EPEC 1s important for its patho- 

genicity, 

Experimental procedures 

Bacterial strams and plasmids 

The strains and plasmids used in this study are listed in 

Table 1 

DNA technology 

All ONA manipulations were pertormed by standard genenc 

and molecular techniques (Ausubel et af, 1989; Sambrook 
et al, 1989). Restriction and DNA-modifying enzymes were 
obtained trom New England Biolabs, Inc. and used accord- 

tng to the manufacturer's instructions Radiolabelled nucleo 

tides [2-°5S}-GATP {1000Cimmot '), [2-°2P]}UTP (3000C: 
mmol ') and [2-?P]-dCTP (3006 Ci mmol ~') were purchased 
from Amersham Com Oligonucleotides were purchased trom 
Operon Technologies Inc. PCR reactions were performed in 

100u! or 50, volumes using AmpliTaq, according to the 

manuytacturer’s instructions 

  

Construction and screening of EAF-plasmid libraries 

EAF-plasmid Wbrares were constructed as follows Plasma 
DNA was puritied trom strain B171-8 using a Qiagen plasmid 

DNA purification kit, then digested with BamHl, Bgill. EcoR! 
Hincil ur Sacl. the fragments were cloned into ine kanamycin- 

resistance low-copy-number vector pWKS139 (Wang and 
Kushner, 1994}, which allows selection of recomomant clones 

by selection of white colonies when grown on LB agar plates 

containing Xgai plus IPTG. After transformation into E. co# 

OHS2, plasmid libranes showing a white/blue ratio of at leas: 

five were removed lor plasmid preparation. Plasmid prepare- 

tions from each library were digested with the appropriate 

resiriction enzyme and analysed by agarose gel electrophore- 

sis in order to compare their restriction profiles with profiles 7 

the EAF-plasmid digested with the same enzyme 

To screen for the gene responsible for bfpA activation r 

EPEC. plasmid DNA from the different EAF-plasemd libranes 

was transformed into £. col DH5x carrying pCAT642E. 

Kanamycin- (50ugml ') and ampicillin (200,ugm! ')-resis- 
tant colonies were removed from the plate and suspended r 

DMEM plus 0.45% glucose containing both antibiotics. Ahe- 

4h of growth at 37 C (conditions that allow accumutation <- 
chloramphenicol acetyltransferase in clones carrying a gen= 
able to induce expression of CAT by oCAT642B). 1.1000 du_- 

tions of these cultures were plated onto LB agar containin: 

chloramphenicot (50:9 ml ') plus ampicillin ana kanarmyer 
Plasmid DNA trom chloramphenicol-resistant colonies wa: 
compared by restriction analysis, using the appropria 

enzymes, to determine it ail resistant colonies carned tt 

same EAF-plasmid tragment cloned into pWKS130 A 

confirming the uniqueness of the EAF-plasmia insert in tr 

chloramphenicol-resistant clones, undigested plasmd Dh 

(previously used for restriction analysis), was used to trar. 

form E. coli DHS1 Thus ume the transformants were seie 
using the kanamycin-contaming media only, in order to se; 

rate the pWKS 130 recombinant clones from pCAT642B Fro- 

one colony of the kanamycin-resistant clones, siasmid Ob= 

was isolated and retransformed inte E. coh OHS+ carry: 

either plasmid pCAT642B or pSS9. or EPEC strain B1773-- 

carrying pSS9 These transformants were then tested 1° 

CAT activity or BFP express:on by Western blot 

      

   

  

   

CAT assay 

The chloramphenicol acetyltransterase assay was pertorm=: 

as described (Puente ef af. 1996}. 

Western blot analysis 

  

Immunobiot analysis of BIpA expression was essentially 
formed as described etsewhere (Schel et af 1993. Puen 
at. 1996), using a BFP-specific antiserum (Giron at af. 19%    

DNA sequence analysis 

Oouble-stranded ONA sequencing of the 39x5 inser : 

plasmid pBTA-BH1 was cared out by the aiceox, che - 

lermination proceaure (Sanger ef al. 1977} using Secvene 

Version 2.0 accore:ng to the manufacturer's 11: 

Biochemical Corp: The sofware package tror :-¢ Gene 
Computer Group (GCG) of the Unwersity of Wescessic (De. + 
reux ef al, 1984) was used for sequence analys-s 

   

   

Construction of pasmids containing the bfpt coos 

PBTA-ABm was constructed by deleting the 

segment which contains upstream sequence 

    

+1956 Blacews Scwence tia Moiecuia’ Micropt 32. 21  



PBTA-GL3. Plasmid pBTA-1D was constructed by deteting the 
Pst\—Xbal segment {nucleotides 1563-1816), which contains. 

two-thirds of bfpW and downstream sequence of the cloned 

fragment. pBTA-9P was constructed by cloning a PCR-ampli- 

fied fragment. which extends from the BamHt site upstream of 

bfpT to the end of dfpT (nucleotides 1— 1065), into pwKS130. 

pACYC-V. pACYC-VW and pACYC-W were constructed from 
PACYC 177 by inserting the Sspi—Psti tragment (nucleotides 

951-1563). or the Sspl-Bgitt fragment (nucleotides 951- 

1816), or the Nsp!—8g!ll fragment (nucteotides 1323-1563) 

at the Seal site in the dla gene. 

Northern hybridization 

RNA was extracted from EPEC strains growing in 30 ml of 
DMEM containing 0.45% glucose at 37 ‘C by using the hot- 

phenol extraction method (Aiba et a/., 1981). Northern ‘slot- 

blot’ hybridization assays were performed on Zeta Probe Blot- 

ting Memoranes (Bio-Rad Labs.). created by using the Bio-Oot 
SF Microfiltration Apparatus (Bio-Rad Labs.), according to the 

manufacturer's instructions. RNA probes specific for bfpA or 

bipT were synthesized using plasmids carrying the 700bp 

EcoR|-BspEt bfpA fragment or the 340bp BamHt-EcoRI 

dfpT fragment with the MAXIscript Kit (Ambion, Inc.) and 

{x-*P)-UTP. 

Binding assays testing the ability of the immobilized 

BipT protem to bind bipA promoter DNA and eaeA 

promoter DNA 

Preparation of crude protein extracts of BL21{DE3)/pET-bipT 

was prepared essentially as described elsewhere (Tobe ef al. 

1993). The T?-tagged BipT protein was immobilized on Oyna- 

beads M-450 Goat anti-Mouse IgG (Oynal, Oslo, Norway) 
through the T7-tag Monoclonal antibody (Novagen, Inc.) as 

follows 410 beads of Dynabeads M-450 Goat anti- 
Mouse '9G was incubated with Syg of T7+tag Monaclonal 
antibody in 10041 of PBS, 0.1% BSA at 4 C for 30min. After 

washing in PBS. 0.02% Tween-20 four times, the Dyna- 

beads-ant-T7 tag reagent was incubated with 100g of 

protein extract from BL21(DE3)/pET-bfpT in 200) of PBS, 
0.02% Tween-20 at 4C for 30min: then the beads were 
washed in PBS, 0.02% Tween-20 tour times. Binding of the 

T7-tagged BfpT protein to the beads was confirmed py 

immunoblotting with anti-T7- tag antibody using beads boiled 

in a buffer containing 1% SDS. Following these confirmatory 
Studies, the Dynabeads—BipT reagent (containing the immo- 

bilized BipT protein) was used in DNA-binding tests. To test 
if Dynabeads-BfpT could bind a specific DNA sequence. 

plasmid pGEM-Pb/pA was constructed with a DNA fragment 
extending from nucleotide -230 to +77, relative to the tran- 

scripbon star! site of bfpA This fragment was prepared by 

PCR amphfication and cloned into ihe BamHl and Hinallt 
stiles of pGEM-4Z (Promega Corp ). pGEM-PeaeA was con- 

structed by inserting a 610bp EcoR!-8gill DNA fragment 
that extends trom nucleotide - 350 to +260 inio the EcoRI- 
Bamri sites of pGEM-4Z, pGEM-PbipA ar pGEM-Peaed, 

and pGEM-4Z were incubated in a raho of + 3 with Dyna- 

beads-BipT in 50ut of binding butter, TGED (10mM Tris 

(pH? 9) containing 5% glycerol, 1mM EOTA and tmM 

+ 1996 Blackwell Science Lid, Molecuiar Microbiology 21 963-975 
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OTT)-0.4M NaCl, al 4°C tor 60 min. After capturing the Dyna- 

beads on Dynal MCP (Dynal), supernatant containing 
unbound DNA was transferred to new tubes. Then the Dyna- 

beads were washed three times in binding buffer Bound.DNA 

was released irom Dynabeads-BtpT by incubating in TGED- 
2.0M NaCl, henceforth termed the ‘high salt’ buffer. Unbound 
DNA and bound ONA were precipttated by the addition of 
ethanol, and resuspended in 10,) of TE buffer Five yl of 

each sample were then analysed by 1% agarose gel electro- 

phoresis or 6% potyacrylamide get electrophoresis and the 

gel stained with ethidium bromide 

Nucleotide sequence accession number 

The nucleotide sequence of the 3.9kb BamtHi tragment will 

appear in the EMBL/GenBank/DOBJ nucleotide sequence 

Gata libraries under the accesston number L42638 (submitted) 
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OfpA expression in enteropathogenic Escherichia coli is regulated by growth medium, temperature, and 
ammonium concentration aad requires the B{pT protein (also catled PerA), a member of the AraC family of 
transcriptional activators. Site-directed and PCR random mutagenesis, as well as deletion analysis of the bfpA 
upstream regulatory region, supported assignment of the promoter elements and demonstrated that the 
cis-acting elements that mediate BfpT-dependent regutation of bfpA 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 bfpT 
gene, which is essential for bfpT autoregulation, 

      

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a common 
cause of diarrhea, particularly among children under 6 months 
of age tiving in develaping 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 
epithelial 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 to 
direct the production of the bundle-forming pilus (BFP), a type 
IV fimbria associated with microcolony formation and bacte- 
rial autoaggregation (8, 21, 23-25). 

The expression of bfpA, the gene coding for the structural 
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 reveated that bfpA regulation is under the control of a 
regulatory region that extends further upstream from the pu- 
tative —35 and ~10 promoter sequences, which seems to de- 
termine the coordinate regulation of genes located down- 
stream of bfpA (19, 21). This expression is regulated at the 
transcriptional level and requires the product of the bfpT gene, 
which is the first gene of the bfpTVW locus, localized 6.7 kb 
downstream of the bfp gene ctuster on the EAF plasmid (27). 
bfpT encodes a 274-amino-acid protein. which belongs to the 
XylS-AraC family of transcriptional regulators (27). The 
bfpTVW locus, previously identified as per, has alsa been in- 
valved in the regulation of the egeA and esp genes, whose 
products mediate the second and third stages of EPEC inter- 
actions with the host cells (6, 9, 12). 

Interactions of B&pT with its target sites have been difficult 
to study m vitro, since different auempts to overproduce and 
purify it have been unsuccessful. We previously showed that a 
DNA fragment containing the sequence between nucleotides 
- 94 and - 55 of the Afpd regulatory region was bound by a 
T7-tagged BfpT fusion provein immobilized on Dynabesds: 
however, attempts to perform footprinting experiments with 

This fusion were unsuceesstil (27). Thus, an atternative raute 
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was to genetically analyze the {pA regulatory region. as pre- 
sented here. 

Detetion analysis af the bfpA regulatory region. A sentes ot 
5’ upstream deietions of the bfpA-cat fusion carried on plasmid 
pCAT232 (19), containing all of the required elements jor 
expression, were constructed by PCR amplification of the cur- 
responding fragments and cloned into vector pKK232-8. which 
contains a promoteriess cat gene (2). The nucleotide sequence 
of all cloned inserts was determined to confirm the precise 
positions of the detetions and to ensure that no mutations “ere 
introduced by the amplification reaction. The chloramphenicol 
acetyluransterase (CAT) activity directed by plasmids carning 
these bfpA-cat deictions was tested in EPEC B171-8 grown in 
Dulbecco modified Eagle (DME) medium at 37°C, which are 
the optimal conditions for dfpA expression, and under condi 
tions that are known to regulate bfpA expression. such as 
growth in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C, DME medium 

at 25 and 39°C, and DME medium containing 15 mM ammo- 
nium sulfate at 37°C. as described before (19). 

This analysis (Fiz. t) showed that a ofpA-cat delevon down 
10 position —85 (pCATSS) had similar levels of expression «ad 
the same reguiatory pattern in response to environmental cues 
as other fusions containing further upstream sequences. Also. 
a deletion to position - 7? (pCAT77) showed un 847% reduc: 
tion of the BfpT-dependent expression, although, interesti 
it still responded to regulatory signals to the same extent a> 
wild type. in contrast, only background acuvity was detec: 
for deletions to position —54 or -40 (pCATS4 or pCAT)) 
both of which stil contain the promoter (Fig. 1 and dat iz 

shown). These results indicated that the sequences req 
for BipT-dependent expression of bfpd are located upstis eat 
of the —35 region sid up to postion —8: 

This AT-rich region contams ovo 8-bp-long direct-repeat 
clements, as weil as to 10-hp-iong inverted-repeat 2leme 
which were designated IRS] and IRS? (Fig. 2}. Althoug! 
precise role of these elements in BipT binding remains on- 
clear, since th eo aot sufficient for full activation (Fi: . 
should be noticed that bindiag te tandem clements has 
reported for other members of the AraC family. sweh is Ar 

MIR, and Virk (3. 14. 28). Moreover, AT-neh sequence: 
necessiry for the regulaion actenty at other. closer home.cggs 
of BEpT. such as Kos and Cals (regulation at the CSTs 

CFA fimbriat operons in enterotoxigenic & cele respecus. 

C1 18) and Virl Gresulaten ot plasmid-encoded amas on 
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Regutanon ol the bipa 3° cegulatary region deletion fusions in 
cnvironmental cucs. The acivaties of plasmids pCAT232. pCAERS, 

PCATI2, znd pCATSS were tested on EPEC strain BITL-8 grown io DM! 
medium at 37 35, and HPC. in LB medium at 37C, or in DME medium 

tang 15 uM ammonium suffate at 37°C us in EPEC strain T:Gm'. a hfpT 
er derived trom strain BITES (27), grown in DME medium at 37C The 

geuph shows the masimal CAT-specifie activity reached late in grivath The data 
ate representative of at least three different experiments 

            
    

proteins in Shigella species) (26). Interestingly, another com- 
mon feature of Ras. CfaD, and F is that they seem to 
overcome the negative regulation by H-NS at their respective 
Promoters, a mechanism that might also account for bfpd 
repression at lemperatures below 37°C (11, 18, 26). 

Mutational analysis of the bfpd regulatory region. To pin- 
point the position of cis-acting regulatory clements required 
for bfpA expression, random mutations were generated in the 
OfpA regulatory region contained in pCAT232, which was am- 
plified 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 
into Escherichia coli WB101 carrying plasmid pBTA-BHI 
(Kav'), which contains the hfpT regulatory locus (27). Muta- 
tions that reduced hfpA-car expression were identified by se- 
lecting colonies that did not grow in concentrations of chlar- 
amphenicot noninhibitory for strains carrying the wild-type 
fusion (pCAT232). while transformants carrying mutations 
that improved bfp.4-cat expression were screened for their abil- 
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ity to grow in a chloramphenicol concentration that inhibits the 
growth af a sur carrying the wild-lype fusion. Candidate 
were assayed for CAT activity. as described before (19), Phas 

mid DNA from these clones was purificd and the nucleotide 
sequence of the bfpA-cat regulatory region way determined. 
allowing the identification of two groups of mutations. 

Promoter mutations. The sequence of the 35 promoter 
region of bfpA (TYGCGT) contains the most conserved resi- 

duces of the consensus hexamer (TTGACA) at the first three 
positions. A T-1o-C trans T-35C) oF a G-to-A tation 
(G-33A), at the first and third positions, respectively (Fig. 2 
decreased expression af bfpA to the background level, showing 
that this sequence is critical for bfpA expression. in contrast 10 

what is observed for the majority of the positively controlled 
promoters (20). Furthermore, a G-to-T transversion at poo- 

dion —29 (G-29T. 1 base downstream from the - 35 hexamers 
produced nearly a twofold increase in bfpA-cet expression un- 

                  

y the transcriptional start point (sce below: F, 
4B, lane 2) and sed a nincfold increase in the basal BipT- 
independent expression levels (F . 

erate a stronger promoter. Tt 

    

    
is consistent with the 

    

that, coli promoters. a T is the most frequently found 
residue 1 base downstream from the —35 hexamer (19) 

Moreover, to beter characterize the bfp promoter. thu    

site-directed mutations at the -10 hexamer were indepen: 
dently generated by PCR (1). A T-to-G transversion at post: 
tion —7 (T-7G) that reduced the identity of the putatne — 10 
region with the consensus sequence abolished hfp--cat expres: 
sion (Fig. 2), whereas a G-to-T transversion at position ~12 
(G-12T) (pSNE10-232), which brought the similarizy of the 
putative —10 region closer 10 the consensus. caused more th. 
a twofold ince in CAT activity, although its reguiauon oF 
response to environmental cues was similas to that af the 
wild-type tusion (Lig, 2 and 3B), Interestingly, in ihe absence 
of BIpT. the G-t2T mutition produced a Mi-fold merease 17 
the bfp4-cat bayat level of expression (Fig. 3B). Primer este 
sion analysis of his promoter mutant showed that transcriptic 
initiates at the wild-type position cither in the wild-type EPEC 
strain or in its bfpT mutant derwative (Fig, 4A and B. lanes 
3. and 4), rulmg owt the possibility of having general 2° 
alternative promiiter. fn summary. these resulls lurther sure 
port the assignment of the bfp-1 promoter ( 4 

Mutations upstream of the promoter, Further unalssis 07 
mutants with mutations randomiy generated by PCR reveales 
thad single deletions of a single insertion at Viflerent posiier 
upstream from the promoter bul downstream fram the -+* 
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FIG, 3. Regulation of selected bfpa 5° regulatory region mutants. The activ- 
ities of bfpA-cae fusuons containing down mutations (pMG51, pMGS8, pMG6O. 
and pMG65} (A) of proneoter mutations (pMNC6 and pSNE 10-232) (B) were 
tested EPEC strain BL7L8 grown in DME medium at 37. 25. and 39°C. in LB 
medium at 37°C ac ia DME medium containing 15 mM ammonium sulfate at 
IPC or in strain TGm' a bfpT mutant EPEC strain, grown in OME mevium al 
IPC. The graph shaws the maximat CAT-specific activity reached late in growth, 
The data are representative af at least three different experiments 

  

     

    

  

position (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 8-T tract between positions —44 and —5I. or a deletion of 
one T between positions —41 and —42 [plasmids pMG60, 
pMGS51, pMGS8, and pMG65, respectively]) decreased bfpA 
expression to less than 2% (Fig. 2 and 3A}. Interestingly. this 
reduced level of expression still required B(pT and was regu- 
fated by the growth medium, temperature, and ammonium 
concentration (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 respect to 
the promoter, probably altering its interactions with other mol- 
ceules, ic.. RNA polymerase. In this regard, it has been ob- 
served for other regulatory proteins, such as CRP and ENR. 
that the exact spacing of their binding sites with respect 10 the 
promoter is crucial for activation (7, 29). Further analysis 
site-directed mutants with full or half-tuen insertions will be 

    

    
  

required to test this hypothesis. In contrast, bo mutants with 
an Ato-G tansilion in the same region (A-G3G ur A-66G) 

rendered only a moderate positive effect on bfpel expression 

        

wider variety of mutations, as 
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FIG. 3. Primer extensuon analysis of hifrd and hfpa cat transeripis. (41 Tee 
RNA samples extracted trom EPEC strain BI7LR were hybridized tee 2 § 
end-labeled fp specific primer, primer extension was performed 1:33 
mycloblastosis varus reverse transcriptase as described prevousty (19), Lanes 
AT, and C correspond to the DNA sequence ladder obtained sith 
Primer, Arrene. the position of the extended products, «hich correspond 2 a 
tesidue shown in boldface, | bp duwnsiream from the G residue mut es 
previously reported (14). The b/p transcript ix showa in lanes tu the 
ta the left of the sequence ladder. (Bh) Total RNA samples curacted fr 
strain BU7L-8 cacrying plasmid pCAT232 (wild type {lane 1p). PMNCs -G. 
{lane 2)), or pPSNELO.232 (G-127 [lane 3]) o¢ from strain EPEC T Gm’ ware 
pSNE10-232 (lane 4) were hybridized lo a 5°-"P-cnddabvled cat-specific arity: 

   

   

    

  

    

        

   

   

   

  

also possible that the effect of other mutations is not lars 
enough to be detected by our screening procedure. contrastir. 
with the larger effect caused by several single-base deletion + 
insertion mutants, which allowed their easy and recurrent is | 
lation. In summary. new mutagenesis and screening scheme: 
should be explored to exhaust all the possibilities. 

The BfpT-independent expression of a 4fpA promoter mu 

tant is still repressed in LB medium. The BipT-independe= 
ion showed by pSNE 10-232 (Fig, 5) was sti 
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306 NOTES 

in LB medium but not by ammonium. Furthermore, a deriva- 
live of this mutant with a deletion to position —40 (pSNEIO- 
40) behaved in the same manner (Fig. 5). These observations 
suggested that the different levels of bfpA expression in LB and 
DME medium couid be mediated by a mechanism that acts 
directly on its promoter, while ammonium repression occurs 
through a different mechanism that requires BfpT and se- 
quenccs upstream of the promoter. Moreover, since bfpA ex- 
pression is selectively repressed upon entrance to stationary 
phase, we cannot exclude the possibility that the different levels 
of expression in DME and !.B medium depend, at least par- 
tially, on how long the exponential phase of growth is sustained 
and that this phenomenon might be directly or indirectly me- 
diated by RpoS (19, 30}. ot 

The bfpd and bfpT regulatory regions share a common motif. 
Recently, we have observed that bfpT expression is autoregu- 
tated and also modulated by the growth medium, temperature, 
and ammonium concentration (17). Considering these obser- 
vations, we expected that common elements could be present 
in the regulatory regions of bfpA and bfpT. 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 BfpT- 
dependent expression of ofpA (Fig. 2). In contrast, no signifi- 
cant sequence similarities could be found with the bfpA re; 
upstream from position ~84 or downstream from position — 46 
(Fig. 2). Interestingly, 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 turns further upstream in 5fpA with Tespect 10 bfpT, 
suggesting that BfpT can activate transcription from different 
locations with respect to the promoter, as long as the correct 
Phase is maintained (Fig. 2), as has been described for many 
tegulatory proteins in £. coli (4, 7, 29). 

Concluding remarks. This study led us to determine that the 
sequence between positions —85 and —S5 is essential for the 
BfpT-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 stronger promoter act ity 
shown by &fpA in comparison with that of bfpT, 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 factors in EPEC. 
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