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Infoleht

Fluorestsentsil pohineva bioreporteri konstrueerimine valgusiinteesi inhibeerivate
antibiootikumide detekteerimiseks bakteris Escherichia coli

Antibiootikumidele resistentsete geenide laialdase leviku tottu on vaja leida uusi
antibiootikume.  Potentsiaalsete  antibiootikumide  tuvastamiseks  keskkonnast ja
toimemehhanismi  kindlaksmddramiseks saab  kasutada bioreportereid. Kiesolevas
bakalaureuseto6s konstrueeriti bakteris Escherichia coli kaks kahel fluorestseeruval valgul ja
modifitseeritud trp-operonil pdhinevat bioreporterit, mis signaliseerivad ribosoomi seiskumist
vOi mitteseiskumist antibiootikumi juuresolekul. Reportersiisteem to6tab, kuid vajab
lisakatsetusi.

CERS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia; T490 Biotehnoloogia

Mairksonad: antibiootikum, bakter, resistentsus, fluorestseeruvad valgud, bioreporter,
atenuatsioon

Constructing a fluorescence-based bioreporter for detecting ribosome inhibiting
antibiotics in bacterium Escherichia coli

Because of the wide spread of antibiotic resistance genes, it is necessary to discover new
antibiotics. For identifying potentially new antibiotics and their mechanism, it is possible to
use bioreporters. In this study, two bioreporters were constructed with Escherichia coli, based
on two fluerescent proteins and a modified trp-operon, to signal the inhibition or non-
inhibition of a ribosome with antibiotics. The reporter system works, but needs further
experiments.

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology; T490 Biotechnology

Keywords: antibiotic, bacterium, resistence, fluorescent protein, bioreporter, atenuation
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KASUTATUD LUHENDID

Amp — ampitsilliin

Cam — klooramfenikool

CAT — klooramfenikooli atsetiiiiltransferaas (chloramphenicol acetyltransferase),
CER — tsliaansinine fluorestseeruv valk Cerulean

CFP — tstiaansinine fluorestseeruv valk — cyan fluorescent protein

CPEC - tsirkulaarne poliimeraas-ekstensioonkloonimine — Circular polymerase extension

cloning

DMSO - dimetiiilsulfoksiid

Ery — eriitromiitsiin

GFP — roheline fluorestseeruv valk — green fluorescent protein
PBS - fosfaatpuhver (phosphate buffered saline)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)
PTC — peptidiiiil-transferaasne keskus — peptidyl-transferase centre
RFP — punane fluorestseeruv valk — red fluorescent protein

Trp — triiptofaan



SISSEJUHATUS

Bakterite resistentsus antibiootikumidele on meditsiinivaldkonna {iks suurimaid probleeme.
Ebamadistlik antibiootikumide kasutamine on viinud resistentsusgeenide ulatuslikule levikule
bakterite seas ning aina sagedamini tuleb infektsiooni peatamiseks kasutada mitut

antibiootikumi vai patsiendile toksilist ,,viimase voimaluse® antibiootikumi.

Resistentsusgeenid voivad levida liigisiseselt nii vertikaalselt kui horisontaalselt. Samuti
voivad need levida ka ldhedastele liikidele transduktsiooni, transformatsiooni ning

konjugatsiooni teel.

Resistentsusgeenide leviku peatamiseks tuleb kasutada antimikroobseid iithendeid mdistlikult,
eemaldada keskkonnast antibiootikumid ning kontrollida loomseid toiduaineid, et need ei
sisaldaks antibiootikumide jadke ning resistentseid baktereid. Lisaks sellele tuleb leida uusi

antimikroobseid toimeaineid.

Bioreporterid suudavad tuvastada keskkonnast erinevaid iihendeid, sealhulgas antibiootikume,
ning tihtipeale ka véiksema kontsentratsiooni juures kui praegu kasutatavad flisikokeemilised
midramismeetodid. Samuti on bioreporterite abil voimalik detekteerida uusi antimikroobseid

tihendeid, selgitada vilja nende toimemehhanism ning seelébi toota uusi ravimeid.

Ribosoomi atakeerimine ja seeldbi valgusiinteesi pérssimine on antimikroobsete ainete iiks
levinuim sihtmérk bakteris. Osterman et al. (2012) konstrueerisid bioreporteri, mis tuvastab
translatsiooni inhibeerivaid ihendeid keskkonnast, kuid erinevate katsetuste kdigus selgus, et
see ei todta loodetult histi ning kdesoleva t60 autor konstrueeris uue bioreporteri, vottes

aluseks Osterman et al. reporteri.

Antud t66 on teostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis Tanel Tensoni juhitud

uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Antibiootikumid

Alates antibiootikumide avastamisest penitsilliini ndol (Fleming, 1929) on antibiootikumid
olnud téhtsal kohal bakteritega vditlemises. Antibiootikumid vdivad olla bakteritsiidsed voi
bakteriostaatilised, ehk vastavalt surmavad bakteri voi inhibeerivad nende kasvu (Wilson,
2014).

Antibiootikumidel on erinevad sihtmirgid rakus ning viis peamist sihtmérki on:

a) rakuseina siintees;

b) wvalgusiintees;

c) nukleiinhapete siintees;

d) metabolismiradade héirimine;

e) rakumembraani iimberkorraldamine (Dzidi¢ et al., 2008).

Antibakteriaalsed iihendid on iihed levinuimad ravimid tervishoius. Nende efektiivsus langeb,
sest patogeensete bakterite seas levivad antibiootikumide resistentsusgeenid (Reder-Christ ja
Bendas, 2011). Bakterite resistentsuse arenemine  antibiootikumidele  kiireneb
antibiootikumide védrkasutamise tottu inimeste tervishoius ja veterinaarias ning nende
esinemise tottu keskkonnas ja toidus (Reder-Christ ja Bendas, 2011). Keskkonda ja toitu
satuvad antibiootikumid tihti loomakasvatusest. Loomadele antakse antibiootikume lisaks
haigustega vditlemisele profiilaktikaks ning ka kasvu kiirendamiseks. Siiiies liha ning tarbides
toorest piima voivad antibiootikumidele resistentsed bakterid iile kanduda toidust inimesele
ning inimpatogeensed bakterid vdivad konjugatsiooni, transformatsiooni voi transduktsiooni
teel omandada antibiootikumide resistentsusgeene nii sama liigi isenditelt kui sarnastelt
liikidelt. (Dzidi¢ et al., 2008; Perreten et al., 1997; Smillie et al., 2010; Teuber et al., 1999;
Wegener, 2003)

Molekulaarse biotehnoloogia iiks eesméirk on leida uusi antibiootikume. Uusi toimeaineid
otsitakse nii mikroobide metabolismiproduktidest kui ka siinteetiliste ainete seast, kuid sel
viisil antibiootikumide véljatddtamine on vidga kulukas ja ajamahukas. Looduslike
toimeainete kontsentratsioon ainete segus on tihti liiga madal, et inhibeerida bakterite kasvu
ning samuti on vaja leitud toimeaine eraldada. Vaja on kindlaks teha, millise mehhanismi
kaudu toimeaine mdjub. Seetdttu on vaja vélja tootada siisteem, mis suudaks kindlaks méérata
antibiootilisi toimeid ka vaid subinhibitoorsete kontsentratsioonide puhul. (Osterman et al.,
2012)



1.1.1. Antibiootikumide resistentsuse mehhanismid
Juba antibiootikumide avastaja, Sir Alexander Fleming, {itles aastal 1945, et antibiootikumide
valesti kasutamine vOib viia mutantsete bakterite levimiseni, kes on resistentsed

antibiootikumile (“Sir Alexander Fleming - Nobel Lecture: Penicillin,”)

Bakteritel on vilja kujunenud erinevad mehhanismid, et ellu jadda keskkonnas, kus on

antibiootikum. Naiteks:

a) suudavad bakterid antibiootikumi toimemolekuli inaktiveerida (Wright, 2005);
b) suudavad bakterid muuta antibiootikumi sihtmérki rakus, vdhendades sellega raku
tundlikkust antibiootikumile (Lambert, 2005);
c) suudavad bakterid antibiootikume rakust védlja pumbata ning seeldbi vdhendada
antibiootikumi kontsentratsiooni rakus sees (Kumar ja Schweizer, 2005);
d) suudavad bakterid antibiootikumi juuresolekul toota sarnase funktsiooniga ensiilimi,
mida antibiootikum ei inhibeeri ja seetdttu ei avalda antibiootikum rakule nii suurt
mdju (Happi et al., 2005).
Bakterid voivad antibiootikumi resistentsusgeeni omandada voi voib neil resistentsus
antibiootikumile tekkida mutatsiooni tagajérjel (Dzidi¢ et al., 2008). Resistentsusgeeni voivad
bakterid omandada konjugatsiooni teel, puutudes kokku juba resistentse bakteriga,
transduktsiooni teel ldbi bakteriofaagide voi transformatsiooni teel keskkonnast, kuhu on

jaanud surnud bakterite DNA-d (Holmes ja Jobling, 1996).

1.1.2. Valgusiinteesile mojuvad antibiootikumid
Ribosoom on looduse vanim, suurim ja kompleksseim ensiiiim, mis on iisna konserveerunud

ning tdidab koikides organismides sama iilesannet — siinteesib valku (Poehlsgaard ja

Douthwaite, 2005).

Ribosoom koosneb 50S ja 30S alaiihikust, mis koosnevad kolmest ribosomaalsest RNA-st
(16S, 23S, 5S) ning umbes 54-st valgust, sealjuures funktsionaalsetes piirkondades on rRNA
(Joonis 1). Valgu siintees koosneb neljast peamisest etapist: initsiatsioon, elongatsioon,
terminatsioon ning ribosoomi tihikute taaskasutus. MRNA dekodeerimine algab koodonist
AUG, mis paigutatakse P-saiti koos initsiaator tRNA-ga. Edasi tuuakse jargmine tRNA koos
aminohappega A-saiti, kataliilisitakse peptiidside ning ribosoom liigub ithe koodoni vorra
edasi. Initsiaator tRNA viljub E-saidist. Siinteesitud peptiid véljub ribosoomist

véljumistunneli kaudu. Valgu siintees jatkub kuni stop-koodonini. (Wilson, 2014)



Uks antibiootikumide peamisi sihtmirke rakus ongi ribosoom (Wilson, 2014). Ribosoom on
suuruselt neli suurusjarku suurem kui keskmine antibiootikumi molekul ja seetdttu on

ribosoomil mitmeid erinevaid kohti antibiootikumil seondumiseks (Tenson ja Mankin, 2006).

valjuv peptiid

MRNA
5‘

3!

Joonis 1. Ribosoomi ehitus ning kasutatud antibiootikumide seondumiskohad. 50S ja
30S — ribosoomi alaiihikud; E — ribosoomi E-sait, P — ribosoomi P-sait, A — ribosoomi A-

sait; Ery — eriitromiitsiini seondumiskoht, Cam — klooramfenikooli secondumiskoht.

Ribosoomi viikese alaiihikuga seonduvad tihti aminogliikosiidid, mille sihtméark on kodeeriv
piirkond. Seal inhibeeritakse translatsiooni initsiatsiooni, takistades stabiilse kompleksi
tekkimist tRNA ja start-koodoni vahel P-saidis. Veel inhibeeritakse viikeses alaiihikus
translatsiooni  elongatsiooni, takistades tRNA tulekut A-saiti (tetratsiikliinid ja
streptomiitsiinid) ning ribosoomi edasiliikumist MRNA-1 (aminogliikosiidid ning
tuberaktinomiitsiinid) (Tenson ja Mankin, 2006; Wilson, 2014)

Ribosoomi suurema alaiihiku peamine sihtmérk antibiootikumile on peptidiitiltransferaasne
keskus ehk PTC (peptidyl-transferase centre), kus siinteesitakse peptiidside. Seal kaetakse A-
sait (nditeks klooramfenikool, linkosamiidid, oksasolidinoonid) voi P-sait (niiteks
pleuromutiliin).  Makroliidid  seonduvad  ribosoomi  suurema alaiihiku  peptiidi
valjumistunnelisse, peptidiiiiltransferaasse tsentri ldhedale ja podhjustavad translatsiooni

katkemise (Tenson ja Mankin, 2006; Wilson, 2014).



1.1.1.1. Klooramfenikool ja eriitromiitsiin
Antibiootikumid Kklooramfenikool ja eriitromiitsiin mdlemad takistavad valgusiinteesi,
seondudes ribosoomile. Klooramfenikool seondub ribosoomil 50S alaiihikuga ja blokeerib
peptidiitiltransferaasset reaktsiooni (Dzidi¢ et al., 2008) (Joonis 1). Antibiootikum hoiab &ra
peptiidsideme tekkimise aminohapete vahele, kattes tRNA seondumiskoha ribosoomil
(Wilson, 2014).

Eriitromiitsiin on makroliid, mis seondub ribosoomis tRNA véljumistunnelisse ja hoiab
sellega dra uue poliipeptiidahela elongatsiooni, indutseerides peptidiitil-tRNA eemaldumist
ribosoomilt (Wilson, 2014) (Joonis 1). Eriitromiitsiini seondumine ribosoomiga ei ole viga
tugev, molekul tuleb sama kergelt ribosoomi kiiljest lahti nagu peptidiiil-tRNA (Tenson ja
Mankin, 2006). Eriitromiitsiin ei ole védga suur molekul ja jidtab ruumi kasvavale
peptiidahelale ning inhibeerib translatsiooni alles siis kui siinteesitav ahel on vihemalt viis
aminohapet pikk, ent ei mdjuta valgusiinteesi kui siinteesitav poliipeptiid on rohkem kui

kaheksa aminohapet pikk (Tenson et al., 2003).

Koige sagedamini klooramfenikoolile resistentsetes tiivedes on olemas klooramfenikooli
atsettiiiltransferaas ehk CAT (chloramphenicol acetyltransferase), mis votab atsetiitil-CoA-It
atsiiilriihma ning lisab selle klooramfenikoolile, mistdttu ei suuda antibiootikum enam

ribosoomile seonduda. (Shaw, 1967; Shaw ja Unowsky, 1968)

Klassikaline mutatsioon, mis leidub eriitromiitsiinile resistentsetes tiivedes, on mutatsioonid
ribosoomi valkudes L4 ja 122, mistdttu on peptiidi véljumistunnel veidi kitsam ning
antibiootikum ei piddse sisse. Samuti modifitseeritakse erilitromiitsiini seondumiskohta
ribosoomis ning antibiootikum ei suuda sinna enam nii tugevalt seonduda. (Lovmar et al.,
2009)

1.2. Bioreporterid

Bioreporterid ehk biosensorid on mikroorganismid, rakukultuurid voi -liinid, mis on tavaliselt
geneetiliselt muundatud, et nad signaliseeriks muutusi keskkonnas vastavalt muutuse hulgale

(van der Meer ja Belkin, 2010). Reporterraku iildine skeem on toodud joonisel 2.

10



o Indutseeriv aine
(¢]
o0 o
o0
@ _Regulatoorne molekul

Transkriptsioon Translatsioon Signaal
\ (4]
— ->\Q/\\,\ -

Promootor Reportergeen

mRNA Reportervalk

Joonis 2. Reporterraku skeem. Indutseeriv aine siseneb rakku. Regulatoorne molekul
tunneb ira indutseeriva aine ning seondub promootorile, mistottu algab reportergeeni
transkriptsioon. Sellele jirgneb reportervalgu translatsioon ja moodetava signaali

produtseerimine. Kohandatud (Shemer et al., 2015).

Regulatoorne molekul tunneb rakus dra mingi aine ning vastavalt sellele kas represseerib voi

derepresseerib geeniekspressiooni.

Vastavalt stressi olemusele saab rakk muuta geeniekspressiooni sigma faktorite abil, mis
seonduvad kindlatele promootoritele. 6> on levinuim alternatiivne sigma faktor, mis reageerib
okstidatiivsele stressile, UV-kiirgusele, kuumasokile, etanoolile, happelisele pH-le, liiga
madalale keskkonna osmootsele rohule (Gruber ja Gross, 2003).

Paljud kemikaalid, sealhulgas antibiootikumid, kutsuvad esile iiht voi teist tiiiipi
stressivastust, seega saab neid kasutada paljude asjade hindamiseks. Naiteks toksilisuse
hindamiseks kasutatakse tihti bakterite stressipromootoreid. Valitud promootori kontrolli alla
pannakse reportervalgu geen. Selline siisteem on o0sa bakteri tdelisest stressivastuse

stisteemist. (van der Meer ja Belkin, 2010)

Vastavalt signaali olemusele kasutatakse erinevaid vahendeid selle detekteerimiseks.

1.2.1. Bioreporterite signaal
Bioreporterid voivad anda erinevat signaali. Néiteks ensiiiimreaktsioonina kasutatakse sageli
sini-valge testi. lacZ kodeerib ensiiimi B-galoktosidaas, mis lagundab siisteemi lisatud

substraadi X-gal-i ning tekib varvusreaktsioon (van der Meer ja Belkin, 2010).

Veel kasutatakse keemilist reaktsiooni, mida nimetatakse bioluminesentsiks, mis saadakse
lutsiferaasi geenilt (Gould ja Subramani, 1988), mis on eraldatud Photinus pyralis-est (de Wet
et al., 1987), kes kuulub jaanimardikaliste sugukonda. Bioluminesentsi kodeeriv lutsiferaasi

geen, lux voi luc, vastavalt bakteriaalset paritolu voi Photinus pyralis-est, (Paitan et al., 2004,
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Xu et al., 2013) lisatakse huvipakkuva geeni jéarele ning bioluminesentsi hulga jargi
luminomeetri abiga saab hinnata geeniekspressiooni. Lutsiferaas vajab kofaktorit lutsiferiin
(Gould ja Subramani, 1988), ent on véga tundlik (Williams et al., 1989).

Viga laialt kasutatakse signaali modtmiseks fluorestseeruvaid valke. Fluorestseeruvad valgud
on valgud, mis helendavad kui neid ergastada ultaviolettvalgusega voi valgusega suuremal
lainepikkusel (Pakhomov ja Martynov, 2008). Fluorestseeruvad valgud katavad pea kogu
vérvispektri (Stepanenko et al., 2008). Fluorestseeruvad valgud on laialt kasutatavad
tooriistad biotehnoloogias, niiteks saab neid kasutada geeniekspressiooni uurimisel ning
valgu lokaliseerimisel (Heim et al., 1994; Ormé6 et al., 1996; Sample et al., 2009).
Fluorestseeruvad valgud ei vaja kofaktoreid voi kindlat substraati (Stocker et al., 2003), kiill
aga on vaja spetsiaalset varustust, et fluorestsentsi registreerida (Xu et al., 2013). Helendus
tuleb saadud valguse modifitseerimisest ning taasemiteerimisest (Shashkova ja Leake, 2017).

1.2.1.1. GFP
Koige sagedamini radgitakse rohelisest fluorestseeruvast valgust (GFP - green fluorescent
protein), sest see oli esimene eraldatud fluorestseeruv valk ning see eraldati meduusist

Aequorea victoria (Tsien, 1998).

GFP ergastusmaksimumid on 395 nm ja 475 nm juures ja emissioonimaksimum 508 nm
juures (Ormo et al., 1996). Ergastusmaksimum on ultraviolettvalgusele véiga ldhedal ja GFP

visualiseerimine voib kahjustada rakke.

1.2.1.2. TurboRFP
RFP (red fluorescent protein) ehk punane fluorestseeruv valk. TurboRFP on dimeerne punane
fluorestseeruv valk, mille ergastusmaksimum on 553 nm juures ja neeldumismaksimum 574
nm juures (Merzlyak et al., 2007). On rakkudele toksiline (Zhou et al., 2011).

1.2.1.3. mScarlet
mScarlet on punane fluorestseeruv valk, kuid erinevalt oma eellasest, RFP-st, on mScarlet
monomeerne valk ning on kiesoleva ajani kdige tugevamini helendav punane valk. Valgu
neeldumismaksimum on 569 nm juures ning emissioonimaksimum 594 nm juures. (Bindels et
al., 2017)

1.2.1.4. mCerulean
mCerulean on tsiiaansinine monomeerne (Rizzo et al., 2006) fluorestseeruv valk, mille
ergastusmaksimum on 433 nm juures ning emissioonimaksimum 475 nm juures (Shaner et
al., 2005) Nendel lainepikkustel on E. coli autofluorestsentsi haripunkt (“Autofluorescence of
12



Bacteria”). Rakkude peamised autofluorestsentsi allikad on NADH ning flaviinid (Aubin,
1979). NADH ja flaviinid omavad oksiideerunud ning redutseerunud vormis erinevat
fluorestsentsspektrit (Ince et al., 1992; Yang et al., 2012). NADH ja flaviinid on olulised
rakkudele kaitses oksiidatiivse stressi eest (Miller et al., 1990). Antibiootikumid vd&ivad
pOhjustada okstidatiivset stressi (Kohanski et al., 2007), seetottu voib nende kasutamisel

tekkida muutus autofluorestsentsis ja see muutus ei ole seotud reporteri toimega.

1.2.2. trp-operon
Transkriptsiooni reportereid on kiillaltki lihtne disainida ja rakendada in vivo ja kuna bakterid
adapteeruvad keskkonnaga peamiselt ldbi transkriptsiooni regulatsiooni, siis sellised
reporterid signaliseerivad kiillaltki hésti keskkonnamuutusi (Campbell-Valois ja Sansonetti,
2014).

Triiptofaani trp-operon koosneb viiest geenist (trpE, trpD, trpC, TrpB, trpA) (Joonis 3), mida
transkribeeritakse koos triiptofaani stinteesiks (Yanofsky, 1971). Lisaks on operonis
regulatoorne piirkond trpL (Bertrand et al., 1976). Triiptofaani esinemisel keskkonnas
seondub trpR geenilt siinteesitud repressor operoniga ja takistab transkriptsiooni ning

triiptofaani puudumisel toimub transkripitsoon (Bennett ja Yanofsky, 1978).

triiptofaan

repressorvalk

®--
T

G . liiderjarjestus ,
) atenuaator
trpR + P D trpE I trpD trpC ItrpB trpA

regulatoorne piirkond . o
utru ptofaani on

atenueeritud mRNA /-\.//\\/-\./\\J
triiptofaani mRNA /\\/’\WWWN

triiptofaani geenid

triiptofaani ei ole

Joonis 3. E. coli triiptofaani operon. trp-operon koosneb viiest struktuurgeenist (trpE,
trpD, trpC, TrpB, trpA) ja liiderjirjestustest trpL. O - operaatorpiirkond, P —

promootorpiirkond, trpR — regulaatorgeen.
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trp-operoni  kontrollitakse lisaks transkriptsiooni represseerimisele ka 140 aluspaari
pikkuse trpL liiderjérjestuse kaudu, mis kontrollib atenuatsiooni. Liiderjarjestuselt siinteesib
ribosoom 14-st aminohappest koosneva liiderpeptiidi milles on korvuti kaks triiptofaani
koodonit (Joonis 4). Samuti on selles liiderjérjestuses neli piirkonda, téhistatud 1-4 joonisel 4,
mis voivad moodustada juuksendelastruktuure. Omavahel voivad paarduda kas piirkonnad

number 1 ja 2 ning 3 ja 4 voi 2 ja 3. (Lee ja Yanofsky, 1977)

Juuksendelastruktuur 3 ja 4 on sarnane bakterite transkriptsiooni terminatsiooni
jarjestusele ehk sisaldab G:C rikkaid palindroomseid jérjestusi millele jirgneb A:T rohke
jarjestus (Lee ja Yanofsky, 1977).

Kui keskkonnas on triiptofaaniga seotud tRNA-sid ehk keskkonnas on triiptofaani, siis jatkub
translatsioon kahelt triiptofaani koodonilt ning moodustub juuksendelastruktuur piirkondade 3

ja 4 vahel, mis peatab RNA poliimeraasi (Lee ja Yanofsky, 1977).

Kui triiptofaan keskkonnast puudub, siis peatub translatsioon kahel triiptofaani koodonil
ning paarduvad piirkonnad number 2 ja 3 ning ei moodustu transkriptsiooni termineerivat

juuksenodelastruktuuri ja operoni transkriptsioon jatkub (Lee ja Yanofsky, 1977).
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Joonis 4. trp-operoni mehhanism. a) Triiptofaani Kkiilluses tiidetakse tRNA abil
triiptofaani koodonid ning translatsioon jitkub. Paarduvad piirkonnad nr 3 ja 4, mis
tekitab transkriptsiooni atenuatsioonisignaali. b) Triiptofaani puudumisel rakus peatub
translatsioon kahel triiptofaani koodonil ning paarduvad piirkonnad 2 ja 3. Sellisel

juhul ei teki transkriptsiooni termineerivat signaali ning operoni transkriptsioon jitkub.

1.3. Bioreporterite kasutusalad

Bakterid on véga tihedalt keskkonnaga seotud ning vidiksemgi muutus modjutab neid
(Campbell-Valois ja Sansonetti, 2014). Bakterid on head bioreporterid, sest nad on tundlikud
keskkonnamuutustele, neid on lihtne kultiveerida, bakterid kasvavad kiiresti, neil on Kkiire
ainevahetus ja neid on lihtne geneetiliselt modifitseerida. Kasutatakse ka imetajarakke
(Banerjee ja Bhunia, 2010). Rakulised biosensorid on head alternatiivid ensiitim-biosensorile,
sest on odavamad ja stabiilsemad, dra jddvad tiilitud puhastamised, rakke on lihtsam kasvatada

ning neis on olemas juba kdik vajalikud kofaktorid (Park et al., 2013).

Bioreportereid saab kasutada erinevateks otstarveteks ning need on tundlikumad (Stocker et
al., 2003) kui pracgused fiisikokeemilised méaramismeetodid. Baktereid on konstrueeritud, et

nad tunneks dra saasteaineid keskkonnast (mullast, veest, 6hust) ning signaliseeriks néiteks
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arseeni (Joshi et al., 2009; Stocker et al., 2003; Trang et al., 2005), ksiileeni ja tolueeni
(Paitan et al., 2004), plahvatusohtliku DNT-d (de las Heras et al., 2008) ja ka inimpatogeeni
Pseudomonas aeruginosa (Saeidi et al., 2011). Veel on konstrueeritud baktereid, kes
tunnevad &dra kahte signaalmolekuli ning ka on loodud siisteeme, mis tunnevad é&ra

paralleelselt kolme erinevat signaali (Wang et al., 2013).

Viga oluline on ka, et toit ei oleks saastunud ega sisaldaks antibiootikumide jddke. Seetottu
on loodud biosensoreid toidus ebasoovitavate lihendite detekteerimiseks (Banerjee ja Bhunia,
2010; Virolainen et al., 2008). Teine suur kasutusala on reovee puhtuse kontroll. Néiteks on
loodud biosensorid fenoolsete iihendite ning nitraadi ja nitriti tuvastamine reoveest (Abd-El-
Haleem et al., 2007; Wiles et al., 2003).

Bioreporterite kasutamise eelis flisikokeemiliste meetodite ees on nende kdrgem tundlikkus.
Bioreporterid on véga spetsiifilised ja tunnevad oma tuvastatava aine dra ka madala
kontsentratsiooniga ainete segust. Need on kiire vastusega, odavamad, spetsiifilised, vajavad
véaiksemat proovi kogust ning nende andmeid on lihtsam t6odelda. Samuti ei vaja need proovi
ettevalmistamist ega ndua spetsialiseeritud inimesi. (Bahadir ja Sezgintiirk, 2015; Hajek et al.,
2016; Reder-Christ ja Bendas, 2011) Bioreporterid moddavad ainult bioloogiliselt olulist voi
kéttesaadavat fraktsiooni ning suudavad arvesse votta kogu segu mdju rakule ning vastavalt

sellele signaliseerida (van der Meer ja Belkin, 2010).

1.3.1. Bioreporterite kasutamine antibiootikumidega
Rakke, mis sisaldavad reportersiisteeme, mis on spetsiifiliselt mojutatavad 1abi selekteeritud
promootorite, kasutatakse farmaatsiatoostuses ravimite véljatdotamisel ja
keskkonnabioloogias. Neid kasutatakse sdeluuringus uute ravimikomponentide leidmisel ning

bioaktiivsete ithendite detekteerimisel keskkonnaproovidest. (Urban et al., 2007)

Lisaks uute antibiootikumsihtmérkide leidmisele, on vdga oluline toota ka uusi ithendeid, mis
suudaksid véltida tekkinud resistentsusmehhanisme. Veel tuleb piirata ebamdistlikku
antibiootikumide kasutamist. (Reder-Christ ja Bendas, 2011)

Biosensorid on kdige paljulubavamad vahendid, et tuvastada antibiootikumide

seondumiskohti (Reder-Christ ja Bendas, 2011).

Suurem enamus biosensoritest, mida antibiootikumide vallas kasutatakse, detekteerivad
antibiootikume keskkonnas ning viiksem osa sensoritest kasutatakse selleks, et aru saada

antibiootikumide mehhanismist (Reder-Christ ja Bendas, 2011).
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Viga perspektiivikas on ka areneva tehnoloogia valguses in situ bakterite uurimine. Niiteks
saaks uurida, kuidas antibiootikumravi edeneb juba infektsiooni kdigus. Sellest paremini aru
saades on voOimalik tdiustada antibiootikumravi (erinevad kombinatsioonid antibiootikume,
parem annustamise reziim) ning seeldbi ehk vdhendada antibiootikumidele resistentsete
tivede levikut. (Campbell-Valois ja Sansonetti, 2014; Kogermann et al., 2016; Sun et al.,
2012)

1.3.2. Atenuatsioonil péhinev CER-RFP-2Ala reporter
Atenuatsioonil pdhinev CER-RFP-2Ala reporter sisaldab T5 faagi promootoreid, mis
reguleerivad RFP (red fluorescent protein — punane fluorestseeruv valk) ja CER (cerulean —
tstiaansinine fluorestseeruv valk) siinteesi (Joonis 5). Siinteesi alustanud RNA poliimeraas
lahkub DNA ahelalt rfp geenile jargneva terminaatorjarjestuse tottu. Terminaatorjérjestusele
jargneb uus T5 faagi promootor, kuid enne cer geeni on TrpL liiderjarjestusest kaks
triiptofaani koodonit asendatud alaniini koodonitega, et siintees poleks triiptofaanist soltuv.
Asendus on vaid tihe fluorestseeruva valgu ees, et teise valgu pealt saaks hinnata ildist
valgusiinteesi taset. Keskkonnas olevad antimikroobsed iihendid pohjustavad ribosoomi
peatumist trp-operoni liiderjérjestuse 1. domeenis. See simuleerib triiptofaani madala taseme
korral juhtuvat ning translatsioon ei saa jatkuda, kuid ribosoomi peatumise korral saab RNA
poliimeraas jétkata transkriptsiooni cer geenilt. Translatsiooni inhibitsiooni saab hinnata
korge CER/RFP suhte jargi. (Osterman et al., 2012)

Toos testiti reporterit erinevate ribosoomi t60d inhibeerivate antibiootikumidega, samuti
kasutati kontrollina mitmeid antibiootikume, mis ei atakeeri ribosoomi. T60 autorid loodavad
seda reporterit kasutada translatsiooni inhibeerivate iihendite leidmiseks. (Osterman et al.,
2012)

Tanel Tensoni uurimisgrupis on katsetatud Osterman et al. (2012) konstrueeritud bioreporterit
erinevate antibiootikumidega, kuid t60s ilmnes, et bakteripopulatsioonis on kaks
alapopulatsiooni — iiks alapopulatsioon ekspresseerib tugevalt fluorestseeruvaid valke, kuid
teine alapopulatsioon ekspresseerib viaga ndrgalt ehk populatsioon polnud homogeenne.
(Schamardin, 2016)

Veel néhti, et molema valgu ergastus/emissioonispektris, eriti just mCerulean-il oli korge
autofluorestsents (Schamardin, 2016). Samuti ilmnes, et TurboRFP on toksiline rakkudele, ka
voib leida seda kirjandusest (Schamardin, 2016; Zhou et al., 2011).
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Joonis 5. CER-RFP-2Ala reportersiisteem Osterman et al., jargi. RFP — punane
fluorestseeruv valk, CER - tsiiaansinine fluoresteeruv valk, nooleke tihistab
transkriptsiooni algust, ning ruuduke transkriptsiooni peatumist. a) Kui rakke pole
toodeldud antibiootikumidega, siis toimub normaalne transkriptsiooni termineerimine
ja rakud fluorestseeruvad vaid punaselt; b) kui rakke toodeldakse antibiootikumidega
klooramfenikool vdi eriitromiitsiin, siis normaalne transkriptsiooni termineerimine on

hiiritud ning rakud on nii punased kui tsiiaansinised.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. Too eesmargid

Too eesmark oli konstrueerida bioreporter, mis signaliseerib fluorestseeruvate valkude abil
ribosoomi aktiivsust (kas ribosoom on peatunud vOi mitte) antibiootikumi lisamisel
keskkonda. Selline reporter oli juba olemas (Osterman et al., 2012), kuid siisteemil ilmnesid
moned puudused. Nimelt ei olnud need bakteripopulatsioonid homogeensed ehk reporter pole
kasutatav iiksikraku tasemel. Samuti oli Ceruleani fluorestsentsspektris rakkudel korge

autofluorestsents ning TurboRFP on toksiline rakkudele. (Schamardin, 2016)

Seepdrast sai to0 eesmirgiks konstrueerida uus transkriptsiooni atenuatsioonil pohinev
antibiootikumi reporter, kasutades madala koopiaarvuga plasmiidi ning fluorestseeruvaid

valke GFP (ekspressioonitaseme kontrollvalk) ja mScarlet (reportervalk).

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud tiived
To66s kasutati reportersiisteemi uurimisel Escherichia coli tive MG1655. See on tavaline
laboritiivi minimaalsete geneetiliste modifikatsioonidega (Blattner et al., 1997). Tiives

puudub F-plasmiid ja A-faag (Jensen, 1993).

Toos kasutati kloonimiseks mittepatogeenset kompetentset Escherichia coli tiive DH5a, mis
on tavaline laboritiivi (“DH5-Alpha E.coli - microbewiki”). Mitmed mutatsioonid on teinud
sellest tiivest kdrge transformatsiooniefektiivsusega tiive. lacZ Delta M15 mutatsiooni tottu
on vdimalik teha sini-valge testi rekombinantsete rakkudega. endAl mutatsioon madaldab
endonukleaasi aktiivsust, mistdttu suureneb transformatsioonefektiivsus. recAl mutatsioon

viahendab homoloogilist rekombinatsiooni, mistdttu suureneb inserdi stabiilsus. (Durfee et al.,
2008)

2.2.2. Toos kasutatud sootmed

Tihti kasvatatakse rakke selektiivsel, ampitsilliini (100 ug/ml) sisaldaval s66tmel, sest

kasutatav plasmiidiga tiivi on ampitsilliinile resistentne.

Toos kasutati firma BD™ Difco™ Lennox LB soddet, mis valmistati vastavalt tootja
juhendile ja steriliseeriti. Vedelsoode steriliseeriti filtriga (poori diameeter 0,22 pum) ning

agarso0de autoklaaviti. Vedelsoode filtreeriti, et tagada igal katsepdeval iihetaoline s66tme
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koostis, sest autoklaavimisel vdivad aminohapped varieeruvas ulatuses laguneda. Valmis

vedelsoddet sdilitati 4 °C juures kuni 1 nédal.

Lennox LB soodet kasutati kompetentsete rakkude ning DMSO (dimetiiiilsulfoksiid)

sailituskultuuri valmistamiseks.

Toos kasutati firma BD™ Difco™ MHB |l soddet vedelal kujul, mis valmistati vastavalt
tootja juhendile ja steriliseeriti filtriga (poori diameeter 0,22 um). Valmis s6odet séilitati 4 °C

juures kuni 1 nidal.

MHB II s66det kasutati mikrotiiterplaadilugeja katses.

2.2.3. Toos kasutatud antibiootikumid
Ampitsilliin tehti pulbrist, lahustati Milli-Q vees, I6ppkontsentratsiooniga 100 mg/ml.

Antibiootikumi séilitati -20 °C juures.

Eriitromiitsiin (50 mg/ml) ja klooramfenikool (50 mg/ml), mdlemad lahustatud 96%-lises

etanoolis, olid juba valmis tehtud ja séilitatud -20 °C juures.

2.2.4. Toos kasutatud praimerid ja plasmiidid
T66s kasutatud praimerite nimed ja jéarjestused on toodud tabelis 1. Konstrueeritud plasmiidid
ning doonorplasmiidid on toodud tabelis 2 (Lisa 1).

Plasmiidides kasutatakse triiptofaani operoni regulaatorala geeni trpL sensorina translatsiooni
efektiivsuse méadramiseks, kuid kaks triiptofaani koodonit on asendatud alaniini koodonitega,
et konstrueeritav reporter poleks sdltuvuses triiptofaani olemasolust rakus. Uhes
konstrueeritud reporterplasmiidis jddab kahe fluorestseeruva valgu geeni vahele vaid
modifitseeritud trpL regulaatorala (pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarlet, ka liihendiga ,,trpL*).
Teises konstrueeritud reporterplasmiidis jaddb kahe fluorestseeruva valgu vahele
terminaatorjérjestus, bakteriofaagi T5 promootor ning modifitseeritud trpL regulaatorala
(pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet, ka lithendiga ,,T5-trpL*) (Osterman et al., 2012)
GFP ees on nii konstitutiivne tet-promootor kui ka dnak-promootor.

Tavatingimustel tekib ainult GFP jarjestust sisaldav mRNA ja rakud fluorestseeruvad
roheliselt. Ribosoomi peatumisel trpL regulaatoralas transkribeeritakse ka mScarleti mMRNA ja
tekib ka punane fluorestsents. mScarleti ja GFP suhte alusel on vodimalik hinnata

reportersignaali.
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Tabel 1. Toos kasutatud praimerid

Nimi Jirjestus Inserdi/vektori
praimer

GFPend TGGCGGTTATTTGTACAATTCATCCATACC | Vektori praimer 1

Scarlet_start | GGAACAATATGGTGAGCAAGGGC Vektori praimer 2

Term_trpL- | GGTATGGATGAATTGTACAAATAACCGCC | Inserdi praimer 1

GFPend ACCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAAT

trpL_up- GGTATGGATGAATTGTACAAATAACCGCC | Inserdi praimer 2

GFPend ACCGCGGAAGTTCACGTAAAAAGG

trpL_down- | GCCCTTGCTCACCATATTGTTCCCGGCAAT | Inserdi praimer 3

Scarlet_start | ACACTGCCCG

Tabel 2. Toos kasutatud plasmiidid

Plasmiid Iseloomustus Allikas
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet | Sisaldab kahe | Kéesolev t60
(ka lithendiga ,, T5-trpL*) fluorestseeruva valgu

(GFPmut2 ja mScarlet)

vahel T5 promootorit ja trpL

litderjérjestust.
pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarlet Sisaldab kahe fluoresteeruva | Kiesolev t66
(ka lithendiga ,,trpL*) valgu (GFPmut2 ja
mScarlet) vahel trpL
liiderjérjestust.
2Ala_CER_RFP_TrpL Sisaldab T5 promootorit ja | (Osterman et al.,
trpL liiderjérjestust. 2012)
pSC101_GFPmut2_mScarletWT Sisaldab kahte | Mariliis Hinnu
(ka liihendiga ,,wt™) florestseeruvat valku
(GFPmut2 ja mScarlet).

2.2.5. Kompetentsete rakkude valmistamine
Kompetentsete rakkude valmistamiseks vdeti Escherichia coli tive DHS5o rakud

sailituskultuurist, plaaditi LB-agariga Petri tassile iiksikkolooniateks ning jéeti {ile66 kasvama
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37 °C juurde. Jargnevalt voeti iiks kasvanud kolooniatest ning pandi kasvama 3 ml LB-ga
katseklaasi, kasvatati loksutis Sanyo OrbiSafe kiirusel 220 rpm, temperatuuril 37 °C {iledo.
Seejarel tehti 50x lahjenduskiilv LB-ga 250 ml kolbi, kuhu lisati 25 ml s66det ning 0,5 ml
iile6o kasvatatud bakterirakke. Rakke kasvatati eelpool nimetatud loksutis, kuni optiline
tihedus 600 nm lainepikkusel oli ligikaudu 0,4. Seejéarel pandi kolvid jdéle ning jahutati 10
minutit. Jahutatud rakud tsentrifuugiti lauatsentrifuugiga ,,Eppendorf MiniSpin“ 3000 g 10
minutit. Pérast tsentrifuugimist eemaldati s66de ning lisati 20 ml lahust RF1 (Tabel 3).
Suspendeeriti hoolikalt ning hoiti jaal 15 minutit. Tsentrifuugiti taas ning valati pealt &dra
supernatant ning lisati 2 ml lahust RF2 (Tabel 4) ning suspendeeriti. Hoiti 15 minutit jd&l ning
seejarel pipeteeriti 100 pl kaupa tuubidesse jail. Kiilmutati vedelas lammastikus ning séilitati

-80 °C juures. (“RbCl1 competent cell - OpenWetWare”)

Tabel 3. RF1 koostis 100 ml jaoks (“RbCl1 competent cell - OpenWetWare”™)

Koostisosa Kogus Kontsentratsioon
Rubiidiumkloriid (RbCI) 1219 100 mM
Mangaan(ll)kloriid tetrahiidraat (MnCl,2H,0) 0,99 g 50 mM
Kaaliumatsetaat 0,294 g 30 mM
Kaltsiumkloriid dihtidraat (CaCl,2H,0) 0,148 ¢ 10 mM
Gliitserool 15 gvoi 12 ml | 15% wt/vol

pH 5,8 saavutamiseks kasutada 0,2 M dadikhapet.

Tabel 4. RF2 koostis 50 ml jaoks (“RbCI competent cell - OpenWetWare”)

Koostisosa Kogus Kontsentratsioon
MOPS 0,105¢ 10 mM
Rubiidiumkloriid (RbCI) 0,06 g 10 mM
Kaltsiumkloriid dihtidraat (CaCl,2H,0) 0,55¢ 75 mM
Gliitserool 7,5 gvoi 6 ml | 15% wt/vol

pH 6,8 saavutamiseks kasutada 1 M naatriumhiidroksiidi.

2.2.6. Kloonimine
Katses kasutatavate plasmiidide saamiseks disainiti programmiga SnapGene (versioon 4.0.4)
praimerid nii, et saaks plasmiidi kokku siinteesida kahe valmis PCR produkti pohjal CPEC
(Circular polymerase extension cloning — tsirkulaarne poliimeraas-ekstensioonkloonimine)
(Quan ja Tian, 2011) meetodit kasutades. Meetod pdhineb komplementaarsete iileulatuvate
otstega praimeridisainil, mille tulemusena toodetakse esmalt PCR-il lineaarsed produktid ning
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secjérel teise etapina toimub CPEC, mille ajal toimub insertide sisestamine vektorisse ning
tsirkulaarse plasmiidi moodustamine. Insertide ja praimerite otsad on tidnu eelnevale
praimeridisainile komplementaarsed ja toimivad CPEC reaktsioonis sisuliselt praimerina.
Praimerid telliti firmast Metabion (Tabel 1).

Esmalt paljundati plasmiidi osi, kasutades PCR meetodit. PCR segu koostis on toodud
tabelis 5 ning PCR programmi parameetrid tabelis 6. Eraldi amplifitseeriti vektor (pikkusega

5583 aluspaari) ja inserdid (pikkustega 294 aluspaari ning 149 aluspaari).

Tabel 5. PCR segu 16ppkogusega 50 pl.

Koostisosa Kogus
5x HF Buffer 10 pl
dNTP segu (2mM) 5ul
Poliimeraas Phusion (2 U/ul) (Thermo Scientific) 0,5 ul
Praimer 1 (100 uM) 2,5ul
Praimer 2 (100 uM) 2,5l
Plasmiid (1-10 ng/ul) 0,5l
Vesi 29 pl

Tabel 6. PCR programmi parameetrid.

Tsiikkel Ahelate Praimerite DNA siintees*
lahtisulamine kinnitumine

1. tsiikkel 98 °C, 2 min 63 °C, 30 sek 72 °C, 1,5 min

2. —31. tsiikkel 98 °C, 30 sek 63 °C, 30 sek 72°C, 1,5 min

32. tsiikkel 98 °C, 30 sek 63 °C, 30 sek 72°C, 5 min

*DNA siinteesiti kiirusel 15 s/kb.

Geelelektroforeesi abil kontrolliti PCR-i tulemust. Selleks tehti 1%-line agaroosi geel: 1 g
agaroosi, 100 ml 1XTAE puhvrit, 10 pl etildumbromiidi. PCR proovidesse lisati 10 pl
laadimisvérvi, et visualiseerida geelil DNA liikumist. Geelile kanti laadimisvérvi ja PCR
produkti segu, 30 ul igasse hambasse. Geelelektroforeesi geelist eraldati vajaliku pikkusega
DNA fragmendid kasutades FavorPrep Gel/PCR Purification MiniKit-i protokolli. Seejarel
mdddeti puhastatud produktide kontsentratsioonid NanoDrop-iga.
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Viimaseks sooritati CPEC (Quan ja Tian, 2011), et saada valmis plasmiid. CPEC-i segu

koostis on toodud tabelis 7 ning programmi parameetrid tabelis 8.

Tabel 7. CPEC-i segu segu loppkogusega 20 pl.

Koostisosa Kogus
Phusion HF puhver 4

dNTP segu 2mM 2 ul
Poliimeraas 0,2 ul
Vektor 2,5-6ul
Insert 46l
Vesi Kuni 20 pl

Tabel 8. CPEC-i programmi parameetrid.

Tsiikkel Ahelate Fragmentide paardumine | DNA siintees™
lahtisulamine

1. tsiikkel 98°C,30sek | 70°C—55°C 30sek, 3min | 72 °C, 88 sek

2. —31. tsiikkel 98°C,10sek | 70°C—55°C 30 sek, 3 min | 72 °C, 88 sek

3. tsiikkel 98°C, 10sek | 70°C —55°C 30 sek, 3min | 72°C, 5 min

*DNA sunteesiti kiirusel 15 s/kb.

Seejarel sooritati CPEC-i reaktsiooni produktiga transformatsioon.

2.2.7. Transformatsioon
Transformatsiooniks vdeti 7 ul CPEC-i reaktsiooni produkti ning lisati see 100 pl-le E. coli
tiive DH50. kompetentidele jaal. Inkubeeriti tuube 30 min jail. Tehti kuumasokk 45 s 42 °C
inkubaatoris ,.Eppendorf Thermomixer compact®. Seejirel pandi tagasi jddle ning jahutati
ligikaudu 10 minutit kuniks inkubaatori temperatuur langes 37 °C-ni. Tuubi lisati 900 ul LB
s6odet ning jdeti inkubaatorisse ,,Eppendorf Thermomixer compact* 37 °C juurde 60-ks
minutiks inkubeerima, loksutades 225 rpm. Seejdrel tsentrifuugiti 30 sek maksimaalsel
kiirusel (13,2 x 1000 rpm) ning vdeti pealt suurem osa vedelikust ira. Ulejiinud plaaditi LB-

tassidele ning jéeti iiledd kasvama 37 °C kappi.

Koloonia edasikiilvamiseks valiti vélja positiivse fluorestsentsi jérgi, mis tehti kindlaks
kasutades Fluoro/phosphoimager Typhoon Trio W/Workstation masinat. Rohelise
fluorestseeruva valgu ergastamiseks kasutati laserit 488 ning mdddeti emissiooni 526 nm
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juures. Punase fluorestseeruva valgu ergastamiseks kasutati laserit 532 ning emissooni

moddeti 610 nm juures.

DHS5a-st eraldati plasmiid komplektiga FavorPrep Plasmid Extraction MiniKit. Seejdrel
transformeeriti puhastatud plasmiid E. coli tiivesse MG1655.

2.2.8. DMSO siilituskultuur
Uledd AMP-iga (antibiootikum ampitsilliin) (100 pg/ml) LB so6tmes kasvanud plasmiidi
sisaldavast MG1655 kultuurist tehti lahjendused, et ODggo oleks 0,05. Seejarel kasvatati rakke
kuni ODgqg oleks 0,6-0,8. Tehti 8%-lised DMSO siilituskultuurid. Voeti 120 ul DMSO lahust
ning 1380 pl bakterirakke. Seejarel jaotati 120 ul kaupa laiali ning pandi -80 °C kiilmkappi.

2.2.9. Voolutsiitomeeter

Enne katse sooritamist antibiootikumidega kontrolliti rakke voolutsiitomeetriga. Kasutati

masinat BD LSR Fortessa'™ ning programmi BD FACSDiva Software 6.2.

DMSO siilituskultuuridest tehti 100X lahjendused 3 ml LB-sse ning lasti {ile6d kasvada
37 °C juures. Jargmisel pédeval tehti kdigepealt 10x lahjendus 1X fosfaatpuhvri (PBS)
lahusesse. Seejdrel fikseeriti 15 minutit 2%-lise formaldehiiiidiga. Sellest tehti PBS-i 50x
lahjendus, et rakkude 15ppkontsentratsioon oleks ligikaudu 10° CFU/mI. Rakke analiiiisiti
kasutades masinat BD LSR Fortessa'™ ning programmi BD FACSDiva Software 6.2.
Rohelise fluorestseeruva valgu ergastamiseks kasutati laserit ,,Blue laser 488 ning mdddeti
emissiooni 530 nm juures. Punase fluorestseeruva valgu ergastamiseks kasutati laserit ,,YG

laser 561 ning emissooni moddeti 610 nm juures.

2.2.10. Mikrotiiterplaadilugeja katse
Mikrotiiterplaadi jaoks kasvatati rakke ette 100 ml kolbides. Kolbidesse lisati: DMSO
sdilituskultuuri 100 pl, antibiootikumi AMP 100mg/ml 10 pl ja MHB so6det 10 ml.
Kasvatamine viidi 1dbi 2 h jooksul Sanyo OrbiSafe loksutis kiirusel 220 rpm, temperatuuril
37 °C. Rakkude eksponentsiaalse faasi saabumisel pandi mikrotiiterplaadi kannu 50 ul MHB

soodet (koos vastava antibiootikumiga) ning 50 pl rakke.

Katses kasutati 96-kohalist mikrotiiterplaati kaanega. Koikidest tiivedest tehti iga
antibiootikumi  kontsentratsiooniga kolm kordust. Katses kasutati antibiootikume
klooramfenikool kontsentratsioonidel 0,5, 1 ja 2 pg/ml ning eriitromiitsiin
kontsentratsioonidel 20 ja 40 pg/ml. Samuti oli negatiivseks kontrolliks ilma
antibiootikumideta kannud.
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Mikrotiiterplaat pandi 22-ks tunniks BioTek SynergyMX mikroplaadi lugejasse. Lugeja oli
seadistatud 37 °C juurde ja loksutuskiirus oli keskmine. M3dotmised toimusid iga 15 minuti
jarel. Moddeti optilist tihedust 600 nm juures; GFP-d ergastati 480,5-489,5 nm juures ja
mdddeti emissiooni 505,5-514,5 nm juures tundlikkusega 80 (inglise keeles: gain); mScarlet-
it ergastati 562,25-575,75 nm juures ja mooddeti emissiooni 591,5-608,5 nm juures
tundlikkusega 100.

2.3. Tulemused

2.3.1. Reporterplasmiidide konstrueerimine

PCR-iga paljundati jargmiste praimeritega 10ike jérgmistes plasmiidides (Tabel 1):
praimeritega GFPend ja Scarlet_start paljundati plasmiidi pSC101_GFPmut2_mScarletWT
(edaspidi vektor); praimeritega term_trpL_GFPend ja trpL_down_Scarlet_start paljundati
inserti  plasmiidilt  2Ala_CER_RFP-trpL  (edaspidi:  insert  1);  praimeritega
trpL_down_Scarlet_start, trpL_up_GFPend paljundati inserti plasmiidilt
2Ala_CER_RFP_trpL (edaspidi: insert 2) (Joonis 6). Terviklikud plasmiidikaardid on toodud
Lisa 1.

dnakpl [tet promoter

Vektor 35
Scarlet_start 5585 ap rrnB T2 terminaton | | GFPend
lambda t0 terminator, pSC101 ori AmpR promoter| i
gxHis rrng T1 terminator AmpR)
— nsane W — Rep101 ez
Insert 1
iterm_trpL—GFPend 294 ap trpL_down-Scarlet_start

m TS promoter m_
——

Insert 2
ItrpL—up—GFPend 149 ap trpL_down-Scarlet_start

el

Joonis 6. Vektor plasmiidist pSC101_GFPmut2_mScarletWT ja inserdid plasmiidist
2Ala-CER. To66 kiigus konstrueeriti kaks plasmiidi: vektor + insert 1 ning vektor +

insert 2.

CPEC-i kéigus iihendati plasmiidide osad (vektor ja insert) iihtseteks plasmiidideks. Plasmiidi
trpL jaoks lisati 2,5 pl 8,4 ng/ul vektorit ning 6 pl 30,4 ng/ul inserti 1. Plasmiidi T5-TrpL
jaoks lisati 6 pl 8,4 ng/ul vektorit ning 4 ul 17,1 ng/ul inserti 2. Plasmiidikaardid on Lisa 1.
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CPEC-i produkti transformatsioon E. coli tiivesse DHS5a oli edukas ning sellest voib
jareldada, et ka CPEC oli edukas (Lisa 2).

2.3.2. Reporterplasmiidide kontrollimine E. coli tiive MG1655

rakkudes

Plasmiidi puhastamiseks valiti kontrollvalku GFP-d ekspresseerivad kolooniad fluorestsentsi
jargi kasutades masinat Fluoro/phosphoimager Typhoon Trio W/Workstation ning GFP
ergastamiseks kasutati laserit 488 ning moddeti emissiooni 526 nm juures. Seejarel tehti

transformatsioon E. coli tivesse MG1655.

Enne katsete tegemist kontrolliti taaskord GFP ekspressiooni olemasolu samadel tingimustel

ning tehti neist sdilituskultuurid (Lisa 3).

Voolutsiitomeetriga vaadati E. coli rakke, millesse oli viidud reporterplasmiid. Sellega taheti
kontrollida, kas kultuurid on homogeensed. Selleks analiiiisiti fikseeritud kultuuris molemat
konstrueeritud plasmiidi (pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet ja
pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarlet) ekspresseerivad MG1655 rakud ning positiivseks
kontrolliks nii  GFP-d kui mScarlet-it ekspresseerivad rakud MG1655 plasmiidiga
pSC101_GFPmut2_mScarletWT, umbes 10° CFU/ml, lastes neid libi masina kige aeglasema

voolukiirusega. Negatiivseks kontrolliks olid ilma plasmiidita MG1655 tiive rakud.

Voolutsiitomeetri katsest selgus, et kultuurid on homogeensed (Joonis 7) ning mindi edasi

mikrotiiterplaadilugeja katse juurde.
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a) pSC101_GFPmut2_mScarletWT b) E. coli MG1655
[u ‘_—E s AR ﬂ_‘__g
[T I T
0 ] -1 G a1 Q2
] Q3 04 1 a3 a4
T IIIII1II-!|2 T T II”;II:ll T T IIIII1II:||.1 T T II”;II:ll T T IIIII1II:||2 T IIIIII1II:|I T T IIIII1II:||4 T III”;II:ll T
mScarlet mScarlet
c) pSC GFP_trplL2Ala_mScarlet d) pSC_GFP_term_trplL2Ala_mScarlet
a g ﬂ_F g
o ] a2 G ]
] 3 Q4 3 a4
T IIIII1II:||2 T IIIII;IL!l T 1 |||||1||:||d. T 1 II“:II:ll T T IIIII1II:|I2 T III”;II:ll T IIIII1II:IId. T IIIH;II:ll T
mScarlet mScarlet

Joonis 7. Voolutsiitomeetri katse tulemused. GFP signaali moddeti vahemikus 515-545
nm, mScarleti signaali moéédeti vahemikus 600-620 nm. MHB sootmes iileoo kasvanud
kultuurid.  a) MG1655
pSC101_GFPmut2_mScarletWT, b) negatiivseks kontrolliks plasmiidita E. coli MG1655
bakterid, ¢) E. coli MG1655 koos plasmiidiga pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarlet, d) E.
coli MG1655 koos plasmiidiga pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet. Kultuurid on

positiivne  kontroll E.  coli koos plasmiidiga

homogeensed, ei esine alapopulatsioone.

2.3.3. Reporterplasmiidide kontrollimine antibiootikumidega
Mikrotiiterplaadilugeja katsega taheti vaadata, kuidas antibiootikumid avaldavad bakterite
kasvule moju ning kuidas ekspresseeruvad fluorestseeruvad valgud. Mikrotiiterplaadilugejale
pandi bakterid MHB sd6tmesse ning masin seati keskmise viristuskiirusega iile6o 37 °C

juurde.
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Katse tulemustest on niha, et valitud antibiootikumikontsentratsioonid sobisid, kuna
avaldasid néhtavalt inhibeerivat toimet bakterite kasvule, kuna optiline tihedus kasvas
antibiootikumide juuresolekul aeglasemalt, vorreldes ilma antibiootikumita prooviga, ning

10pp-OD on samuti madalam (Joonis 8).

Kasvukoverad
1,2
1
0,8
E
ey @ T5-trpl cam 2
80'6
8 @ T5-trpL cam 1
04 +—— e T5-trpl ery 40
e T5-trpl ery 20
0,2 7 T5-trpL no AB
0_
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O AN N < 1D ONOWO OO I N N < 1N O N0 O O H N
Y e e NN
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Joonis 8. Kasvukdverad ODgy nm juures mikrotiiterplaadilugejaga. Horisontaalteljel on
niidatud aeg ning vertikaalteljel ODgoo NmM juures. Rakud kasvasid MHB s66tmes 37 °C
juures. T5-trpL - E. coli rakud, millesse on viidud sisse plasmiid
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet. Kasutatud antibiootikumide liihendid: Cam 1
ja 2 — klooramfenikool kontsentratsioonis 1 ja 2 pg/ml. Ery 20 ja 40 — eriitromiitsiin
kontsentratsiooniga 20 ja 40 pg/ml. Antud tingimustel avaldavad antibiootikumid kasvu

parssivat moju.

Lisaks optilisele tihedusele, millega hinnati kasvu, sai mdddetud ka fluorestsentsi. Kuna
fluorestsentsi tasemed on erinevate plasmiidide korral erinevad, nagu vdib nidha
voolutsiitomeetria katsest, siis tulemused normaliseeriti sama tiive antibiootikumita kultuuri

suhtes. Need normaliseeritud tulemused on toodud joonisel 9.
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Joonis 9. Mikrotiiterpladilugeja katse mScarlet/GFP suhte normaliseeritud tulemused.
Joonisel on niidatud erinevate antibiootikumide kontsentratsioonide juures erinevate
tilvede fluorestseerumine suhtes mScarlet/GFP ning tulbad on normaliseeritud
tootlemata rakkudega. Tulpadele on lisatud kolme katse normaliseeritud standardhélve
mScarlet/GFP. Kasutatud liihendid: Cam 05, 1 ja 2 - klooramfenikool
kontsentratsioonis 0,5, 1 ja 2 pg/ml. Ery 20 ja 40 — eriitromiitsiin kontsentratsiooniga 20

ja 40 pg/ml. noAB - plasmiidiga rakud, millele pole lisatud antibiootikumi. Legend: wt —

mScarletit konstitutiivselt ekspresseeriv E. coli tiivi plasmiidiga
pSC101_GFPmut2_mScarletWT (positiivne kontroll), T5-trpL — E. coli plasmiidiga
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet, trpL - E. coli tivi plasmiidiga

pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarlet.

Jooniselt 9 on nidha, et lisapromootor plasmiidis T5-trpL mScarleti ees avaldab mgju
mScarleti tootmisele antibiootikumi juuresolekul, selgelt eristub mScarlet/GFP suhe

antibiootikumideta proovist.

Plasmiidi wt mScarlet/GFP suhe antibiootikumi kontsentratsiooni tOstmisel vidheneb, sest
antibiootikumid inhibeerivad kogu valgusiinteesi ning mScarlet on tdenéoliselt tundlikum

antibiootikumile.

mScarlet/GFP suhte muutust antibiootikumi lisades vorreldes antibiootikumita poovist vdib

defineerida kui biosensori signaali tugevust.

Klooramfenikooli kontsentratsioonide 0,5, 1 ja 2 pg/ml korral on plasmiidi trpL signaali
tugevused vastavalt 0,98, 1,14 ja 1,41, plasmiidi T5-trpL korral on need vastavalt 1,44, 1,54,

2,07 korda kdrgemad vorreldes ilma antibiootikumideta prooviga.
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Ertitromiitsiini kontsentratsioonide 20 ja 40 ug/ml korral on plasmiidi trpL signaali tugevused
vastavalt 1,04 ja 1,08, plasmiidi T5-trpL korral on need vastavalt 1,25 ja 1,38 korda korgemad

kui ilma antibiootikumideta proovis.

Plasmiidiga trpL oli ainuke selgesti eristuv tulemus klooramfenikooli kontsentratsiooni 2
ug/ml korral — 41% signaalitugevuse kasvu. Teistel juhtudel olid muutused kiillaltki véikesed:
klooramfenikooli kontsentratsiooni 0,5 pg/ml korral 2% langeb mScarlet/GFP suhe,
klooramfenikooli kontsentratsiooni 1 pg/ml korral on 14% kasvu, eriitromiitsiini
kontsentratsiooni 20 pg/ml korral 4% kasvu ja eriitromiitsiini kontsentratsiooni 40 pg/ml

juures 8% kasvu.

Plasmiidiga T5-trpL on tulemused paremini eristatavad: klooramfenikooli kontsentratsiooni
0,5 pg/ml korral 44% signaalitugevuse kasvu, klooramfenikooli kontsentratsiooni 1 pg/ml
korral 54% kasvu, klooramfenikooli kontsentratsiooni 2 upg/ml korral 107% kasvu,
eriitromiitsiini  kontsentratsiooni 20 pg/ml korral 25% kasvu ja erilitromiitsiini

kontsentratsiooni 40 pg/ml juures oli 38% kasvu.

Vorreldes kahe plasmiidi tulemusi antibiootikumita prooviga siis on nédha, et T5-trpL
mScarlet/GFP suhe on suurem igal juhul, kuid erinevused on viiksemad eriitromiitsiini puhul.

Veel on néha, et antibiootikumi kontsentratsiooni kasvades signaali tugevus kasvab.

Kirjeldatud tulemuste pdhjal voib jéreldada, et edaspidiseks kasutuseks sobib paremini
plasmiid, kus on lisapromootor ehk T5-trpL, kuid on vaja teha lisakatseid, suurendades
antibiootikumide kontsentratsioonide valikut, et ndha paremini mScarlet/GFP suhte
muutumist ning katseid peaks tegema ka rohkemate antibiootikumidega, et niha, kuidas teiste

ribosoomi inhibeerivate antibiootikumide korral reporter tootab.

2.4. Arutelu

Tuginedes nii voolutsiitomeetria katse tulemustele (Joonis 7) kui ka mikrotiiterplaadi katse
tulemustele (Joonis 9), siis on ndha, et lisapromootor  plasmiidis
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet avaldab moju mScarleti tootmisele. Jooniselt 9 on
nidha, et kasutades eraldi promootoritega plasmiidi, on mScarlet/GFP suhe antibiootikumiga
proovis paremini eristatav ilma antibiootikumita proovist. Enamike antibiootikumi
kontsentratsioonide  juures ei eristu  plasmiidi  pSC101_GFP_trpL2Ala_mScarelti
mScarlet/GFP  suhe antibiootikumideta proovist, vilja arvatud klooramfenikooli
kontsentratsiooni 2 ng/ul korral, mil signaalitugevus kasvas 41%, teistel juhtudel jdi see

tunduvalt madalamale.
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Eriitromiitsiini puhul on mScarlet/GFP suhe viiksem, see vOib tuleneda asjaolust, et
eriitromiitsiini Kinnitumine ribosoomile pole vdga tugev ning antibiootikum tuleb ribosoomi
kiiljest lahti umbes sama kergelt nagu peptidiiiil-tRNA (Tenson ja Mankin, 2006). Samuti on
molekul véga spetsiifilise ajastusega, nimelt seondub alles siis kui silinteesitav ahel on
vahemalt viis aminohapet pikk ning kui siinteesitav ahel on iile kaheksa aminohappe pikk, siis

antibiootikum enam ei mojuta valgusiinteesi (Tenson et al., 2003).

Edasi tuleks voolutsiitomeetriga uurida tiksikrakke, kuna kogu populatsioonis vdivad
antibiootikumide juuresolekul olla alapopulatsioonid ja kultuur voib sisaldada surnud rakke,
mis ei fluorestseeru, kuid mojutavad optilist tihedust, mis segab reporteri signaali tdpset
detekteerimist. Samuti ei ole teada, kas antibiootikum ldheb tihtlaselt koikidesse rakkudesse
vOi on populatsioonis ka selliseid rakke, mis on elus (ekspresseerivad GFP-d), aga Kkus

mScarleti valgu tootmine pole tdusnud ehk ribosoom ei ole peatunud antibiootikumide toimel.

Taolise bioreporteri edasiarendusel tuleks lahtuda plasmiidist
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_mScarlet. Selleks tuleks konstrueerida uus kontrollplasmiid,
mis erineks vaid puuduva modifitseeritud trpL jérjestuse poolest, kuid sisaldaks terminaatorit
ja promootorit kahe reportergeeni vahel. Sellise kontrollplasmiidiga vélistame vidhetdenéolise

olukorra, kus TS5 promootori tugevus sdltub antibiootikumi poolt pohjustatud stressist.

Konstrueeritud plasmiidi sobivuse nditena vOib ithe pdhjusena vilja tuua, et GFP ning
mScarleti kasutamisel ei ilmnenud probleeme autofluorestsentsiga nagu tuli ilmsiks

Schamardini t66s. Samuti oli kultuur homogeensem vorreldes Schamardin-i tehtud to6ga.

Plasmiidiga tuleks teha lisakatsetusi teiste antibiootikumidega ning kasutada rohkem
erinevaid kontsentratsioone. Siiski on sellel bioreporteril potentsiaali tuvastamaks
populatsiooni heterogeensust. Edasi voiks neid reportereid kasvatada antibiootikumi

juuresolekul voolutsiitomeetriga.
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KOKKUVOTE

T66 eesmirgiks oli luua bioreporter, mis signaliseeriks fluorestseeruvate valkude abil
ribosoomi seiskumist vOi mitteseiskumist antibiootikumide lisamisel keskkonda. Selline
reporter oli juba olemas, kuid sel ilmnesid puudused, niiteks oli Ceruleani spektris korge
bakterite autofluorestsents ning TurboRFP on toksiline bakteritele, andes kultuuris olulise

heterogeensuse.

Antud t60s konstrueeriti kaks plasmiidi ning transformeeriti need Escherichia coli tiivesse
MG1655. Uks plasmiid sisaldas kahe fluorestseeruva valgu (GFP ja mScarlet) vahel lisaks
trpL jarjestusele selle ees ka konstitutiivset T5 promootorit. Mdlemad plasmiidid pidid
bakteris ekspresseerima iseseisvalt rohelist valku ning ribosoomi peatumisel (antibiootikumi

lisamisel) ka punast valku.

Reporter tootas ning reporteri signaali médrati mScarlet/GFP suhte alusel, mida moddeti

mikrotiiterplaadilugejaga ning rakupopulatsiooni homogeensust mdddeti voolutsiitomeetriga.

Edaspidi voiks lisakatseid teha plasmiidiga pSC101_GFP_term_trpLAla_mScarlet, sest see

plasmiid tdestas ennast paremini. mScarlet/GFP suhted olid tunduvalt suuremad kui plasmiidi

pSC101_GFP_trpLAla_mScarleti korral.
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SUMMARY

Constructing a fluorescence-based bioreporter for detecting ribosome inhibiting
antibiotics in bacterium Escherichia coli

Kadi Sagor
Summary

Resistance of bacteria to antibiotics and therefore to treatment is a growing problem. Bacteria
may acquire a resistance gene from the environment through transduction, transformation or
conjugation. To stop the spread of resistance, it is necessary to use antibiotics reasonably,
limit their veterinary use, remove antibiotics from the environment and create new

antibacterial substances.

For the last two methods, it is possible to use biosensors. They detect antimicrobial substances

from the environment and help to identify pollution and to detect possible new drugs.

Osterman et al. (2012) constructed a bioreporter based on two fluorescent proteins, but the
experiments demonstrated some limitations of the bioreporter. The bacteria have high
autofluorescence at the excitation/emission wavelengths used by Cerulean, one of the
fluorescent proteins used by the sensor. TurboRFP, another fluorescent protein used by the

sensor is toxic to the cells. Also, the population was heterogeneous.

In this study, two plasmids were constructed and inserted into E. coli strain MG1655. The
plasmids contained two fluorescent proteins (mScarlet and GFP) with a modified trp-operon
leader sequence in between. One of the plasmids contained an extra T5 promoter before the

leader sequence.

Ribosome inhibiting antibiotics erythromycin (concentrations 20 and 40 ng/ul) and
chloramphenicol (concentrations 0,5, 1 and 2 ng/ul) were used in the study. First, the
homogeneity of the population was tested with flow cytometry and then the fluorescence

intensities were measured with a microtiter plate reader.

The ratio of mScarlet/GFP was observed. From the results, it was found that the plasmid with
the extra promoter worked better. In further studies, homogeneity of the bioreporter should be

tested.
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Transformatsioonitassid. E. coli tiive MG1655 kolooniad. Vasakpoolse tassi bakterid
sisaldavad plasmiidi pSC101_GFP_trpL2Ala_Scarlet ning parempoolse tassi bakterid

plasmiidi pSC101_GFP_term_trpL2Ala_Scarlet. Tume Kkoloonia virvus tihendab

positiivset GFP signaali.
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LISA 3

Joonis 11. MG1655 transformatsioonitasside edasikiilv. Ulemine rida -
pSC101_GFP_term_trpL2Ala_Scarlet ning alumine rida -
pSC101_GFP_trpL2Ala_Scarlet. Antud tassidega kontrolliti Typhoon skaneerijat
kasutades rohelise fluorestsentsi olemasolu ja selles veendudes valmistati DMSO

sailituskultuurid.
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