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Sissgjuhatus

Bakteripopulatsioonid on vdga muutlikud, evolutsioneerudes ja kohanedes
kiiresti uute keskkonnatingimustega. Muutlikkuse vodivad tagada horisontaalne
geenililekanne, mobiilsed DNA elemendid, {imberkorraldused bakteri genoomis ja
samuti mutatsioonide teke. On néidatud, et ebasobivates keskkonnatingimustes nagu
nditeks  toitainete = puudumise  korral = kasvukeskkonnas  bakterirakkudes
mutatsioonisagedus tduseb (Sung ja Yasbin, 2002; Taddei jt., 1997; Kasak jt., 1997).
Mutatsiooniprotsessid nilgivates bakterirakkudes voivad olla soodustatud nii
reparatsioonisiisteemide t60 efektiivsuse languse kui ka vigutegevate DNA
poliimeraaside ekspressiooni ja funktsionaalsuse tdusu tottu.

Meie t60grupis uuritakse reparatioonisiisteemide ja vigutegevate DNA
poliimeraaside osalust P. putida rakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides.
Kirjandusest on teada, et DNA poliimeraas IV peamiseks iilesandeks E. coli rakkudes
on mutatsioonide tekitamine ebasobivates kasvutingimustes, mis vdivad osutuda
bakterile kasulikuks ja vdimaldada wuute keskkonnatingimustega kohanemist
(Rosenberg, 2001; Bull jt., 2001; Kim jt., 2001). Sellest tulenevalt seadsime oma t66
eesmirgiks vilja selgitada, kuidas osaleb dinB geeni poolt kodeeritud vigutegev DNA

poliimeraas IV P. putida rakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides.



Kirjanduse Ulevaade

1. DNA replikatsioon

Bakteri rongaskromosoom sisaldab iihte replikatsiooni alguspunkti oriC (inglise
k. origin), millelt algab DNA siintees. DNA replikatsioon 15peb kromosoomi
vastaspoolel asuval replikatsiooni terminatsiooni jérjestusel - ter. Replikatsiooni
kdigus liiguvad kaks replikatsioonikahvlit vastassuunaliselt ning kohtuvad
replikatsiooni terminatsiooni jarjestusel. Bakteri E. coli DNA replikatsioonil osalevad

valgud on toodud é&ra Tabelis 1.

1. 1. Replikatsiooni initsiatsioon

E. coli DNA replikatsiooni alguspunkt (origin), oriC sisaldab A/T rikast
regiooni, nelja DnaA valgu seondumisjérjestust (DnaA boxi) ja metiilatsiooni ji
rjestusi GATC. DNA replikatsiooni initsiatsiooniks on vajalik dnaA geeni poolt
kodeeritud DnaA valgu seondumine ATP-ga, mis muudab DnaA valgu aktiivseks.
Aktiivsete DnaA valgu molekulide seondumine oriC-le ja oligomeriseerumine pd
hjustab A/T rikkas regioonis DNA ahelate lahtisulamise. DnaA valgu seondumist
oriC-le soodustab ihfAB geenide poolt kodeeritud heterodimeerne valk IHF. IHF valgu
seondumine oriC-le pohjustab DNA paindumise nii, et DnaA boxid asetuvad
iiksteisele ldhemale, soodustades sellega DnaA boxidele seondunud DnaA valgu
poliimeriseerumist (von Freiesleben jt., 2000). Lahtisulanud DNA-Ie seondub DnaC
valgu abil helikaas DnaB. Helikaas viib 1dbi DNA ahelate lahtikeeramist, 1o0hkudes
kaheahelalise DNA ldmmastikaluste vahelisi vesiniksidemeid. Energia selle protsessi 1
dbiviimiseks saadakse ATP hiidroliiiisil. Liikudes iiheahelalisel DNA-1 5'-3' suunas,
vOimaldab DNA poliimeraasi kompleksiga seotud helikaas kogu replikatsiooni
masinavargi liikumist. Helikaasi molekulide liikumine DNA ahelal pohjustab
replikatsioonikahvli eelse ala positiivset superspiralisatsiooni. Superspiralisatsiooni
korvaldab helikaasi ees kaheahelalist DNA—-d moodda litkuv gyrAB geenide poolt

kodeeritud ensiiiim tiitip II topoisomeraas DNA giiraas. DNA ahelate tagasipaardumist



enne uue DNA ahela siinteesi takistab ssb geeni poolt kodeeritud iiheahelalise DNA-ga
seonduv valk single-strand binding protein (SSB)(Moat jt., 2002; Brooker, 1999).

1. 2. Praimeri slintees

DNA siinteesi alustamiseks on vajalik RNA praimeri olemasolu iiheahelalisel
DNA-1. RNA praimeri siinteesib dnaG geeni poolt kodeeritud ensiilim primaas. RNA
praimeri siintees on vajalik sellepérast, et DNA poliimeraas ei suuda ise tiheahelalisel
DNA-1 DNA siinteesi initsicerida, vaid on voimeline liitma nukleotiide juba

olemasolevale DNA vdi RNA ahelale (Brooker, 1999).

1. 3. Replikatiivne DNA polimer aas

DNA siinteesi viib 1dbi keerukas ensiilimkompleks DNA poliimeraas Il
holoensiiiim (Joonis 1). DNA poliimeraas III holoensiiiim koosneb kahest 3—klambrist
(f-clamp), kahest DNA poliimeraas III apoensiiimist ja neid {ihendavast y

kompleksist, mis on omakorda seondunud helikaasiga.

1. 3. 1. ykompleks

y kompleksil on replikatsioonil téita kaks olulist iilesannet. Esimeseks
iilesandeks on DNA siinteesi ldbiviiva kompleksi asetamine replikatsioonikahvlisse.
Teiseks tilesandeks on DNA siinteesi lidbiviiva kompleksi kooshoidmine replikatsiooni
jooksul.

E. coli y kompleks koosneb seitsmest subiihikust: kaks T subiihikut (dnaX), y
subiihik (dnaX), & subiihik (holA), & subiihik (holB), X subiihik (holC), Y subiihik
(holD). Subiihikud T ja y on mdlemad kodeeritud dnaX geeni poolt, kusjuures y
subiihik on translatsioonilise raaminihke tottu tekkinud T subiihiku lilhem variant. y
kompleksi subiihikud asetsevad iiksteise suhtes ringikujuliselt nii, et kummalegi poole
y subiihikust jddvad T subiihikud (Joonis 1)(O’Donnell jt., 2001). T ja Y subiihikute

iilesanne on DNA poliimeraas III holoensiitimi koos hoidmine (Ellison ja Stillman,



2001). y, 6, & ja X subiithikud osalevad ensiiimkompleksi replikatsioonikahvlisse
asetamisel (O’Donnell jt., 2001).

A

Pollll
B
Joonis 1.

a) Replikatsioonikahvlis asetsev DNA poliimeraas III holoensiitim. Nii juhtivat kui ka
mahajédvat ahelat slinteesiv DNA poliimeraas III apoensiiim (joonisel tdhistatud
Pollll) on seondunud DNA-d timbritseva [3-klambriga (tdhistatud tdhega [3). DNA
poliimeraas III apoensiiiime omavahel ja holoensiiiimi helikaasiga (joonisel tihistatud
DnaB iithendab gamma kompleks (t&histatud y).

b) Skeem y kompleksi subiihikute asetumisest iiksteise suhtes DNA poliimeraas III
koosseisus. y kompleksi vastavad subiihikud on tdhistatud neile vastavate kreeka
stimbolitega. Jooniselt on néha, et T subiihik seondub DNA poliimeraas III

apoenstiitimiga C-terminaalse domééni abil.



1. 3. 2. B-klamber ja DNA polumeraas Ill holoensiiiimi asetumine
replikatsioonikahvlisse

Selleks, et DNA poliimeraas DNA siinteesi kdigus DNA-It ei dissotseeruks, on
vajalik dnaN geeni poolt kodeeritud enstiiimi, 3-klambri osalemine replikatsioonil. 3-
klamber on homodimeerne valk, mis moodustab ronga {imber DNA ahela ja seondub
DNA poliimeraasiga (Joonis 2) (Lopez de Saro ja O’Donnell, 2001; Dalrymple jt.,
2001).

Selleks, et kogu replikatsiooni lébiviiv  ensiiimkompleks asetuks
replikatsioonikahvlisse, tuleb koigepealt panna odiges kohas timber DNA ahela
rongakujuline B-klamber. y kompleksi & subiihik seondub [-klambriga ATP

juuresolekul ja muudab selle konformatsiooni nii, et rongas avaneb.

B-klamber y-kompleks

— Qg
ATP

y-kompleks ADP

B-klamber

A4

}/Po] 111

B-klamber Pol I1I

Joonis 2. y kompleks asetab B-klambri praimerit omavale iiheahelalisele DNA-le. B-

klamber hoiab DNA poliimeraasi replikatsiooni kdigus DNA ahelal.

Avatud [-klamber asetub nii replikatsiooni origin-ilt 1dhtuva DNA siinteesi kui ka iga
Okazaki fragmendi siinteesi alustamiseks vajalikule praimerit omavale iiheahelalisele
DNA-le. Paimeriga varustatud iiheahelalist DNA-d aitab [3—klambril &dra tunda y

kompleksi X subiihik. Kui P-klamber on seondunud praimeriga varustatud



itheahelalise DNA-ga, vabaneb y kompleks ATP hiidroliiiisil [3-klambrist. ATP
sidumist ja hiidroliiiisi viib 1dbi y kompleksi y subiihik. y kompleksi eraldumise
tulemusel P-klamber sulgub (Ellison ja Stillman, 2001). Seecjirel seondub DNA
poliimeraas III apoensiiim [-klambriga, vdimaldades kogu replikatsiooni lébiviiva

kompleksi asetumist DNA-Ile.

1.3.3. DNA poluimeraas |11 apoensiiim

DNA poliimeraas III apoensiiim viib replikatsioonil 14bi uue DNA ahela
stinteesi. DNA poliimeraas III apoensiiim koosneb a, € ja 6 subiihikutest. dnak geeni
poolt kodeeritud o subiihik vastutab uue DNA ahela siinteesi eest, lisades
siinteesitavale DNA ahelale nukleotiide 5'-3' suunas. dnaQ (mutD) geeni poolt
kodeeritud € subiihik omab 3'-5' eksonukleaasset e. vigu korrigeerivat “proofreading”
aktiivsust, mis vdimaldab replikatsiooni kédigus eemaldada valesti paardunud
nukleotiide. holE (dnaY) poolt kodeeritud O subiithiku funktsioon on seni veel

teadmata.

1.3.4. DNA polumeraas |11 holoensiiimi assambleerimine.

Replikatsiooni lébiviiva kompleksi moodustumiseks on vaja iithendada kaks
DNA poliimeraas III apoensiilimi teineteisega. Seejdrel tuleb moodustunud
holoensiilim iihendada tema ees liikuva helikaasi molekuliga. DNA apoensiiiime
omavahel ja samas ka helikaasiga iihendavaks liiliks on y kompleks (Joonis 1). Nagu
juba eespool kirjeldatud, sisaldab y komleks kahte T subiihikut, millest {iks seondub
iithe ja teine teise DNA poliimeraas III apoensiiiimiga. Samal ajal seonduvad molemad
T subiihikud ka replikatsioonikahvlit edasiviiva helikaasiga. T subiihik seondub nii
DNA poliimeraas III apoenstiiimi kui ka helikaasiga C-terminaalse domédni abil
(O’Donnell jt., 2001). y kompleks iithendab kahte DNA poliimeraas III apoensiiiimi nii,
et kogu moodustunud DNA poliimeraas III holoensiiiim asetseb replikatsioonikahvlil
v-kujuliselt (Joonis 1)(O’Donnell jt., 2001).

DNA poliimeraas III holoensiiiimi vasak 0lg siinteesib juhtivat ahelat ja parem
mahajddvat ahelat. Kuna DNA siintees toimub vaid 5°-3’ suunas, siis toimub

mahajdédva ahela stintees 1000-2000 aluspaariliste Okazaki fragmentidena. Iga Okazaki



fragmendi siinteesiks on vajalik uue RNA praimeri siintees primaasi poolt. DNA
poliimeraas 1, omades 5°-3’ eksonukleaasset aktiivsust, eemaldab Okazaki
fragmentidest RNA praimeri ja tdidab siinteesitavasse DNA ahelasse tekkinud liingad.
DNA poliimeraas I poolt lisatud viimase nukleotiidi ja jargmise nukleotiidi vahelise

fosfodiestersideme siinteesib DNA ligaas (Brooker, 1999).

1.4. Replikatsiooni terminatsioon

oriC suhtes kromosoomi vastaspoolel asub replikatsiooni terminatsiooniregioon,
mille moodustab ter jarjestuste paar. ter jarjestusele seondub valk ter-binding protein
ja peatab replikatsioonikahvli liikumise. Uks ter jirjestus peatab piripdeva, teine
vastupdeva litkuva replikatsioonikahvli. DNA ligaas ithendab dsjasiinteesitud DNA
ahelate otsad. Moodustub kaks kaheahelalist tsirkulaarset DNA molekuli.
Tiitarkromosoomide teineteisest lahutamine on rekombinatsiooniline protsess, mis
toimub dif-saitides Xer rekombinaasi abil. Protsessis osaleb ka topoisomeraas

(Brooker, 1999).

Tabel 1. E. coli DNA replikatsiooni ldbiviivad ja kontrollivad valgud.

valk (molekulmass kDa) geen funktsioon

DnaA (54) dnaA DNA ahelate lahtisulatamine
oriC piirkonnaga seondumisel

IHF ihfAB soodustab DnaA poolt
labiviidavat DNA  ahelate
lahtisulatamist

DnaB helikaas (55) dnaB kaksikahelalise DNA viimine
itheahelaliseks

DnaC (25) dnaC soodustab helikaasi

seondumistiiheahelalisele
DNA-le oriC piirkonnas

Topoisomeraas (105) gyrAB helikaasi tekitatud
superspiralisatsiooni
korvaldamine,
tiitarkromosoomide  iiksteisest
eraldamine replikatsiooni
terminatsioonil

Primaas (60) dnaG RNA praimeri siintees
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Tabel 1. (Jarg) E. coli DNA replikatsiooni labiviivad ja kontrollivad valgud (Algus lk

10).

valk (molekulmass kDa) geen funktsioon

y kompleks:

T subiihik (71) dnaX DNA poliimeraas I1I
apoensiiimide ja helikaasi {ihendamine
replikatsiooni ldbiviivas kompleksis

Yy subiihik (47.5) dnaXx ATP sidumine ja hiidroliiiis
B-klambri avamisel

O subiihik (38) holA B-klambri sidumine
y kompleksiga

&’ subiihik (37) holB y kompleksi ATPaasse
aktiivsuse regulatsioon

X subiihik (12) holC praimeriga seondunud
iiksikahelalise
DNA ératundmine

U subiihik (14) holD y kompleksi stabiliseerimine
replikatsiooni kdigus

B-klamber (40.6) dnaN DNA poliimeraasi sidumine
ja DNA-I hoidmine

DNA polliimeraas|||

apoensuim:

o subiihik (129) dnakE DNA siintees

€ subiihik (27.5) dnaQ (mutD) valestipaardunud nukleotiidi
eemaldamine

0 subiihik (10) hol E (dnayY) pole teada

DNA poliimeraas I (109) polA RNA praimeri eemaldamine
ja lksikahelalisele alale komplementaarse
ahela siinteesimine

DNA ligaas (75) lig fosfodiestersideme moodustamine
DNA ahelate otste vahel

ter-binding protein tau (tus) Replikatsioonikahvli peatamine
ter-jarjestusele seondumisel

SSB (single—strand

binding protein) ssb iiheahelalise DNA-ga
seondumine ja limmastikaluste
omavahelise tagasipaardumise
takistamine

Dam metiiiiltransferaas dam GATC jarjestuses asuva
adeniini metiileerimine

SeqA segA seondub hemimetiileeritud oriC-le,
takistades selle tdielikku metiileerimist

SeqB seqB SeqA aktivatsioon

IciA iciA seondub oriC A/T rikkale alale,
takistades replikatsiooni initsiatsiooni

Xer integraas-rekombinaas xerC, xerD osaleb rekombinatsiooni

terminatsioonil tiitarkromosoonide
iiksteisest lahutamisel

11



2. DNA polimeraasidejaotusja ehitus

Eelmises peatiikis kirjeldasin E. coli ndidete pdhjal replikatsiooni toimumist
bakterirakus. Sellest mudelist ldhtudes teame, et bakter vajab kromosoomi
replikatsiooniks peamise replikatiivse DNA poliimeraasi - DNA poliimeraas III ning
Okazaki fragmentide siinteesil vajalike praimerite degradatsiooniks ja praimerite
kohale tekkinud tiithikute tdissiinteesiks DNA poliimeraas I olemasolu. Ometi on
erinevate bakterite genoomidest ja ka suurtest konjugatiivsetest plasmiididest leitud
veel teisi DNA poliimeraase kodeerivaid geene. E. coli genoom sisaldab peale DNA
poliimeraas III ja I kodeerivate geenide dnak ja pol A veel kolme geeni, mis kodeerivad
samuti DNA poliimeraase - DNA poliimeraas I kodeerivat polB geeni, DNA
poliimeraas IV kodeerivat dinB geeni ja DNA poliimeraas V kodeerivaid umuDC
geene (Moat jt., 2002). Erinevalt E. coli-st on leitud mitmete nii graam-positiivsete kui
graam-negatiivsete bakterite genoomidest veel iiks DNA poliimeraasi kodeeriv geen -
dnaE2, mis kodeerib replikatiivse DNA poliimeraasi analoogi (Boshoff jt., 2003; le
Chatelier jt., 2003; Bruck jt., 2003).

Tabel 2. E. coli DNA poliimeraasid

DNA poliimeraas geen kuuluvus

DNA poliimeraas I polA perekond A
DNA poliimeraas II polB perekond B
DNA poliimeraas I1I o subiihik dnakE perekond C
DNA poliimeraas IV dinB perekond Y
DNA poliimeraas V umuDC perekond Y

Prokartiootsetes organismides esinevad DNA poliimeraasid jaotatakse valgu struktuuri
ja fillogeneetilise pdlvnemise alusel perekondadesse A, B, C ja Y (Tabel 2). E. coli
DNA poliimeraas I kuulub perekonda A, DNA poliimeraas II perekonda B, E. coli
DNA poliimeraas III apoensiiiimi o subiihik ja samuti ka teiste bakterite replikatiivne
DNA poliimeraas ja selle analoog kuuluvad perekonda C ja DNA poliimeraasid IV ja
V perekonda Y (Ohmori jt., 2001).

12



Kuigi kdik DNA poliimeraasid ei ole fiilogeneetiliselt seotud ja nende
aminohappeline jdrjestus on sageli véiga erinev, on molekuli iildine kuju erinevate
DNA poliimeraaside puhul siiski sarnane. DNA poliimeraaside konformatsioon
meenutab paremat kitt. Seetdttu nimetatakse DNA poliimeraaside valgu domédine
“peopesaks” (palm), “sormeks” (finger) ja “poidlaks” (thumb). DNA poliimeraas
asetub iimber DNA ahela nii, et moodustunud kompleksi v3ib kujutada ette parema
kdena, mis hoiab DNA ahelat justkui koit, mis libiseb DNA siinteesil 14bi peopesa.
Kataliiiitiline tsenter asub “peopesa” doméénis (Ling jt., 2001). Protsessiivsust tagava
B-klambriga seonduvad DNA poliimeraasid valgu C-terminaalses otsas asuva
konserveerunud jérjestuse QL[S/D]LF abil (Lopez de Saro jt., 2003; Bunting jt.,
2003).

DNA poliimeraas IV ja V kuuluvad DNA poliimeraaside perekonda Y. Kuna Y
perekonna DNA poliimeraasidel puudub 3’-5” cksonukleaasne e. “proofreading”
aktiivsus (Ling jt., 2001), on nende poolt ldbiviidud DNA siintees vigaderohke
(Goodman ja Tippin, 2000). Samuti arvatakse, et Y pereckonna poliimeraaside
aktiivtsenter on replikatiivse DNA poliimeraasi aktiivtsentrist paindlikum, mistdttu on
Y perekonna DNA poliimeraasid voimelised jatkama DNA siinteesi ka DNA
kahjustuste korral (Ling jt., 2001). Doméénid “sorm” ja “pdial” on Y perekonna DNA
poliimeraasidel vorreldes teiste perekondade DNA poliimeraasidega ebaharilikult
viikesed. Lisaks kolmele, koigile DNA poliimeraasidele iseloomulikule doméénile on
Y perekonna DNA poliimeraasidel veel neljas doméin “vdike sorm” (little finger), mis
kontakteerub DNA-ga ja kompenseerib domédinide “poial” ja “sdrm” puudulikkuse,
suurendades poliimeraasi protsessiivsust (Ling jt., 2001). Erinevate Y perekonna DNA
poliimeraaside “vidikese sdrme” doméédni aminohappeline jarjestus on véga varieeruv,
samas kui domééni tildine struktuur BofBaf on konserveerunud. Y perekonna DNA
polimeraasid seonduvad [(-klambriga sarnaselt teiste perekondade DNA
poliimeraasidele “viikese sorme” domédini C-terminaalses otsas asuva konserveerunud
B-klambriga seonduva motiivi QL[S/D]LF abil. On niidatud, et lisaks C-terminaalse
motiivi abil B-klambriga seondumisele vdib DNA poliimeraas IV “viikese sorme”
doméién interakteeruda ka (3-klambri monomeeride liitumiskohas asuva hiidrofoobse
alaga. Seetdttu voib DNA poliimeraas IV olla [3-klambriga seondunud kahel erineval

viisil - kas ainult C-terminaalse peptiidi abil vdi samaaegselt nii C-terminaalse peptiidi
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abil kui ka hiidrofoobse interaktsiooni kaudu. Juhul, kui DNA poliimeraas IV on
seondunud ainult C-terminaalse motiiviga, asetub poliimeraasi molekul DNA ahelale
ja viib 1dbi DNA siineesi. Kui aga DNA poliimeraas IV on seondunud 3-klambriga nii
C-terminaalse motiivi kui ka hiidrofoobse interaktsiooni kaudu, ei asetu poliimeraas
DNA-le ja DNA siintees DNA poliimeraas IV poolt ei ole vdimalik.
Termodiinaamiliselt stabiilsem on DNA poliimeraas IV seondumine nii C-terminaalse

motiivi kui ka hiidrofoobse interaktsiooni kaudu (Bunting jt., 2003).

3. Mutatsioonide teke E. coli rakkudes

Muutused DNA nukleotiidses jérjestuses voivad olla organismile kas kahjulikud,
kasulikud voi neutraalsed. Geenide kodeerivasse voi regulatoorsesse alasse sattunud
mutatsioonid vdivad viia bakteriraku hukuni, pohjustades mittefunktsionaalse valgu
stinteesi vO0i muuta valgu ekspressioonitaset bakterirakus. Seepérast on organismile
kasulik siilitada ja anda jargmise pdlvkonda edasi DNA nukleotiidne jarjestus
muutumatuna. Teisest kiiljest vOib aga mutatsioonide teke osutuda organismile
kasulikuks, voimaldades kohanemist uute keskkonnatingimustega, andes eelise teiste
liigikaaslaste ees. Rakkudes peab olema tasakaal mutatsioonide viltimise, parandamise
ja tekitamise vahel.

E. coli rakkudes on peamiscks DNA-d siinteesivaks ensiilimiks DNA
poliimeraas III. Kuigi DNA poliimeraas III-] on olemas DNA siinteesil tehtavaid vigu
parandav 3’-5’ eksonukleaasne aktiivsus, tekivad rakkudes siiski mutatsioonid. Vigu
parandava aktiivsuse suhtes defektne DNA poliimeraas III liilitab siinteesitavasse
ahelasse umbes kaks suurusjérku rohkem valesid nukleotiide kui 3°-5° eksonukleaasset
aktiivsust omav DNA poliimeraas III. 3’-5" eksonukleaasset aktiivsust omav DNA
poliimeraas II siinteesib DNA ahelasse 3-6 korda 10" nukleotiidi kohta iihe
valestipaardunud nukleotiidi, samas kui “proofreading” aktiivsuse suhtes defektne
DNA poliimeraas III liilitab siinteesitavasse DNA ahelasse iithe vale nukleotiidi 1-2
korda 10° nukleotiidi kohta (Fijalkowska ja Schaaper, 1996).

Spetsiifiliste DNA aluspaaride moodustumisel tekivad ldmmastikaluste vahel
vesiniksidemed — guaniini ja tsiitosiini vahel tekib kolm, adeniini ja tiimiini vahel kaks

vesiniksidet. Vesiniksidet moodustav vesinikuaatomi asukoht ldmmastikaluses ei ole
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alati tihesugune, st. et lammastikalused vdivad esineda erinevates tautomeersetes
vormides. Guaniin ja tiimiin vGivad esineda nii keto— kui ka enoolvormis. Tsiitosiinil
ja adeniinil esineb amino— ja iminovorm. Guaniini ja tiimiini ketovorm on stabiilsem
enoolvormist ja suurema tdendosusega nad selles vormis ongi. Tsiitosiini ja adeniini
puhul on stabiisem ldmmastikaluste aminovorm. Liihikese aja véltel voivad
lammastikalused olla siiski ka ebastabiilses enool— voi iminovormis. On voimalik, et
hetkel, kui DNA poliimeraas asetab replikatsioonil siinteesitavasse ahelasse jairgmise
nukleotiidi, on ldmmastikalus, mille vastu komplementaarsuse alusel jargmist
nukleotiidi asetatakse, ebastabiilsemas tautomeerses vormis. Sellisel juhul ei ole
voimalik  Watson—Crick’i aluspaarile iseloomulike vesiniksidemete teke ja
stinteesitavasse ahelasse vdidakse lisada vale nukleotiid. DNA poliimeraas III €
sublihik suudab tavaliselt sellise valepaardumise &ra tunda ja valestipaardunud
nukleotiidi eemaldada (McHenry, 1985).

E. coli rakkudest on leitud peale pohilise DNA poliimeraas III veel vdhemalt
kaks DNA poliimeraasi, mis erinevalt DNA poliimeraas IlI-st ei suuda aga &ra tunda ja
asendada DNA ahelasse valesti liilitatud nukleotiide Jigetega. Sellisteks DNA
poliimeraasideks on dinB poolt kodeeritud DNA poliimeraas IV ja umuDC geenide
poolt kodeeritud DNA poliimeraas V (tabel 2).

4. Mutatsiooniprotsessides osalevate DNA  polimeraaside
regulatsioon SOS vastuse kaudu

Replikatsiooni toimumiseks hédavajalike DNA poliimeraaside, nagu nditeks E.
coli DNA poliimeraaside III ja I, ekspressioon toimub bakterirakus konstitutiivselt.
Selliste DNA poliimeraaside ekspressioon, mille olemasolu rakus ei ole replikatsiooni
toimumiseks tingimata vajalik, nagu E. coli DNA poliimeraasid II, IV ja V (Kim jt.,
2001), indutseeritakse DNA kahjustuste korral SOS vastuse poolt. E. coli rakkudes on
SOS vastuse kaudu reguleeritud veel vdhemalt 42 geeni ekspressioon, mille hulka
kuuluvad peale DNA poliimeraaside II, IV ja V kodeerivate geenide mitmed
rekombinatsioonis osalevaid ja rakutsiiklit kontrollivaid valke kodeerivad geenid

(Sutton jt., 1999; Rosenberg, 2001).

15



SOS-vastuse regulatsioon toimub valkude RecA ja LexA vahendusel. SOS
vastuse kdigus indutseeritavate geenide, ka recA ja lexA geenide promootralas asub
repressorvalgu LexA seondumisjérjestus. Raku normaalses olekus on LexA seondunud
SOS vastuse kdigus indutseeritavate geenide promootoralaga ning transkriptsioon
nendelt geenidelt on kas suuremal voi vihemal miédral maha surutud. recA ja lexA
geenidelt toimub transkriptsioon ja siinteesitakse vastavaid valke madalal tasemel ka
siis, kui LexA on bakterirakus olemas. DNA kahjustuse korral replikatsioon peatub,
mille tulemusel tekib iiheahelalise DNA ja RecA valgu baasil nukleoproteiinfilament.
Uheahelalise DNA-ga seondunud RecA on aktiveeritud ja pdhjustab repressorvalgu
LexA autokataliiiitilise lagunemise, mille tulemusena suureneb transkriptsiooni tase
SOS vastuse kdigus indutseeritavatelt geenidelt, sealhulgas ka IexA ja recA geenidelt.
Juhul kui DNA kahjustus on eemaldatud ja replikatsioon jatkub normaalselt, langeb
rakus RecA aktiveerimiseks vajaliku itheahelalise DNA hulk ja repressorvalku LexA-d
ei lagundata. LexA valk seondub jéllegi SOS vastuse kéigus indutseeritavate geenide
promootoraladele ja surub neilt transkriptsiooni kiiresti maha (Smith ja Walker, 1998;

Moat jt., 2002).

5. Vigutegevate DNA polUmeraaside funktsioon bakterirakus

Bakteriraku elutegevuse kéigus voivad tekkida DNA-d kahjustavad tihendid, mis
modifitseerivad DNA ahelas asuvate nukleotiidide vdi vabade nukleosiid trifosfaatide
lammastikaluseid. Samuti vdivad DNA kahjustusi tekitada {imbritsevast keskkonnast
rakku sattunud keemilised ithendid vdi ultraviolettkiirgus. Peamine replikatiivne DNA
poliimeraas ei suuda jatkata DNA siinteesi kohas, kus DNA ahelas on kahjustatud
nukleotiid ja replikatsioon peatub. Kui DNA siinteesi ei suudeta jitkata, bakterirakk

hukkub.

5. 1. Kahjustatud nuklectiidide tletamine DNA siinteesil

Erinevalt peamisest replikatsiooni ldbiviivast DNA poliimeraasist suudavad
SOS-indutseeritavad DNA poliimeraasid jdtkata DNA siinteesi ka keemiliselt
modifitseeritud nukleotiidide korral (Wagner ja Nohmi, 2000; Napolitano jt., 2000).

Replikatsiooni peatumisel asendatakse replikatsioonikahvlis peamine replikatsiooni
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labiviiv DNA poliimeraas iihega SOS-indutseeritavatest DNA poliimeraasidest, mis
lithiajaliselt jatkab DNA silinteesi. See, milline DNA poliimeraas valitakse
replikatsiooni takistavast DNA kahjustusest iilesaamiseks, soltub DNA kahjustuse
tiiiibist ja DNA jérjestuse isedrasustest (Napolito jt., 2000). Néiteks ultraviolettkiirguse
poolt tekitatud tiimidiindimeeride tottu peatunud replikatsiooni jitkamine voib
toimuda nii DNA poliimeraas II kui ka DNA poliimeraas V osalusel.

Kohas, kus DNA ahelas asub tiimidiindimeer, viib DNA siinteesi 14bi DNA
poliimeraas V. Kuna DNA poliimeraas V-1 puudub 3'-5' eksonukleaasne aktiivsus, siis
vOib DNA poliimeraas V asetada DNA siinteesil tiimidiini dimeeri vastu A
nukleotiidide asemel mone teise nukleotiidi ja pohjustada sellega ithenukleotiidseid
asendusmutatsioone (Joonis 3A) ( Goodman, 2000; Murli jt., 2000; Napolitano jt.,
2000).

A B
B-klamber __Y-kompleks _klamber _Y-kompleks
¥ e ™
Pol III apoensiitim Pol III apoensiitim

Pol V]v SOS induktsioon Pol Hw SOS induktsioon

Pol III Praimosoom

Pol V RecA 3 5o D-luwp Pol IT
T~T
G A

Pol 11 Pol 1II
\{\. Pol V Pol II
DNA replikatsioon
3’ T~T (
G A

Pol III holoensiitim

\//

Joonis 3. UV kahjustuse tottu tekkinud tiimidiindimeeri poolt peatatud replikatsiooni
jatkamisel voivad osaleda E. coli rakkudes DNA poliimeraas V ja II. DNA poliimeraas
II ei suuda {iiletada tiimidiindimeeri. A) DNA poliimeraas V jétkab replikatsiooni
positsioonis, kus asub tiimidiindimeer. B) Replikatsiooni taasalustamiseks on vajalik

DNA poliimeraas II osalus.
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DNA poliimeraas II osaleb replikatsiooni taasalustamisel. Kahjustatud
positsioonile jargnevas alas tekitatakse DNA kaksikahelasse D—ling ja moodustatakse
replikatsiooni taasalustamiseks vajalik praimosoom. Praimosoomi assambleerimisest
votavad osa valgud PriA, PriB, PriC, DnaT, DnaB, DnaC ja DnaG. Moodustunud
praimosoomilt DNA poliimeraas III apoensiilim DNA siinteesi alustada ei suuda. DNA
stinteesi viib lithiajaliselt 1labi DNA poliimeraas II, luues sobivad tingimused DNA
poliimeraas III to66ks, mis jatkab edasist DNA siinteesi (Joonis 3B) (Goodman, 2000).
N-2-atsetiitilaminofluoriini (AAF) poolt tekitatud DNA kahjustuse tdttu peatunud
replikatsiooni jatkamiseks on E. coli rakkudes kaks erinevat vdimalust. Kahjustatud
nukleotiidi on vdimelised iiletama nii DNA poliimeraas II kui ka DNA poliimeraas V.
Guaniiniga kovalentselt seondunud N-2-atsetiiiilaminofluoriini tottu vdib DNA
poliimeraas V tekitada DNA siinteesil {ihenukleotiidseid deletsioone, pohjustades
sellega —1 raaminihete teket (Napolitano jt., 2000). DNA poliimeraas II {iletab N-2-
atsetiiilaminofluoriiniga  seondunud nukleotiidi, tekitades kahenukleotiidilise
deletsiooni ja pdhjustab sellega DNA kodeerivasse alasse sattudes —2 raaminihke
(Napoltano jt., 2000; Becherel ja Fuchs, 2001).

Samuti on ndidatud DNA poliimeraas V osalemist benso(a)piiriini (BaP) poolt
modfitseeritud nukleotiidi {iletamisel DNA replikatsioonil. Benso(a)piiriini poolt
keemiliselt modifitseeritud guaniinile vdidakse replikatsioonil jéitta nukleotiid vastu
asetamata. Selle tulemusel tekib kahjustatud nukleotiidi kohale iithenukletiidiline
deletsioon, mis pohjustab -1 raaminihet. Sellise vea vdib pohjustada nii DNA
poliimeraas IV kui ka DNA poliimeraas V (Napolitano, 2000).

Sarnaselt DNA poliimeraasidega II jaV osaleb ka DNA poliimeraas IV teatud tiitipi
DNA kahjustuste iiletamisel, vdimaldades DNA kahjustuse kohal peatunud
replikatsiooni jitkata.

Uheks vdimaluseks jitkata peatunud replikatsiooni on DNA siinteesil
kahjustatud nukleotiidi vahele jétmine e. kahjustatud nukleotiidist praimeri
iilelibistamine. On néidatud, et kahjustatud positsioonis lithikeste mononukleotiidsete
korduste puhul pdhjustab DNA poliimeraas IV poolt ldbiviidud DNA siintees
ithenukleotiidilisi ~ deletsioone. DNA poliimeraas IV  struktuuri isedrasused
vOimaldavad tekitada kodeerivas ahelas kahjustatud nukleotiidi kohale lingu ja

stinteesitavasse DNA ahelasse liillitatud nukleotiid paardub jargmisega, mis sisaldab
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modifitseeritud nukleotiidiga sama lammastikalust (Napolitano jt., 2000; McKenzie jt.,
2001). DNA poliimeraas IV poolt pohjustatud iihenukleotiidilisi deletsioonide teket
poOhjutab néiteks guaniiniga seondunud BaP (Napolitano jt, 2000).

Arvatakse siiski, et enamuste bakterirakus esinevate DNA kahjustuste
iiletamisega tulevad toime DNA poliimeraas II ja V. DNA poliimeraas IV peamiseks
iilesandeks bakterirakus peetakse ebasobivates kasvutingimustes mutatsioonide
tekitamist, millest moned voivad osutuda bakterile kasulikuks, voimaldades kohaneda

uue keskkonnaga (Rosenberg, 2001; Bull jt., 2001; Kim jt., 2001).

5. 2. SOS-indutseeritavate DNA polimeraaside osalus stress poolt indutseeritud

mutageneesis E. coli rakkudes

SOS-indutseeritavad DNA poliimeerasid vdivad osaleda DNA siinteesil ka siis,
kui DNA ei ole kahjustatud. Kuna E. coli DNA poliimeraasidel IV ja V puudub 3°-5’
eksonukleaasne aktiivsus ja arvatakse, et vorreldes peamise replikatiivse DNA
poliimeraasiga on nende DNA poliimeraaside aktiivtsenter paidlikum (Ling jt., 2001),
siis  pOhjustab nende poolt ldbiviidud DNA siintees bakterirakkudes
mutatsioonisageduse tousu (Bull jt., 2001; Kim jt., 2001; Boshoff jt., 2003). SOS-
indutseeritavate DNA  poliimeraaside ekspressioonitaseme tdus bakterirakus
ebasobivate kasvutingimuste korral on iiheks voimaluseks tdsta bakteripopulatsioonis
mutatsioonide tekkesagedust ja sellega suurendada populatsiooni adapteerumisvoimet
(Kivisaar, 2003; Bjedov jt., 2003).

Esmakordselt ndidati F’ plasmiidis asuva lac raaminihke testsiisteemiga, et
laktoosi minimaaltassidel nélgivates E. coli rakkudes toimuvad mutatsiooniprotsessid
erinevad olulisel médral kasvavas kultuuris toimuvatest mutatsiooniprotsessidest
(Cairns ja Foster, 1991). Samuti selgus, et selliste nn. adaptiivsete mutatsioonide teke
nilgivas bakterikultuuris soltus SOS vastusest bakterirakus (Cairns ja Foster, 1991).
Nalgivates E. coli rakkudes toimunud mutatsioonidest olid enamus ithenukleotiidsed
deletsioonid mononukleotiidsetes kordusjérjestustes (Rosenberg jt., 1994; Foster ja
Trimarchi, 1994). Hiljem niidati, et Lac" revertantide teke nilgivates E. coli rakkudes
soltus DNA poliimeraas IV olemasolust bakterirakkudes (McKenzie jt., 2001).
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A\ faagi cll geenis tekkivaid mutatsioone uurides leiti, et kahjustamata DNA
korral pohjustab DNA poliimeraas IV poolt lébiviidud DNA siintees olukorras, kus
DNA poliimeeraas IV taset on rakkudes kunstlikult tdstetud kasvavates E. coli
rakkudes kdige sagedamini itihenukleotiidilisi deletsioone ja vdiksema toendosusega
asendusmutatsioone. Nii olid DNA poliimeraas IV poolt tekitatud mutatsioonidest 2/3
raaminihke mutatsioonid ja 1/3 tihenukleotiidilised asendusmutatsioonid (Wagner ja
Nohmi, 2000). Uhenukleotiidsete asendusmutatsioonide korral toimus asendus
eelistatult positsioonis, millele eelnes siinteesitavas DNA ahelas 5' positsioonis olev G
nukleotiid. Kodeerivas DNA ahelas asuvale A, T voi C nukleotiidile liilitati vastu
koige sagedamini C nukleotiid. Suurima tdendosusega leidis aset mutatsioon, kus C
nukleotiidile asetati siinteesitavas DNA ahelas vastu C nukleotiid, mille tulemusena
toimus C -G asendusmutatsioon. -1 raaminihke korral toimus deletsioon samuti
eelistatult siinteesitavas DNA ahelas 5" positsioonis asuva G nukleotiidi jarel (Wagner
ja Nohmi, 2000).

Kuna looduses esinevad bakteripopulatsioonid kas  biofilmi  vdi
mikrokolooniatena, siis uuriti mutatsiooniprotsesse vananevates E. coli kolooniates -
tingimustes, mis vOiksid olla looduslikule bakterite elukeskkonnale vdimalikult
sarnased. Mutatsioonisagedust vananenud koloonias olevates E. coli rakkudes hinnati
Rif-resistentsete mutantide tekke pdhjal. Selgus, et mutatsioonisagedus oli tdusnud 7
pdeva vanustes kolooniates keskmiselt 7 korda vorreldes 1 paeva vanustes kolooniates
olevate rakkude mutatsioonisagedusega (Taddei jt., 1997; Bjedov jt., 2003). Kasvavas
bakterikoloonias tekib olukord, kus koloonia sisemuses olevad bakterirakud on
joudnud statsionaarsesse kasvufaasi, samal ajal kui koloonia pinnal olevad
bakterirakud on eksponentsiaalses kasvufaasis. Koloonia pinnal olevate bakterirakkude
intensiivse metabolismi tttu on bakterikoloonia sisemuses anaeroobne keskkond. Kui
stisinikuallikas kasvukeskkonaast on &ra kasutatud ja metabolism bakterirakkudes
aeglustub, jouab Shuhapnik koloonias olevatesse rakkudesse. Hapniku olemasolu
metaboolselt mitteaktiivsetes rakkudes pohjustab oksiidatiivset stressi. Reaktiivsete
hapnikuiihendite poolt tekitatud DNA kahjustused kutsusvad E. coli rakkudes esile
SOS-vastuse (Taddei jt., 1995), mis omakorda pdhjustab SOS-indutseeritavate DNA
poliimeraaside ekspressioonitaseme tousu. Bjedov jt. (2003), nditasid oma katsetes, et

95% vananevates E. coli kolooniates tekkinud mutatsioonidest sdltusid funktsionaalse
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RecA valgu olemasolust ja 73% SOS-indutseeritava DNA poliimeraas II olemasolust

bakterirakus.

5. 3. SOS-indutseeritavate DNA polimeraaside olulisus bakterite pikaajalisel
ellujéamisel

SOS-indutseeritud DNA poliimeraaside osalust on uuritud ka GASP (Growth
Advantage in Sationary Phase) fenotiiiibi tekkel ja  enamkohastunud
subpopulatsioonide kujunemisel pikka aega vedelso6tmes ndlginud E. coli kultuuris.
Toitainete puudumine kasvukeskkonnas kutsub bakterirakus esile terve rea muutusi,
mille tottu suurem osa rakkudest kogu populatsioonis hukkub. Ellujadnud
subpopulatsioon on vorreldes populatsiooni iilejaidnud rakkudega paremini kohastunud
ebasobivate kasvutingimustega ja saavutavad populatsioonis iilekaalu. Paremini
kohastunud populatsiooni arvukus tduseb seni, kuni toitained kasvukeskkonnast on dra
kasutatud ja seejdrel nende kasv pidurdub. Selles populatsioonis voib jille tekkida
jérgmine subpopulatsioon, mis konkureerib eelmise, vihem kohastunud kultuuri vilja.
Tekivad nn. GASP-i lained. Uurides GASP fenotiilibi tekkepohjuseid leiti, et enamus
mutatsioone asusid rpoS geeni kodeerivas alas, mis véhendasid statsionaarse
kasvufaasi sigma faktori o°-i aktiivsust (Zambrano jt., 1993; Zambrano ja Kolter,
1996).

Yeiser jt. (2000) uurisid E. coli SOS-indutseeritavate DNA poliimeraaside
osalust bakteripopulatsioonide konkureerimisel. Konkurentsi katsetest selgus, et nii
DNA poliimeraas II, IV kui ka V suhtes defektsed E. coli tiived olid vorreldes algse
tiivega madalama konkurentsivoimega ja torjuti algse tiive poolt segakultuurist vilja.
Uksteisega konkureerides olid erinevate DNA poliimeraaside suhtes defektsed tiived
sarnase kohasusega. See ilmneb katsetest, kus selgus, et paljude algselt identsete
segakultuuride kasvatamisel hakkas pooltel juhtudel domineerima iihe ja pooltel

juhtudel teise DNA poliimeraasi suhtes defektne tiivi (Yeiser jt., 2002).
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6. SOS-indutseeritavad DNA poltimeraasid teistes bakterites

6. 1. DNA pol V analoogid teistes bakterites

DNA poliimeraasi V kodeerivaid geene on graam-negatiivsete bakterite puhul
leitud vaid E. coli ja Salmonella typhimurium-i genoomidest. Enamuste graam-
negatiivsete bakterite, sealhulgas ka perekonna Pseudomonas-e esindajate genoom ei
sisalda DNA poliimeraas V kodeerivaid geene, kiill aga on E. coli umuDC homolooge
leitud paljudest suurtest konjugatiivsetest plasmiididest (Kim ja Sundin, 2000).

Taimepatogeen Pseudomonas syringae on oma looduslikus keskkonnas -
taimelehe pinnal ehk fiillosfédris pidevalt eksponeeritud ultraviolettkiirgusele. Kim ja
Sundin (2000) naitasid oma artiklis, et P. syringae plasmiidist pPSR1 leitud rulAB
geene sisaldavat plasmiidi kandvad P. syrigae rakud taluvad UV kiirgust paremini kui
rakud, mis sisaldavad rulAB geenide suhtes defektset plasmiidi. Samuti oli UV
kiirguse poolt indutseeritud mutatsioonide tekkesagedus plasmiidi pPSR1 kandvates P.
syringae rakkudes oluliselt suurem vorreldes P. syringae rakkudega, mis kandsid
rikutud rulAB geene sisaldavat plasmiidi. Mutatsioonisageduse hindamiseks P.
syringae rakkudes jélgiti Rif-resistentsete mutantide teket. Plasmiidist pPSR1 leitud
rulAB geenid sarnanevad DNA jirjestuselt ennustatud aminohappelise jarjestuse
tasemel E. coli umuDC geenidelt ennustatud aminohappelisele jarjestusele vastavalt
30,9 ja 41,5 % ulatuses (Kim ja Sundin, 2000).

E. coli umuDC geenide homolooge on leitud veel Salmonella typhimurium-i
plasmiididest TP110 ja R46 ning 60 mDa virulentsusplasmiidist, E. coli plasmiidist
pKM101, Serratia marcescens-i plasmiidist R471a, Proteus rettgeri plasmiidist
R391(Runyen-Janecky jt., 1999) ja Pseudomonas putida plasmiidist pWWO (Tark,
2003)
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6. 2. SOS-indutseeritavate DNA pollimeraaside osalus patogeensete bakterite
peremeesorganismi  koloniseerimisel toimuvates ja virulentsust tagavates

mutatsiooniprotsessides

Peremeesorganismi koloniseerimisel tuleb patogeensetel bakteritel taluda
erinevaid stressitingimusi: bakterite invasiooni poolt esilekutsud immuunvastust,
toitainete puudust, hiipoksiat ning reaktiivsete hapniku- ja ldmmastikuiihendite voi
antibakteriaalse ravimina peremeesorganismi viidud antibiootikumide olemasolu
kasvukeskkonnas. Ebasobivad keskkonnatingimused indutseerivad bakterirakus SOS
vastuse. Mitmete nii graam-positiivsete kui graam-negatiivsete bakterite genoom
sisaldab replikatiivset DNA poliimeraasi kodeeriva dnaE geeni teist analoogi dnaE2
(Boshoff jt., 2003; le Chatelier jt., 2003; Bruck jt., 2003).

Erinevalt E. coli-st ei ole inimese patogeeni Mycobacterium tuberculosis-e
rakkudes Y perekonda kuuluvate dinP ja dinX geenide poolt kodeeritud DNA
poliimeraaside ekspressioon SOS vastuse poolt indutseeritud (Brooks jt., 2001). Ometi
nditasid Boshoff jt. (2003), et UV kiirguse poolt tekitatud DNA kahjustused
pohjustavad RecA valgust sdltuvalt M. tuberculosis-e rakkudes mutatsioonisageduse
tousu. Ainus DNA poliimeraasi kodeeriv geen, mille ekspressioon oli DNA
kahjustuste poolt indutseeritav, oli C perekonda kuuluva peamise replikatsiooni
labiviiva DNA poliimeraasi kodeeriva geeni dnakE analoogi kodeeriv geen dnaE2. Rif-
resistentsete mutantide teket hinnates selgus, et UV kiirguse poolt indutseeritud
mutagenees M. tuberculosis-e rakkudes soltus funktsionaalse DnaE2 olemasolust.
Samuti soltub DnaE2 olemasolust M. tuberculosis-e rakkudes olulisel maéral

bakteripopulatsiooni virulentsus ja elumus peremeesorganismis (Boshoff jt., 2003).

6. 3. Vigutegevad DNA polimeraasid madala GC sisaldusega graam-positiivsetes
bakterites

DNA replikatsioon gram positiivsetes bakterites, nagu niiteks Bacillus subtilis,
Enterococcus fecalis, Staphylococcus aureus ja Sreptococcus pyogenes, vajab eelpool
E. coli niitel kirjeldatud mudelist erinevalt kahe erineva C perckonda kuuluva

replikatiivse DNA poliimeraasi osalust (le Chatelier jt., 2003; Bruck jt., 2003). Dervyn
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jt. néditasid, et B. subtilis-e rakkudes viib juhtiva DNA ahela siinteesi 1dbi PolC, samas
kui mahajddva DNA ahela siinteesi eest vastutab peamiselt DnaE (Dervyn jt., 2001).
Hiljuti ndidati in vitro katsetes, et nii B. subtilis-e kui ka S pyogenes-e DnaE on
voimelised DNA siinteesil iiletama teatud tiitipi kahjustatud nukleotiide. Mdlema
organismi DnaE v0is DNA kahjustuse iiletamisel tekitada nii asendusmutatsioone kui
ka ithenukleotiidseid deletsioone (le Chatelier jt., 2003; Bruck jt., 2003).

Samuti selgus, et DnaE ekspressiooni tase B. subtilis-e rakkudes sdltub SOS
vastusest bakterirakkudes. Transkriptsioon dnaE geeni promootorilt tousis DNA
kahjustuse korral 3-6 korda (le Chatelier jt., 2003). B. subtilis-e genoomist on leitud ka
E. coli Y perekonda kuuluvate vigutegevate DNA poliimeraaside IV ja V homoloogid.
B. subtilis-e valk YqjH on E. coli Din B valguga 36% ja YqjW E. coli UmuC valguga
26% ulatuses identne. Sung jt. (2003) katsed néitasid, et B. subtilis-e UV tundlikkus
soltub DNA poliimeraasi YqjH olemasolust bakterirakus, samas kui UV-indutseeritud
mutageneesis osalevad nii YqjH kui ka YqjW. Mutatsioonisagedust hinnati His"
prototroofsete  revertantide tekke alusel, mis vdimaldas ndha erinevate
asendusmutatsioonide toimumist B. subtilise rakkudes. Y perekonna DNA
poliimeraasidest sdltuv UV-indutseeritud mutagenees on mdjutatud DnaE ja PolC
hulgast B. subtilis-e rakkudes (le Chatelier jt., 2003). See, kuidas DnaE ja PolC
osalevad B. subtilis-e rakkudes toimuvas UV-indutseeritud mutageneesis, ei ole veel
teada.

Sung ja Yasbin (2002) néitasid, et mutatsioonisagedus B. subtilis-e statsionaarse
faasi rakkudes tduseb aminohapete nilja korral. Statsionaarses kasvufaasis soltus His"
mutantide teke Y perekonna DNA poliimeraasi YqjH olemasolust rakkudes kuid ei
olnud mdjutatud YqjW poolt (Sung jt., 2003). Erinevalt E. coli nélgivates rakkudes
toimuvatest mutatsiooniprotsessidest ei soltu B. subtilis-e statsionaarse kasvufaasis
olevates rekkudes toimuv mutagenees RecA valgu olemasolust bakterirakkudes, vaid
soltub post-eksponentsiaalset diferentseerumist reguleerivate transkriptsioonifaktorite

ComA ja ComK funktsionaalsusest (Sung ja Yasbin, 2002; Sung jt., 2003).
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Materjal ja metoodika

1. S66tmed, bakteritlved ja plasmiidid

To66s kasutatud bakteritiived ning plasmiidid on nédidatud tabelis 3.

Tabel 3. To6s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid.

Bakteritlvi voi
Plasmiid

Genotiiup voi iseloomustus

Allikas

Escherichia coli
TG1

C118 Apir
HBI101

DH5a

SUpE hsdA5 thi A(lac-proAB) F° (traD36 proAB' lacl! lacZAM15)
A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE (Am)
SubE44 subF58 hsdS3(rg” mp") recA13 proA2 lacY1 galK2 rsp20 xyl-5 mt1-1
SupE44 AlacU169(f80 lacZAM15) recAl endAl hsdR17 thi-1 gyrA96 relAl

Pseudomonas putida

PaWsg5
PaW85 dinB::tet
PaW85 recA::tet

Plasmiidid
pBluescript KS(+)
pGP704L
pKT240

(1983)

pPRITT
pPU1930
pKSpheAS6+A

pPUpheAS56+A

pKTpheAS6+A

pKTpheA22TGA
pKTpheA22TAA
pKTpheA22TAG
pKSdinB
pKSdinB::tet
pGP704dinB::tet
pKSrecA
pKSrecA::tet
pGP704recA::tet
pRK2013

pKSATGdinB

Tn4652
DNA poliimeraas IV suhtes defektne P. putida tiivi
RecA valgu suhtes defektne P. putida tiivi

Kloneerimisvektor (Ap")
Homoloogiliseks rekombinatsiooniks kasutatav plasmid (Ap")
Keskmise koopiaarvuga laia peremeesringi kloneerimisvektor (Ap’, Km")

Single-copy broad-host-range vector (Cm"; Amp")

pUC19 mis sisaldab konstitutiivse promootoriga pheA geeni

pBluescript KS(+) kuhu on EcoRYV saiti inserteeritud PCR-I abil

amplifitseeritud pheA jarjestus kuhu on inserteeritud A nukleotiid

Segment pheA geeni jérjestusest, mis on kloneeritud plasmiidi pPU30

Xbal-Bcll fragmendina plasmiidist pKSpheA56+A, et asendada originaal pheA
jérjestus

Mutantne pheA geen, mis on transkribeeritud konstitutiivse promootori alt
kloneerituna Sacl-Pvull fragmendina plasmiidist pPUpheAS56+A plasmiidi
pKT240

Mutantne pheA geen plasmiidis pKT240, kus aminohapet Leu kodeeriva koodoni
CTG asemel asub pheA geeni 22 positsioonis stoppkoodon TGA

Mutantne pheA geen plasmiidis pKT240, kus aminohapet Leu kodeeriva koodoni
CTG asemel asub pheA geeni 22 positsioonis stoppkoodon TAA

Mutantne pheA geen plasmiidis pKT240, kus aminohapet Leu kodeeriva koodoni
CTG asemel asub pheA geeni 22 positsioonis stoppkoodon TAG

pBluescript KS(+), mis sisaldab PCR-ga amplifitseeritud P. putida dinB geeni
kloneerituna ECORV-ga avatud vektorisse

Tet" geen plasmiidist pPBR322, mis on inserteeritud Van91-ga avatud dinB geeni keskele

plasmiidis pKSdinB

Plasmiid pGP704 L, kuhu on kloneeritud Acc65-Xbal fragmendina dinB::tet jérjestus

plasmiidist pKSdinB::tet

pBluescript KS(+), mis sisaldab PCR meetodiga amplifitseritud P. putida recA geeni

restriktaasiga ECORV avatud vektoris

Tet" geen plasmiidist pPBR322, mis on kloneeritud restriktaasiga BclI avatud recA geeni

keskele plasmiidis pKSrecA

Plasmiid pGP704 L, kuhu on kloneeritud Xbal-Ecl1361I fragmendina recA::tet jérjestus

plasmiidist pKSrecA::tet
Abiplasmiid pGP704 L konjugatsioonil

pBluescript KS(+), mis sisaldab PCR meetodil amplifitseeritud P. putida dinB geeni
jarjestust alates ATG initsiaator koodonist koneerituna restriktaasiga ECORV avatud

vektorisser

Carter jt. (1985)
Herrero jt. (1990)
Boyer jt. (1969)
Invitrogen

Bayley jt. (1977)
Kéesolev t66
Kéesolev t66

Stratagene
Pavel jt. (1994)
Bagdasarjan jt.
Santos jt. (2001)
Nurk jt.,
Kiesolev t66

Kéesolev t66

Kéesolev t66

Kéesolev t60
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Kéesolev t66
Figurski ja

Helinski (1979)
Kéesolev to6
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Tabel 3. (Jarg) Toos kasutatud bakteritiived ja plasmiidid (Tabel algab lk. 25).

Bakteritlvi voi Genotiiup voi iseloomustus Allikas

Plasmiid

pBRlacltac Ekspressioonivektor, sisaldab Ptac promootorit ja lacl? repressorvalku kodeerivat geeni ~ Ojangu jt., 2000
plasmiidis pBR322

pBRlacltacdinB ~ dinB plasmiidist pPKSATGdinB kloneerituna PstI-Acc651 fragmendina plasmiidi Kiesolev t60
pBRlacltac

p9TTlacltacdinB  dinB ekspressiooni kassett plasmiidist pBRlacltacdinB kloneerituna Nhel-Acc651 Kéesolev t66
fragmendina restriktaasidega Xbal ja Acc65I avatud vektorisse pPROTT

pREP4 Lacl repressorvalku ekspresseeriv plasmiid QIAGEN

pKTlacl Lacl repressorit kodeeriv geen plasmiidist pREP4 kloneerituna restriktaasiga Ecl13611  Kéesolev t66
avatud plasmiidi pKT240

pBR322 koneerimisvektor (Tet", Ap") Stratagene

pTetKS Promootoriga tetratsiikliini resistentsusgeen plasmiidist pPBR322 kloneerituna plasmiidi Kéesolev t66
pBluescript KS(+)

Taisso6tmena kasutasime LB soddet (Miller, 1972). Minimaalsé6tmed valmistasime
M9 baasil (Adams, 1959). Minimaalsddde sisaldas lisaks M9-le veel mikroelementide
lahust (2,5 ml/l) (Bauchop ja Elsden, 1960) ja siisinikuallikana kas gliikoosi
16ppkontsentratsiooniga 10 mM vdi fenooli 1dppkontsentratsiooniga 2.5 mM.
Tardso6tme valmistamiseks lisasime so6tmele agarit 1,5 g/1.

Plasmiidide ja katkestusmutantide selektsiooniks kasutasime antibiootikume
jargmise loppkonsentratiooniga: E. coli puhul ampitsilliini (Amp) (0,1 mg/ml), P.
putida puhul karbenitsilliini (Cb) (1-3 mg/ml), klooramfenikooli (Cm) (1,5-3 mg/ml)
ja tetratsiikliini (Tet) (0,08 mg/ml) ning nii E. coli kui ka P. putida puhul kanamiitsiini
(Km) (0,05 mg/ml).

P. putida rakke kultiveerisime 30° C juures, E. coli tiivesid 37° C juures.

Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

2. Testslisteemide konstrueerimine

Uhenukleotiidsete deletsioonide detekteerimiseks konstrueerisime testsiisteemi,
kus tekitasime pheA geeni kodeerivasse alasse +1 raaminihkemutatsiooni. Selleks
lisasime fenooli monooksiigenaasi 56. positsioonis asuvasse treoniini kodeerivasse
koodonisse ACC iithe A nukleotiidi nii, et tekkis jirjestus AACC (joonis 4). Selleks
amplifitseerisime PCR meetodil pheA geeni fragmendi plasmiidist pPU1930 (Nurk jt.,
1991) (Tabel 4).
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Tabel 4. Toos kasutatud praimerid

Nimi Jérjestus Seondumiskoht

pheAup 5-AAGGCGCTCCCGTAAGACA-3' komplementaarne pheA geeni kodeerivast
alast positsioonides -40 kuni -22 aluspaari iilespoole
jadva DNA regiooniga

pheA56+A 5'-GGTGATCATAATGTTGCTAATGCCCT komplementaarne pheA geeni stardikoodonist

GGGTTCGACAGGAACATTGCTGCG-3' ATG allapoolejddva alaga positsioonis 147

kuni 195 aluspaari

pheA22T GA 5'-CGCTTCACCCATCATCAAAAATGACG CTA-3" komplementaarsed pheA geeni translatsiooni
stardikoodonist ATG 42 kuni 71 aluspaari
allapoole jadva DNA regiooniga

pheA22TAA 5'-CGCTTTACCCATCATCAAAAATGACG CTA-3" komplementaarsed pheA geeni translatsiooni
stardikoodonist ATG 42 kuni 71 aluspaari
allapoole jadva DNA regiooniga

pheA22TAG 5'-CGCTCTACCCATCATCAAAAATGACG CTA-3" komplementaarsed pheA geeni translatsiooni
stardikoodonist ATG 42 kuni 71 aluspaari
allapoole jadva DNA regiooniga

pheAts 5'-GTTCATGGGGGACTGCTTC-3' paardub pheA geenis alaga positsioonides 295
kuni 313 nukleotiidi allapoole translatsiooni
stardikoodonist ATG

tetOc 5'-ATGACGATGACCGCATTATT-3' seondub tet geenile positsioonis 1-20, suunaga
geenist algusest vilja

dinBRev 5'-GCGGATCCAGGCGTGCATTATTAG-3' komplementaarne dinB geeni stoppkoodoni
regiooniga, suunaga geeni sisse

dinBFw 5-GGCCTTTTCTCGAATCTGGTTGCG-3' komplementaarnre dinB geeni ATG
piirkonnaga, suunaga geeni sisse

dinBNde 5-CATATGTCCTTGCGCAAGATCATCCA-3 komplementaarne alaga -3 kuni +23
nukleotiidi dinB geeni initsiaatorkoodoni
ATG suhtes

RecAFw 5'-AACAAGAAGCGCGCCTTGGTC-3' komplementaarne recA geeni

initsiaatorkoodonist ATG -66 kuni
-45 nukleotiidi iilespoole jadva DNA
regiooniga

RecARev 5'-ATCAGCTTCAGCAGCAGCAGCTT-3' paardub translatsiooni stopkoodonist 37 kuni
60 nukleotiidi allapoole jddva alaga

PCR reaktsiooniks kasutasime praimerit pheAup, mis on komplementaarne pheA
geeni kodeerivast alast positsioonides -40 kuni -22 aluspaari iilespoole jddva DNA
regiooniga, ja pheAS5S6+A, mis paardub alaga, mis jadb pheA geeni translatsiooni
stardikoodonist ATG allapoole positsioonides 147 kuni 195 aluspaari.
Amplifitseeritud DNA fragmendi kloneerisime restriktaasiga ECORV avatud vektorisse
pBluescript KS(+). Saadud plasmiidi nimetasime pKSpheA56+A. A nukleotiidi
insertsiooni tulemusena kadus pheA kodeerivas jérjestuses restriktaasi Sall 16ikesait.
+1 raaminihkemutatsiooni olemasolu plasmiidis pKSpheAS6+A asuvas pheA geeni
fragmendis kontrollisime DNA sekveneerimisega. Edasi kloneerisime plasmiidist
pKSpheAS56+A vilja 1digatud +1 raaminihke mutatsiooni kandva fragmendi
restriktaaside Xbal ja BclI abil plasmiidi pPU1930, asendades Xbal ja Bcll 16ikesaitide

vahelise algse DNA jérjestuse mutatsiooni kandva DNA jérjestusega. Saadud
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plasmiidi nimetasime pPUpheAS5S6+A. Mutatsiooni sisaldava plasmiidi pPU1930
derivaadi tegime kindlaks Sall 16ikesaidi puudumise alusel pheA geenis. Plasmiidist
pPUpheAS56+A viisime restriktaasidega Sacl ja Pvull 16igatud fragmendi, mis sisaldas
konstitutiivselt ekspresseeritava promootori kontrolli all oleva +1 insertsiooniga pheA
geeni, samade ensiiimidega avatud laia peremeesringiga vektorisse pKT240. Selle

tulemusel saime plasmiidi pKTpheAS56+A.

TTCCTGTCGAACCCAGGGCATT pKTpheA56+A
TTCCTGTCGACCCAGGGCATT  original

P pheAd

GATGATGGGCTGAGCGCAACTG original

GATGATGGGTAGAGCGCAACTG pKTpheAzzTAG
GATGATGGGTAAAGCGCAACTG pKTpheA22TAA
GATGATGGGTGAAGCGCAACTG pKTpheA22TGA

Joonis 4. P. putida rakkudes toimuvate iithe nukleotiidsete deletsioonide (plasmiid
pKTpheA56+A) ja erinevate asendusmutatsioonide (plasmiidid pKTpheA22TAG,
pKTpheA22TAA ja pKTpheA22TGA) detekteerimiseks konstrueeritud testsiisteemid.
Joonisel on ndidatud fragment fenooli monooksiigenaasi kodeeriva pheA geeni algsest
jarjestusest ja selle mutantsetest variantidest erinevates testsiisteemides. P téhistab

testslisteemides pheA geeni ees olevat konstitutiivselt transkribeeritavat promootorit.

Asendusmutatsioonide detekteerimist ja uurimist vdoimaldavate testsiisteemide
(Joonis 4) konstrueerimisel kasutasime kaheastmelist PCR meetodit. Lasime
siinteesida praimerid pheA22TGA, pheA22TAA ja pheA22TAG, mis sisaldasid
erinevaid mutatsioone pheA geenis, asendades fenooli monooksiigenaasi 22.
positsioonis asuvat leutsiini kodeeriva koodoni CTG kolme erineva translatsiooni
stoppkoodoniga TGA, TAA voi TAG. Asendusmutatsioone sisaldavad praimerid olid
komplementaarsed pheA geeni translatsiooni stardikoodonist ATG 42 kuni 71
aluspaari allapoole jadva DNA regiooniga. Esimese PCR reaktsiooni viisime 14bi
kasutades praimerit pheAup ja sellel vastaspraimeritena praimereid pheA22TGA,

pheA22TAA vdi pheA22TAG. Selleks, et eemaldada esimese reaktsiooni jargsed
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praimerid PCR-i segust, viisime l&bi Exol tdo6tluse. Puhastatud PCR produkti
kasutasime teises PCR reaktsioonis iihe praimerina. Vastaspraimeriks oli pheAts, mis
paardub pheA geenis alaga positsioonides 295 kuni 313 nukleotiidi allapoole
translatsiooni stardikoodonist ATG. Amplifitseeritud DNA fragmendid kloneerisime
restriktaasiga ECORV avatud vektorisse pBluescript KS(+). Mutatsioonide olemasolu
amplifitseeritud DNA  fragmentides kontrollisime DNA  sekveneerimisega.
Kloneerimise jérgmistel etappidel kasutasime sama strateegiat kui eelpool kirjeldatud
raaminihkemutatsioonide detekteerimiseks konstrueeritud testsiisteemi pKTpheA56+A
puhul. Saadud translatsiooni stoppkoodoneid sisaldavaid testsiisteeme kandvad

plasmiidid said nimetuse pKTpheA22TGA, pKTpheA22TAA ja pKTpheA22TAG.

3. P. putida DNA polimeraas IV ja RecA suhtes defektsete tlvede
konstrueerimine

dinB ja recA geenide nukleotiidse jarjestuse leidsime P. putida tiive KT2440
(geneetiliselt identne tiivega PaW85) genoomi andmebaasist (www.tigr.org.). dinB
geeni amplifitseerisime PCR meetodil P. putida tiive PaW85 genoomselt DNA-It,
kasutades praimereid dinBFw ja dinBRev. Praimerid dinBFw ja dinBRev seonduvad
vastavalt dinB geeni initsiaatorkoodonist ATG -518 kuni -496 aluspaari iilespoole
jaddava DNA regiooniga ja stoppkoodonist TGA 24 kuni 47 nukleotiidi allapoole jédva
piirkonnaga. Amplifitseeritud dinB geeni sisaldava DNA fragmendi kloneerisime
restriktaasiga ECORV avatud vektorisse pBluescript KS(+). Saadud plasmiid sai
nimetuse pKSdinB. dinB geeni katkestamiseks kloneerisime plasmiidist pBR322
restriktaaside ECORI ja Van91I abil 16igatud tetratsiikliini resistentsusgeeni sisaldava
fragmendi restriktaasiga Van91l avatud dinB geeni keskele plasmiidis pKSdinB.
Restriktsioonil tekkinud kleepuvad iiksikahelalised DNA otsad tditsime Klenowi
poliimeraasi abil. Saadud plasmiidist pKSdinB::tet viisime restriktaaside Acc65I ja
Xbal abil 16igatud ligikaudu 2,3 kb suuruse tet geeniga katkestatud dinB geeni
sisaldava fragmendi samade ensiiimidega avatud plasmiidi pGP704L. Saadud
plasmiidi pGP704dinB::tet abil asendasime homoloogilise rekombinatsiooni teel P.
putida tiives PaW85 funktsionaalse dinB geeni katkestatud geeniga. Selleks viisime

plasmiidi pGP704dinB::tet, mis replitseerub vaid E. coli tives CCI118 Apir,
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konjugatsiooni teel P. putida tiive PaW85 rakkudesse, kus see plasmiid ei replitseeru.
dinB geeni katkestust tiives PaW85 dinB::tet kontrollisime PCR-i abil.

recA geeni suhtes defektse P. putida tiive konstrueerimiseks amplifitseerisime
PCR meetodil P. putida tiive PaW85 genoomselt DNA-It recA geeni, kasutades
praimereid RecAFw ja RecARev. RecAFw on komplementaarne recA geeni
initsiaatorkoodonist ATG -66 kuni -45 nukleotiidi tilespoole jddva DNA regiooniga,
RecARev paardub translatsiooni stopkoodonist 37 kuni 60 nukleotiidi allapoole jadva
alaga. Amplifitseeritud recA geeni sisaldava DNA fragmendi kloneerisime
restriktaasiga ECORV avatud vektorisse pBluescript KS(+). Saadud plasmiidi
nimetasime pKSrecA. Plasmiidist pBR322 restriktaasidega ECORI ja Van91I tekitatud
ligikaudu 1,3 kb suuruse tetratsiikliini resistentsusgeeni sisaldava fragmendi
kloneerisime restriktaasiga Bcll avatud recA geeni keskele plasmiidis pKSrecA.
Restriktsioonil tekkinud kleepuvad iiksikahelalised DNA otsad tditsime Klenowi
reaktsiooniga. Saadud plasmiidist pKSrecA::tet viisime restriktaaside Ecl 13611 ja Xbal
abil 1digatud tetratsiikliini resistentsusgeeniga katkestatud recA geeni sisaldava
fragmendi samade ensiiimidega avatud plasmiidi pGP704L, mille tulemusena saime
plasmiidi pGP704recA::tet. Saadud plasmiidi pGP704recA::tet kasutades asendasime
homoloogilise rekombinatsiooni teel P. putida tiives PaW85 funktsionaalse recA geeni
katkestatud geeniga iilalkirjeldatud meetodi abil. recA geeni katkestust tiives PaW85
recA::tet kontrollisime PCR-i abil. Samuti virdlesime recA geeni suhtes defektse P.
putida tiive ja algse tiive UV kiirguse taluvust Milleri meetodil (Miller, 1992).

4. P. putida dinB geeni lleekspressioon

Selleks, et konstrueerida plasmiid, millega oleks vdimalik bakterirakkudes
iileekspresseerida DinB valku, amplifitseerisime ilma regulatoorse alata dinB geeni
alates translatsiooni stardikoodonist ATG kuni stoppkoodonini TAA PCR meetodil P.
putida kromosomaalselt DNA-It. PCR reaktsioonis kasutasime praimereid dinBRev ja
dinBNde, mis on komplementaarne alaga positsioonides -3 kuni +23 nukleotiidi dinB
geeni initsiaatorkoodoni ATG suhtes. Amplifitseeritud DNA fragmendi kloneerisime
restriktaasige ECORV avatud vektorisse pBluescript KS(+). Valisime konstrukti, kus

dinB geen oli vektorisse kloneerunud vastassuunaliselt lac promootorilt l1dhtuvale
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transkriptsioonile. Saadud plasmiidi nimetasime pKSATGdinB. Kasutades vektori
pPKSATGdinB multikloneerimisjérjestuses olevaid ensiilimide PstI ja Acc651
16ikesaite, kloneerisime dinB geeni sisaldava fragmendi samade ensiitimidega avatud
vektorisse pBRlacltac nii, et transkriptsioon dinB geenilt oli kontrollitud Piac
promootori ja plasmiidis pBRlacltac asuva lacl geeni poolt kodeeritud repressorvalgu
poolt. Saadud plasmiidi nimetasime pBRlacltacdinB. Selleks, et dinB geeni P. putida
rakkudes tileekspresseerida, kloneerisime ekspressioonikasseti restriktaaside Nhel ja
Acc651 fragmendina restriktaasidega Xbal ja Acc651 avatud iihekoopialisse laia
peremeesringiga  plasmiidi pPROTT. Selle tulemusena saime plasmiidi
p9TTlacltacdinB. Kuna transkriptsioon plasmiidis p9TTlacltacdinB asuvalt dinB
geenilt ei olnud tdielikult represseeritud ja seda plasmiidi kandvad P. putida rakkud ei
olnud eluvoimelised, viisime selleks, et parssida plasmiidselt dinB geenilt toimuvat
transkriptsiooni P. putida rakkudes mitteindutseeritud tingimustes repressorvalku
kodeerivat lacl geeni sisaldava plasmiidi pKTlacl. Plasmiidi pKTlacl
konstrueerimiseks  kloneerisime plasmiidist pREP4 (QIAGEN) lacl geeni
restriktaaside Eca471ll ja Smal fragmendina restriktaasiga Ecl1361l avatud vektorisse
pKT240. dinB geeni iileekspressiooni mdju uurimiseks E. coli rakkudes kasutasime
konstrukti pBRlacltacdinB. P. putida rakkudesse viisime eelnevalt repressorvalku
kodeerivat lacl geeni sisaldava plasmiidi pKTlacl ja alles seejdrel dinB geeni
ileekspressioonikonstrukti  p9TTlacltacdinB. dinB  geeni ekspressioonitaseme
tostmiseks lisasime 35-le sOltumatule 1,5 ml LB vedelsootmes eksponentsiaalselt
kasvavale bakterikultuurile 1 mM isopropiiiil-B-tiogalaktopiiranosiidi (IPTG). Parast
IPTG lisamist kasvatasime baktereid veel 6 tundi ja plaatisime seejirel
bakterikultuurist 0,1 ml rifampitsiini (Idppkonsentratsiooniga 100 pg/ml) sisaldavatele
LB tassidele. Rifampitsiini tassidele ilmunud kolooniaid lugesime 24 tundi peale
rakkude plaatimist. Rif” mutantide tekkesageduse arvutasime 10° bakteriraku kohta.
Negatiivseks kontrolliks kasutasime E. coli puhul vektorplasmiidi pBRlacltac ja P.
putida puhul ilma IPTG lisamiseta kasvanud plasmiidi p9TTlacltacdinB sisaldavaid
rakke.
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5. Phe" mutantideisoleerimine

Selleks, et uurida DinB ja RecA osalust nilgivas bakterikultuuris toimuvates
mutatsiooniprotsessides, plaatisime erinevaid testsiisteeme sisaldavaid P. putida rakke
fenooli ainsa C-allikana sisaldavale tards6otmele. Kasvatasime geeni pheA
funktsionaalsuse taastamisel pohinevaid testsiisteeme kandvaid P. putida rakke LB
vedelsootmes iiledd 30°C juures tiheduseni 10°-10° rakku ml-s. 1 ml-st iile6d
kasvanud rakukultuurist tsentrifuugisime bakterirakud kokku 30 s jooksul firma
“Eppendorf”  lauatsentrifuugiga  “MiniSpin”  maksimumpoddretel  (suhteline
tsentrifugaaljoud 12100 x g). Koik tsentrifuugimised antud t60s teostasime samadel
tingimustel. Seejirel pesime rakke 1 ml 1 x M9 lahusega, tsentrifuugisime uuesti ja
suspendeerisime  ligikaudu 100 pl-s  1xM9 lahuses. Rakud plaatisime
minimaaltassidele, mis sisaldasid ainsa siisinikuallikana fenooli (2,5 mM) ja plasmiidi
selektsiooniks vajaliku antibiootikumi (Cb).

Mutantide akumuleerumist selektiivtassidele jélgisime viieteistkiimne jargneva
péeva jooksul peale rakkude plaatimist. Kasvavas kultuuris plaatimise eelselt tekkinud
Phe" mutandid ilmusid tassidel nihtavale teisel pieval. Hilisematel pievadel tassidele
ilmunud Phe" kolooniate puhul olid mutatsioonid tekkinud siisinikunilja tingimustes

fenooli minimaaltassidel olevates rakkudes (Kasak jt., 1997).

6. DNA polimeraas |V ja RecA suhtes defektsete tlivede elumuse
maar amine fenooli minimaaltassidel

Erinevate P. putida tiivede elumuse maédrasime samadelt fenoolitassidelt, millel
jalgisime ka Phe” revertantide akumuleerumist. Selleks 1dikasime 1 ml pipetiotsikuga
tiki fenooli minimaaltassi sootmest, viltides tassile tekkinud Phe” kolooniaid.
Bakterirakud eemaldasime agarsdotmetiikilt, loksutades seda 1 ml-s 1 x M9 lahuses.
Saadud rakususpensioonist plaatisime 10* v&i 10° kordse lahjenduse LB tassile.
Elusrakkude arvu maédrasime vdhemalt viiest sOltumatust sama tiive nélgivast

bakterikultuurist.
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7. DNA sekveneerimine

Fenooli minimaaltassidele ilmunud Phe revertantides pheA geenis tekkinud
mutatsioonid identifitseerisime DNA sekverneerimisel, kasutades firma “Amersham”
automaatsekvenaatorit MegaBace 1000. Eeldatavat mutatsiooni sisaldava, ligikaudu
390 aluspaarise regiooni amplifitseerisime PCR meetodil, kasutades praimereid
pheAup ja pheAts (Tabel 4). DNA sekveneerimiseks votsime ligikaudud 0,5 pg PCR-i
produkti ja kasutasime praimerit pheAup vOi pheAts (5 pmol). Sekveneerimiseks
vajalikud proovid valmistasime DYEnamic'” ET Terminator Cycle Sequencing

reaktiividega (Amersham Pharmacia Biotech Inc).

8. PCR

PCR reaktsiooni teostasime bakterisuspensioonist. PCR toimus mahus 25 pl.
Reaktsioonisegu sisaldas PCR-i puhvrit (10 kordse puhvri koostis oli: 750 mM Tris-
HCI1 (pH 8,8); 200 mM (NH4),SO4; 0,1% Trtiton-X 100; 5% Ficoll 40; 10 mM
tartrasiin); 6 mM MgCly; 0,2 mM dNTP-d ja 0,5 iihikut firma “Fermentas” Taq DNA
poliimeraasi. Praimeritena kasutatud oligonukleotiidid (10 pmol reaktsiooni kohta) on
toodud Tabelis 4. PCR-i teostasime firma “Biometra” PCR-i masinaga. PCR-i viisime
1abi jargmistes tingimustes: DNA denaturatsioon 96° C juures 1 minut, praimeri
paardumine 54-56° C juures 30 sekundit, DNA siintees 72° C juures 1-2 minutit,
olenevalt amplifitseeritava fragmendi pikkusest, kokku 25 tsiiklit (Saiki, 1986; Palmer,
1995).

9. Transfor matsioon

Transformatsiooniks kasvatasime E. coli rakke LB-puljongis optilise tiheduseni
0,2-0,5 (mdddetud spektrofotomeetriliselt lainepikkusel A 580 nm). Tsentrifuugisime
rakud pdhja ning eemaldasime supernatandi. Seejérel suspendeerisime rakud 500 pl
transformatsioonilahuses I, mis sisaldab 10 mM NaOAc, 50 mM MnCl; ja 5 mM
NaCl, pH 5.6-6. Seejdrel tsentrifuugisime rakud pdohja ning suspendeerisime 40 pl
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transformatsioonilahuses II, mis sisaldab 10 mM NaOAc, 70 mM CaCl,, 5 mM MnCl,
ja 5% gliitserooli, pH 5,6-6. Rakke hoidsime jéil ja tsentrifuugimised teostasime 4°C
juures. Transformatsiooniks kasutasime ligikaudu 100 ng DNA-d. Peale DNA lisamist
hoidsime rakke 30 min jdil, seejirel viisime 5 minutiks 37° C juurde ning pérast seda
hoidsime veel 2 min jédl. Siis lisasime rakkudele 1,5 ml LB-soddet ja kasvatasime
rakke 1 tund 37° C loksutil. Seejirel tsentrifuugisime rakud so66tmest pohja ja

plaatisime selektiivplaadile.

10. Bakterite elekropor atsioon

P. putida rakkude elektroporatsioonil kasutasime Sharma ja Schimke (1996)
meetodit. Retsipienttiive rakke kasvatasime YENB-so6tmes (0,75% “Bacto yeast
extract”; 0,8% “Bacto nutrient broth”) optilise tiheduseni 1-1,5, modddetuna
lainepikkusel 580 nm. Rakud tsentrifuugisime sootmest vilja, pesime kaks korda
destilleeritud veega ja iihe korra 10%-se gliitserooliga. Seejérel suspendeerisime rakud
50 pl 10%-ses gliitseroolis.

Rakkudele lisasime ligikaudu 100 ng vees lahustatud plasmiidset DNA-d.
Seejarel  pipeteerisime  rakud =~ jddl  jahutatud  elektroporatsioonikiivetti.
Elektroporatsiooni teostasime firma “BioRad” elektroporaatoriga “E. coli Pulser”
pingel 2500 V. Peale elektroporatsiooni viisime rakud 1,5 ml LB-s66tmesse ja
kasvatasime ligikaudu tund aega loksutil 37 °C juures. Seejirel tsentrifuugisime rakud

s00tmest vilja ja plaatisime selektiivplaatidele.

11. Bakteriteristamine

Ristamiseks kasvatasime LB-so6tmes iile6d doonortiive E. coli CC118 Apir, mis
sisaldas kas plasmiidi pGP704dinB::tet vdi pGPrecA::tet, retsipienttiive P. putida
PaW85 ning helperplasmiidi RK2013 sisaldavat E. coli tive HB101. Lahjendasime
kultuuri tiheduseni ODsgy 0,1 ja kasvatasime 3-5 tundi. Seejdrel segasime kokku
vOrdse koguse igast bakterikultuurist ja pipeteerisime ligikaudu 100 pl

bakterikultuuride segu LB tassile. Rakke kasvatasime iileddé 30°C juures. Uledd
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kasvanud kultuurist tsentrifuugisime rakud pohja, suspendeerisime 1 ml 1x M9 lahuses

ja plaatisime 100 pl suspensiooni selektiivtassidele.

12. Plasmiidse DNA eraldaminejarestriktsioonanaltiis

Plasmiidse DNA eraldamiseks tsentrifuugisime 4 ml-st {ile66 LB vedels66tmes
kasvanud bakterikultuurist rakud pdhja lauatsentrifuugiga 30 sekundi jooksul. Rakud
suspendeerisime 300 pl-s SET puhvris (10% sahharoos; 50 mM EDTA; 50 mM
TrisHCI; pH 8,0). Rakususpensioonile lisasime 50 pl liisotsiitimilahust (20 mg/ml),
segasime ja hoidsime 3 minutit toatemperatuuril. Seejérel lisasime 300 pl TET lahust
(1% Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM TrisHCI; pH 8,0), segasime ja
kuumutasime 3 minutit 96° C juures. Liiiisunud bakterirakkude kestade ja kromosoomi
kompleksi tsentrifuugisime pdhja 15 minuti jooksul. Sademe eemaldasime tikuga ja
DNA sadestamiseks lisasime lahusele 800 pl isopropanooli. Peale segamist
tsentrifuugisime lahust lauatsentrifuugiga 5 minuti jooksul. Eemaldasime vedeliku ja
lahustasime sademe 150 pl-s RNaasi sisaldavas vesilahuses (20 mg/ml) ning hoidsime
RNA degradeerimiseks ligikaudu 30 minutit toatemperatuuril. Pérast seda
ekstraheerisime DNA-d sisaldavat lahust fenooli ja kloroformiga. Plasmiidse DNA
sadestasime 1/10 mahu 5 M NaCl juuresolekul 2,5 mahu 96%-lise etanooliga ning
tsentrifuugisime 10 minutit 14000 p/min. DNA-sadet pesime 75%-lise etanooliga ning
lahustasime 30-60 I Milli-Q vees.

Geelelektoforeesiks lisasime 0,5-1 pg-le DNA-le 0,04%-list broomfenoolsinise
lahust 50%-ses gliitseroolis, 20 pl proovi kohta 5 pl. Proovi kandsime horisontaalsele
etiidiumbromiidi (10 mg/ml) sisaldavale 1%-sele agaroosgeelile TAE-puhvris (50 mM
Tris-atsetaat; 1| mM EDTA; pH 8,2). Elektroforees toimus toatemperatuuril. Geeli
pildistasime ultraviolettvalguses.

Plasmiidse DNA restriktsiooniks kasutasime firma “Fermentas” ensiiiime.
Reaktsioonid viisime l&bi tingimustel, mis olid ette ndhtud vastavaid restriktaase
tootva firma kataloogis. Pédrast reaktsiooni toimumist lisasime restriktsioonisegule
broomfenoolsinise lahust 50%-lises gliitseroolis ning kandsime proovid agaroosgeelile

(1% agaroosgeel TAE-puhvris).
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Tulemused

Mutatsiooniprotsessid nélgivates bakterirakkudes voivad olla soodustatud nii
reparatsioonisiisteemide t60 efektiivsuse languse kui ka vigutegevate DNA
poliimeraaside ekspressiooni ja funktsionaalsuse tousu tottu. Meie to06grupis uuritakse
mullabakteris P. putida toimuvaid mutatsiooniprotsesse. Uheks eesmirgiks on vilja
selgitada, kuidas osaleb P. putida rakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides dinB
geeni poolt kodeeritud vigutegev DNA poliimeraas IV. Tulemused, mis on kéesolevas
magistritdos esitatud, on avaldatud artiklis Radi Tegova, Andres Tover, Kairi
Tarassova, Mariliis Tark and Maia Kivisaar: Involvemnt of Error-Prone DNA
Polymerase Pol IV on Stationary Phase Mutagenesis in Pseudomonas putida (2004). J.
Bacteriol. 186(9):2735-44

1. P. putida DNA polimeraas |V homoloogi identifitseerimine

Analiitisides P. putida tiive KT2440 (geneetiliselt identne tiivega PaW85)
genoomi (www.tigr.org) leidsime sealt geeni, mille nukleotiidne jérjestus on 50%
ulatuses identne E. coli DNA polimeraas IV kodeeriva geeni jérjestusega.
Kirjandusest on teada, et DinB on vigutegev DNA poliimeraas, mis pohjustab
kasvavates E. coli rakkudes nii -1 raaminihkemutatsioonide kui ka
asendusmutatsioonide tekkesageduse tousu. Selleks, et selgitada vilja, kas meie poolt
leitud dinB geen kodeerib tdesti vigutegevat DNA poliimeraasi, otsustasime DinB
valku nii P. putida kui ka E. coli rakkudes iileekspresseerida ja jdlgida, kas DinB
iileekspressioon pdhjustab bakterirakkudes mutatsioonisageduse tousu. Selleks
amplifitseerisime P. putida tive PaW85 kromosoomist dinB geeni ja kloneerisime
selle plasmiididesse pPRITT (Santos jt., 2001) ja pBRlacltac (Ojangu jt., 2000) nii, et
dinB geen jadb IPTG-ga indutseeritava Py promootori kontrolli alla. IPTG lisamine
vastavaid  plasmiide  sisaldavatele  bakterikultuuridele = pdhjustab  DinB
ekspressioonitaseme tousu. pPBR322 baasil konstrueeritud plasmiidiga pBRlacltacdinB
oli vdimalik hinnata DinB {ileekspressiooni mdju mutatsioonisagedusele E. coli
rakkudes. DinB {ileekspressiooni jaoks P. putida rakkudes valisime laia

peremeesringiga plasmiidi pPRITT. Hindasime P. putida DinB valgu iileekspressiooni

36



poolt pohjustatud mutatsioonisageduse tousu nii E. coli kui ka P. putida rakkudes,
modtes mutatsioonisagedust rpoB geenis. rpoB geen kodeerib RNA poliimeraasi 3
subiithikut ja asendusmutatsioonid rpoB  geenis vdimaldavad bakteritel hakata
kasvama rifampitsiini sisaldaval s66tmel. Selgus, et P. putida DinB iileekspressioon
plasmiidi pBRlacltacdinB sisaldavates E. coli kasvava kultuuri rakkudes pohjustas
ligikaudu 60-ne kordse Rif mutantide tekkesageduse tdusu vorreldes
kontrollplasmiidi pBR lacltac sisaldavate E. coli rakkude Rif’ mutantide
tekkesagedusega (Joonis 5). Viies DinB valku iileekspresseeriva plasmiidi
p9TTlacltacdinB P. putida rakkudesse, ei olnud need eluvoimelised ka siis, kui IPTG-
d polnud s66tmesse lisatud. Seetdttu oletasime, et Py promootor ei olnud Lacl poolt
taielikult represseeritud ja mingil tasemel toimus transkriptsioon plasmiidselt dinB
geenilt, mistottu ekspresseeriti rakkudes iileméddra DinB valku. Selektiivtassidele
tekkinud kolooniad olid véikesed ja kolooniatest voetud rakke ei olnud voimalik edasi
kultiveerida. On vdimalik, et sellisel tasemel DNA poliimeraas IV hulk P. putida
rakkudes inhibeeris bakterite kasvu ja surmas rakud. Selleks, et Piyc promootorilt
lahtuvat  transkriptsiooni tdielikult represseerida olukorras, kus induktorit
kasvukeskkonda ei ole lisatud, viisime P. putida tiive PaW85 rakkudesse enne DinB
iileekspressiooniplasmiidi plasmiidi pKTlacl, mis ekspresseerib tugeva konstitutiivse
promootori alt Lacl repressorvalku. Nii oli ainult liihiajaliselt voimalik IPTG lisamisel
bakterite kasvukeskkonda tdsta DinB valgu ekspressioonitaset bakterirakkudes.
Kasvatades plasmiide p9TTlacltacdinB ja pKTlacl sisaldavaid P. putida rakke 1 mM
IPTG juuresolekul, oli Rif” mutantide tekkesagedus kasvavas bakterikultuuris tdusnud
5,7 korda vdrreldes IPTG juuresolekuta kasvanud rakkude Rif- resistentsete mutantide
tekkesagedusega (joonis 5). IPTG induktsioonita kasvanud plasmiide p9TTlacltacdinB
ja pKTlacl sisaldavate P. putida rakkude Rif" mutantide tekkesagedus oli samaviirne
plasmiidivaba tiive PaW85 spontaansete Rif-resistentsete mutantide tekkesagedusega.
Saadud tulemustest jareldame, et P. putida dinB geeni poolt kodeeritud valk on nii E.

coli kui ka P. putida rakkudes funktsionaalne ning osaleb mutatsioonide tekitamises.
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Joonis 5. Rif" mutantide teke DinB iileekspressiooni korral E. coli (A) ja P. putida
rakkudes (B). Joonte kohal on ndidatud antud katsete keskvaartus. Nooled tihistavad
keskvéaidrtuste vahet kordades. Joonisel on kokku voetud vdahemalt 35 sdltumatu katse
tulemused. DinB iileekspressiooni efektist saadud tulemustele on teostatud Mann-
Whitney test ja arvutatud P viaértused (Rosche ja Foster, 2000). Nii E. coli kui ka P.
putida puhul jadb DinB valgu iileekspressiooni efekt statistiliselt oluliseks, P
vadrtusega alla 0,001 (P <0,001).

2. P. putida rakkudes toimuvate mutatsiooniprotsesside uurimiseks
kasutatud testsiisteemide konstrueerimine

Mutatsiooniprotsesside uurimiseks P. putida rakkudes oleme kasutanud
testsiisteeme, mis pohinevad bakteri voimel kasutada fenooli ainsa siisinikuallikana
juhul, kui rakkudesse on viidud fenooli monooksiigenaasi kodeeriv pheA geen. Fenool
lagundatakse plasmiidse fenooli monooksiigenaasi abil katehhooliks (Kivisaar jt.,
1990), mis degradeeritakse edasi P. putida kromosomaalselt kodeeritud valkude poolt
tsitraaditsiikli vahetlihenditeni (Ornston, 1966).

Kirjandusest on teada, et DinB osaleb E. coli rakkudes eelkdige -1 raaminihete ja
harvem asendusmutatsioonide tekkes. Meid huvitas, milline on DinB poolt
pOhjustatud mutatsioonide spetsiifika P. putida rakkudes. Selle uurimiseks
konstrueerisime testsiisteemid, mis voimaldasid P.putida rakkudes vaadelda nii
raaminihke- kui ka asendusmutatsioonide teket. Uhenukleotiidsete deletsioonide

uurimiseks tekitasime fenooli monookstigenaasi kodeeriva pheA geeni 56. positsioonis
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asuvasse treoniini kodeerivasse koodonisse A nukleotiidi lisamisega +1
raaminihkemutatsiooni (Joonis 4). Jargmised kolm testsiisteemi olid konstrueeritud
asendusmutatsioonide uurimiseks ja sisaldavad pheA geeni kodeerivas jirjestuses
erinevaid asendusmutatsioone, mis muudavad fenooli monookskiigenaasi 22.
positsioonis asuvat leutsiini kodeeriva CTG koodoni translatsiooni stopkoodoniteks
TAG, TAA vdi TGA (joonis). Testsiisteemide konstrueerimist on tdpsemalt kirjeldatud
peatiikis “Materjal ja metoodika”.

Selleks, et kontrollida, kas konstrueeritud testsiisteemid tdepoolest voimaldavad
detekteerida oodatavaid mutatsioone, analiiiisisime fenooli minimaaltassidele tekkinud
Phe" revertandide pheA geeni nukleotiidset jirjestust. Uhenukleotiidsete
raaminihkemutatsioonide detekteerimiseks konstrueeritud testsiisteemi pKTpheAS56+A
sisaldavate Phe’ revertantidle DNA sekveneerimisest selgus, et 15-st analiiiisitud
mutandist oli 90%-1 revertantidest raaminihkemutatsioon tekkinud meie poolt
inserteeritud A nukleotiidi  korval asuvasse CCC  mononukleotiidsesse
kordusjérjestusse (Joonis 4). Ainult 10%-1 revertantidest oli pheA geeni lugemisraam
taastunud lisatud A nukleotiidi deleteerumise tagajirjel. Uhenukleotiidne deletsioon
CCC kordusjdrjestuses taastab pheA geeni lugemisraami, asendades treoniini

kodeeriva ACC koodoni asparagiini kodeeriva AAC koodoniga.

3. DNA polimeraas IV osalus P. putida rakkudes toimuvates
mutatsiooniprotsessides

Selleks, et uurida vigutegeva DNA poliimeraasi IV osalust P. putida rakkudes
toimuvates mutatsiooniprotsessides, konstrueerisime DNA poliimeraas IV kodeeriva
dinB geeni suhtes defektse P. putida tiive (“Materjal ja metoodika”). P. putida
genoomi analiiiis nditas, et dinB geen ei kuulu {ihegi teise geeniga samasse operoni,
mis vilistab voimaluse, et dinB geeni dra rikkumine voiks omada negatiivset moju
teiste geenide transkriptsioonile. DNA poliimeraas IV osaluse uurimiseks nélgivates
rakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides plaatisime erinevaid testsiisteeme
(pKTpheAS56+A, pKTpheA22TAA, pKTpheA22TGA vdi pKTpheA22TAG)
sisaldavad P. putida algse tiive PaW85 ja selle DNA poliimeraas IV suhtes defektse

derivaadi PaW85 dinB::tet rakud minimaaltassidele, mis sisaldasid ainsa
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siisinikuallikana fenooli. Phe” mutantide teket fenooli minimaaltassidel jilgisime 15-
ne pdeva pikkuse perioodi jooksul. Tulemustest voib nédha, et iihenukleotiidsete
deletsioonide teke soltub funktsionaalse dinB geeni olemasolust P. putida rakkudes
(Joonis 6). Samuti on jooniselt ndha, et -1 raaminihkemutatsiooni tulemusel tekkinud
Phe" mutantide tekkesagedus tduseb P. putida algses tiives olulisel miiral alates 9-
ndast nilgimispéevast. Alates 11-ndast nilgimispéevast on P. putida algses tiives Phe”
revertantide tekkesagedus vorreldes DNA poliimeraas IV suhtes defektse tiivega 10
korda korgem. Et teha kindlaks, kas madal iihenukleotiidsete deletsioonide
tekkesagedus tiives PaW85 dinB::tet ei ole pohjustatud selle tiive védiksemast
eluvdimest vorreldes algse tiivega, testisime nii algse tiive PaW85 kui ka tiive PaW85
dinB::tet eluvoimet fenooli minimaaltassidel rakkude nélgimisel 13-ne pdeva jooksul.
Selgus, et DNA poliimeraas IV suhtes defektse tiive eluvdoime fenooli minimaaltassidel
ei erinenud algse tiive eluvdimest (Joonis 6). Saadud tulemustest jareldasime, et P.
putida rakkudes osaleb DNA poliimeraas IV raaminihkemutatsioonide tekkes, ja et
DNA poliimeraas IV-st sdltuv mutagenees toimub P. putida rakkudes vaid pikaajalise

nélja tingimustes.
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Joonis 6. A) Phe” mutantide akumulatsioon algses (WT), DNA poliimeraas IV (dinB)
ja RecA (recA) suhtes defektses P. putida tiives. Phe” mutantide teke fenooli tassidele
on arvutatud 5 x 10® raku kohta. B) P. putida algse tiive (WT), DNA poliimeraas IV
(dinB) ja RecA (recA) suhtes defektsete tiivede elumus fenooli minimaaltassidel.

Joonistel on esitatud vihemalt viie sdltumatu katse tulemused ja standardviga.
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Selleks, et uurida DNA poliimeraas IV osalust asendusmutatsioonide tekkes,
jilgisime Phe” mutantide akumuleerumist nii testsiisteeme pKTpheA22TAA,
pKTpheA22TGA kui ka pKTpheA22TAG sisaldavas dinB geeni suhtes defektses
tiives vorreldes algse tiivega. Antud testsiisteemide puhul oli asendusmutatsioonide
tottu tekkinud Phe" revertantide tekkesagedus tiives PaW85 dinB::tet vordne algses
tiives PaW85 tekkinud Phe” mutantidega (andmed pole ndidatud). Sellest vdime
jéareldada, et DNA poliimeraas IV ei osale nélgivates P. putida rakkudes toimuvates

mutatsiooniprotsessides asendusmutatsioonide tekkes.

4. RecA osaluse maaramine DNA polimeraas |1V-st soltuvas
mutageneesis

Kirjandusest on teada, et E. coli rakkudes on transkriptsioon dinB geeni
promootorilt DNA kahjustuste (SOS vastuse) poolt indutseeritav ja DNA poliimeraas
IV-st s6ltuv mutagenees vajab funktsionaalse RecA valgu olemasolu (McKenzie jt.,
2001). SOS reguloni geenide, sealhulgas ka dinB, transkriptsioon aktiveeritakse
itheahelalise DNA-ga nukleoproteiinfilamendi moodustanud RecA valgu abil, mis
stimuleerib repressorvalgu LexA autokataliiiitilist lagundamist (Sutton jt., 1999;
Courcelle jt., 2001). Selleks, et nidha, kas DNA poliimeraas IV-st sdltuv mutagenees
nélgivates P. putida rakkudes on mdjutatud funktsionaalse RecA valgu olemasolust,
konstrueerisime RecA suhtes defektse P. putida tiive PaW85 recA::tet (“Materjal ja
metoodika™). Jilgisime -1 raaminihkemutatsiooni tagajirjel tekkinud Phe” mutantide
akumuleerumist testsiisteemi pKTpheAS56+A sisaldavas PaW85 recA::tet tiives
vorreldes algse tiivega. Meie katsetes selgus, et iihenukleotiidsete deletsioonide tottu
tekkinud Phe” revertantide tekkesagedused nilgivates P. putida algse tiive ja RecA
valgu suhtes defektses derivaadi PaW85 recA::tet rakkudes ei erinenud teineteisest
oluliselt (Joonis 6A). Samuti oli P. putida tiives PaW85 recA::tet rakkude elumus

fenooli minimaaltassidel sarnene algse tiive elumusega (Joonis 6B).
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Arutelu

Uurides P. putida rakkudes toimuvaid mutatsiooniprotsesse leidsime, et DNA
poliimeraas IV-st sdltuvate —1 raaminihkemutatsioonide tagajirjel tekkinud Phe"
mutantide akumuleerumissagedus ainsa siisinikuallikana fenooli sisaldavatel
minimaaltassidel oli ndlgimise varases faasis suhteliselt madal ja suurenes jarsult
pikemat aega nilgivas bakteripopulatsioonis alates 9-ndast nélgimispdevast.
Kirjandusest on teada, et E. coli rakkudes toimuv DNA poliimeraas IV-st sdltuvate —1
raaminihkemutatsioonide  tagajérjel tekkinud Lac’ revertante akumuleerub
siisinikunélja tingimustes iithesuguse kiirusega koigil pédevadel kogu uuritava
nilgimisperioodi jooksul. Lac” mutantide ilmumist laktoosi minimaaltassidele jalgiti
vaid maksimaalselt 9 pdeva viltel ja see, kas pikemaajalistes siisinikunélja tingimustes
mutatsioonisagedus touseks, ei ole selle testsiisteemi puhul teada (McKenzie jt., 2001).
Néhes {iihenukleotiidsete deletsioonide tekkesageduse maérgatavat tousu alles
bakteripopulatsiooni ndlgimise hilises faasis, tekkis kiisimus, kuidas voiks olla DNA
poliimeraas IV-st sdltuvate mutatsioonide teke P. putida rakkudes reguleeritud. On
ndidatud, et E. coli rakkudes toimuv DNA poliimeraas IV-st soltuv mutagenees vajab
funktsionaalse RecA valgu olemasolu bakterirakkudes (Cairns and Foster, 1991). recA
geeni suhtes defektses E. coli tiives langeb DNA poliimeraas IV-st sdltuvate
mutatsioonide hulk drastiliselt.

RecA osaluse kohta DNA poliimeraas IV-st sdltuval mutageneesil E. coli
rakkudes on vélja pakutud kaks mudelit. 1) Funktsionaalne RecA valk on vajalik DNA
kahjustuse korral transkriptiooni initsatsiooniks SOS reguloni geenidelt, sealhulgas ka
DNA poliimeraas IV kodeerivalt dinB geenilt (Cairns and Foster, 1991). 2) Samuti
toimuvad RecA valgust sdltuvalt rekombinatsiooniprotsessid, mille tulemusena toimub
dinB-lacZ geeni koosamplifikatsioon plasmiidis FC40, mis suurendab mutatsioonide
tekkimise tdendosust koosamlifitseeritavas DNA regioonis ning tdstab Lac’
revertantide tekkesagedust (McKenzie jt., 2001, Kofoid jt., 2003; Slechta jt., 2002).

P. putida rakkudes ei ole dinB geenilt toimuv transkriptsioon SOS vastusest
soltuv (Tegova jt, 2004). Kéesolevas to60s esitatud tulemused néditavad, et ka DNA

poliimeraas IV-st sOltuv mutagenees nilgivates P. putida rakkudes ei vaja
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funktsionaalse RecA valgu olemasolu. Seega peavad DNA poliimeraas IV-st sdltuvad
mutatsiooniprotsessid P. putida rakkudes olema reguleeritud E. coli pdhjal kirjeldatust
erineva mehhanismi abil.

DNA poliimeraas IV-st sltuvate mutatsioonide tekkesageduse reguleerimiseks
on mitmeid vdimalusi. DNA poliimeraas IV hulk P. putida rakkudes voib olla
reguleeritud kas mRNA stabiilsuse, translatsiooni efektiivsuse voi valgu
degradatsiooni kaudu. Samuti vdib posttranslatsioonilisel tasemel olla kontrollitud
DNA poliimeraas IV aktiivsus. Mutatsioonide tekkesageduse tdus voib soltuda ka
reparatsioonisiisteemide t06 efektiivsuse langusest hilises néljaperioodis, mille
tulemusena jadvad vead DNA ahelas parandamata. E. coli pohjal on teada, et MMR
(methyl-directed mismatch repair) efektiivsus statsionaarse asvufaasi rakkudes langeb
(Strauss jt., 2000; Wagner ja Nohmi, 2000; Tsui jt., 1997; Feng jt., 1996). On
ndidatud, et MMR vdtmeensiilimi MutS-i hulk bakterirakkudes on negatiivselt
reguleeritud RNA poliimeraasi sigma faktori 0° poolt (Feng jt., 1996; Tsui jt., 1997).
Samuti on ndidatud, et enamus DNA poliimeraas IV poolt tekitatud mutatsioone E.
coli rakkudes parandatakse MMR poolt (Wagner ja Nohmi, 2000). Oleme niidanud, et
P. putida rakkudes tduseb -1 raaminihkemutatsioonide tekkesagedus mutS geeni suhtes
defektses tiives nii kasvavas kui ka nélgivas bakterikultuuris (avaldamata andmed).

Meie tulemused Rif® mutantide isoleerimisel viitavad sellele, et DNA
poliimeraas IV iileekspressioon P. putida rakkudes tdstab asendusmutatsioonide hulka
eksponentsiaalselt kasvavas bakterikultuuris (Joonis 5). Samas leidsime Phe
mutantide tekkesagedusi algses ja dinB-defektses tiives vorreldes, et DNA pol IV ei
osale asendusmutatsioonide tekkes nilgivates P. putida rakkudes. Sarnane seos
bakterite kasvufaasi ja DNA poliimeeraas IV iileekspressiooni vahel ilmnes ka E. coli
rakkudes, kus DNA poliimeraas IV pdhjustas asendusmutatsioonide teket ainult
kasvavates rakkudes DNA poliimeraas [V iileekspressiooni korral (Wagner ja Nohmi,
2000), kuid ei osalenud asendusmutatsioonide tekkes tingimustes, kus DNA
poliimeraas IV hulka E. coli rakkudes ei olnud kunstlikult tdstetud (Wolff jt., 2004).
Tekib kiisimus, mis voiks olla selle pdhjuseks, et DNA poliimeraas IV osalust
asendusmutatsioonide tekkes on vdimalik ndha vaid kasvavtes rakkudes DNA
poliimeraas IV {ileekspressiooni korral? Nii MutS kui ka koik teadaolevad
bakteriaalsed DNA poliimeraasid sisaldavad protsessiivsust tagava [-klambriga

seondumiseks vajalikku konserveerunud motiivi QL[S/D]LF (Lopez de Saro ja
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O’Donnell, 2001; Dalrymple jt., 2001). Kuna nii DNA poliimeraas IV kui ka MutS
konkureerivad (-klambriga seondumisel sama seondumisjarjestuse pérast, siis juhul
kui DNA poliimeraas IV hulks bakterirakus on kunstlikult tostetud, on voimalik, et
kasvavas bakterikultuuris replikatsioonil DNA poliimeraas III poolt tekitatud
asendusmutatsioonid jddvad MMR siisteemi poolt parandamata sellepdrast, et MutS
valgu seondumiskoht [-klambril on okupeeritud DinB valgu poolt. Seetdttu vodib
mutatsioonisagedus suureneda ka sellepérast, et DNA poliimeraas IV takistab MMR
stisteemi t60d ja mitte ainult sellepérast, et DNA poliimeraas IV osaleks replikatsioonil

ja teeks DNA stinteesil vigu.
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Kokkuvote

Muutlikus keskkonnas voib mutatsioonide teke suurendada bakteripopulatsiooni
adapteerumisvoimet. Ebasobivad keskkonnatingimused nagu nditeks toitainete
puudumine kasvukeskkonnas vdivad pdhjustada bakterirakkudes mutatsioonisageduse
tousu (Sung ja Yasbin, 2002; Taddei jt., 1997; Kasak jt., 1997). Mutatsioonisageduse
tous nilgivas bakteripopulatsioonis vOib sdltuda nii reparatsioonisiisteemide t60
efektiivsuse langusest kui ka vigutegevate DNA poliimeraaside ekspressiooni ja
funktsionaalsuse tousust. DNA reparatsiooni ja vigutegevate DNA poliimeraaside osa
mutatsiooniprotsessides on kirjeldatud peamiselt E. coli baasil (Rosenberg, 2001;
Bjedov jt., 2003).

Meie toogrupis uuritakse mutatsiooniprotsesse mullabakteris Pseudomonas
putida. Kuna looduslikus keskkonnas on bakteripopulatsioon enamus aja siisinikunilja
tingimustes, sai meie t60 eesmargiks uurida mutatsiooniprotsesside diinaamikat just
nilgivas bakterikultuuris.

Kéesoleva t66 kirjanduse {ilevaates kirjeldasin E. coli rakkudes toimuvat
kromosoomi replikatsiooni ning replikatsioonil osalevaid valke. Andsin iilevaate E.
coli rakkudes mutatsiooniprotsessides osalevatest DNA poliimeraasidest ja nende
regulatsioonist. Samuti tdin nditeid vigutegevate DNA poliimeraaside osalusest
mutatsiooniprotsessides ka teistes bakteriliikides.

T66 praktilises osas uurisin dinB geeni poolt kodeeritud DNA poliimeraas IV
osalust P. putida rakkudes toimuvates mutatsiooniprotsessides selleks konstrueeritud
teststisteemide abil.

T66 tulemused saab votta kokku jargnevalt:

1. P. putida dinB geeni poolt kodeeritud DNA poliimeraas IV on nii E. coli kui ka P.
putida rakkudes funktsionaalne ning tema kunstlik ekspressioonitaseme tdstmine
kasvavates rakkudes tdstab mutatsioonisagedust.

2. DNA poliimeraas IV  osaleb nilgivates P. putida rakkudes -1
raaminihkemutatsioonide tekkes.

3. DNA poliimeraas IV-st sdltuv mutagenees ilmneb P. putida rakkudes vaid

pikaajalise nilja tingimustes.

45



4. DNA poliimeraas IV ei osale nilgivas P. putida kultuuris asendusmutatsioonide
tekkes.
5. DNA poliimeraas IV-st sdltuvate statsionaarse faasi mutatsioonide teke P. putida

rakkudes ei ole mdjutatud funktsionaalse RecA valgu olemasolust bakterirakus.
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Summary

Mutations occurring in bacterial cells living in changing environmental
conditions enable bacterial populations to adapt to these conditions and to survive.
Growth-restricting conditions like starvation may permit a transient increase in the
mutation rate in bacterial cells (Sung ja Yasbin, 2002; Taddei jt., 1997; Kasak jt.,
1997). Increase in the mutation rate depends both on depression of the DNA repair
systems and activation of error-prone DNA polymerases. Involvement of limitation of
DNA reparation and activity of error-prone DNA polymerases in the mutational
processes have mostly been studied in E. coli (Rosenberg, 2001; Bjedov jt., 2003).

Our research group investigates the mechanisms of mutational processes in soil
bacterium Pseudomonas putida. Because in natural environment bacteria spend most
of the time under conditions of carbon starvation, our research is concentrated on
studies of dynamics of mutational processes in starving cell populations.

Literature review of this study gives an overview of DNA replication in E. coli
and involvement of error-prone DNA polymerases in DNA replication and in
mutagenesis in E. coli cells. Also, error-prone DNA polymerases involved in
mutagenesis in an other bacterial species have been discussed.

The experimental part of this study demonstrates involvement of dinB-encoded DNA
polymerase IV in mutational processes in starving P. putida cells and construction and
usage of new test-systems for the study of mutational processes in P. putida.

The results of this study can be summarized as following:

1. DNA polymerase IV, encoded by P. putida dinB gene is functional both in E. coli
and artificial increase of its expression in growing cells elevates frequency of
mutation.

2. DNA polymerase IV contributes to -1 deletions in starving P. putida cells.

3. DNA polymerase IV-dependent mutagenesis in P. putida occurs only under
conditions of long-term sarvation of bacteria.

4. The occurrence of base substitutions in starving P. putida does not require the
activity of DNA polymerase IV.

5. The occurrence of DNA polymerase IV-dependent stationary-phase mutagenesis in

P. putida does not require the functional RecA protein.
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In this work we studied involvement of DNA polymerase IV (Pol IV) (encoded by the dinB gene) in
stationary-phase mutagenesis in Pseudomonas putida. For this purpose we constructed a novel set of assay
systems that allowed detection of different types of mutations (e.g., 1-bp deletions and different base substi-
tutions) separately. A significant effect of Pol IV became apparent when the frequency of accumulation of 1-bp
deletion mutations was compared in the P. putida wild-type strain and its Pol IV-defective dinB knockout
derivative. Pol IV-dependent mutagenesis caused a remarkable increase (approximately 10-fold) in the fre-
quency of accumulation of 1-bp deletion mutations on selective plates in wild-type P. putida populations starved
for more than 1 week. No effect of Pol IV on the frequency of accumulation of base substitution mutations in
starving P. putida cells was observed. The occurrence of 1-bp deletions in P. putida cells did not require a
functional RecA protein. RecA independence of Pol IV-associated mutagenesis was also supported by data
showing that transcription from the promoter of the P. putida dinB gene was not significantly influenced by the
DNA damage-inducing agent mitomycin C. Therefore, we hypothesize that mechanisms different from the
classical RecA-dependent SOS response could elevate Pol IV-dependent mutagenesis in starving P. putida cells.

During the past several years our understanding of mutation
mechanisms has been expanded by the discovery of a new
superfamily of DNA polymerases, called the Y family (46).
The Y-family polymerases have been identified in prokaryotes,
archaea, and eukaryotes. Members of this superfamily are de-
void of 3'—5" proofreading exonuclease activity and replicate
undamaged DNA with low fidelity and low processivity; many
of these enzymes can bypass DNA lesions that block chain
elongation by replicative DNA polymerases (21-23). Accord-
ing to the concept of specialized polymerases some of these
polymerases are able to copy cognate lesions with high genetic
fidelity (22). On the other hand, the specialized DNA poly-
merases are involved in mutation processes when copying non-
cognate DNA lesions or normal DNA.

In a growth-restricting environment (e.g., during starvation),
mutants arise that are able to take over bacterial populations
by a process known as stationary-phase mutation (15). One
widely discussed idea is that genetic adaptation of microbial
populations under environmental stress might be accelerated
by stress-induced activation of error-prone DNA polymerases
(see, for example, references 16, 50, and 63). In Escherichia
coli, two error-prone DNA polymerases, Pol V (UmuD’C) and
Pol IV (DinB), and one high-fidelity DNA polymerase, Pol II,
are upregulated during the SOS response (23). SOS induction
has also been shown to occur spontaneously in static bacterial
populations (62). It has been recently demonstrated that error-
prone DNA polymerases Pol IV and Pol V are involved in
stationary-phase mutagenesis in E. coli (4, 7, 42). The involve-
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ment of SOS-induced polymerases (Pol II, Pol IV, and Pol V)
in stationary-phase mutagenesis has also been shown in the
appearance of GASP (growth advantage in stationary phase)
mutants of E. coli (70). E. coli mutants lacking one or more of
these polymerases suffered considerable fitness reduction
when competing with a wild-type strain under starvation con-
ditions (70).

Although DinB-like polymerases have been identified in es-
sentially all prokaryotic and eukaryotic organisms studied (46),
with only a few exceptions (e.g., see reference 61), involvement
of Pol IV homologues in stationary-phase mutagenesis in bac-
teria other than E. coli has not been investigated. Knowledge
about mechanisms of Pol IV-dependent stationary-phase mu-
tagenesis obtained using E. coli-based test systems includes
studies of the 1-bp deletions occurring in an F’ plasmid (see,
for example, references 38 and 42) and in the bacterial chro-
mosome (7). In these cases, another copy of the dinB gene was
present in the F’ plasmid and Pol IV-dependent stationary-
phase mutations required the RecA protein. The genus
Pseudomonas represents one of the most diverse and ecologi-
cally widely distributed groups of bacteria (58). Here, we stud-
ied the role of Pol IV in mutagenesis in Pseudomonas putida.
We show that Pol IV is involved in generation of 1-bp deletions
in starving cells. The occurrence of other types of stationary-
phase mutations (e.g., base substitutions) does not require the
presence of Pol IV. Pol IV-dependent mutagenesis in P. putida
appears to be a RecA-independent process. Moreover, our
results demonstrate that involvement of Pol IV in stationary-
phase mutagenesis becomes essential only in long-term-starved
populations of P. putida, which indicates that Pol IV-depen-
dent mutagenesis can be induced by a so-far uncharacterized
mechanism in cells that have suffered long-term starvation
stress.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

J. BACTERIOL.

. . . Source or
Strain or plasmid Genotype or construction reference
Strains
E. coli
TG1 supE hsdA5 thi A(lac-proAB) ¥’ (traD36 proAB™ lacl® lacZAM15) 10
DH5« supE44 AlacU169 ($80 lacZAM15) recAl endAl hsdR17 thi-1 gyrA96 relAl A(ara-lew) araD AlacX74 Invitrogen
CC118 Apir galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE(Am) recAl, \pir phage lysogen 30 30
P. putida
PaWs85 Wild type 3
PaW85 dinB::tet dinB::tet This work
PaW85 recA::tet recA::tet This work
PKS54 rpoS::km 47
Plasmids
pBluescript KS(+) Cloning vector (Ap") Stratagene
pBR322 Cloning vector (Ap" Tet") 6
pKT240 Medium-copy broad-host-range cloning vector (Ap" Km") 2
pPRITT Single-copy broad-host-range vector (Cm" Amp") 52
pPU1930 pUCI9 carrying the pheA gene transcribed from constitutive promoter 45
pKSpheA56+A pBluescript KS(+) containing PCR-amplified pheA sequence with A-nucleotide insertion cloned This work
into the EcoRV-cleaved vector
pPUpheA56+A Segment of mutant pheA gene cloned as Xbal-Bcll fragment from pKSpheA56 + A into pPU1930 This work
to replace the original pheA sequence
pKTpheAS6+A Mutant pheA gene transcribed from constitutive promoter cloned as Sacl-Pvull fragment from This work
pPUpheAS6+A to pKT240
pKTpheA22TGA pKT240 carrying the pheA gene with TGA codon instead of CTG for Leu-22 This work
pKTpheA22TAA Same as pKTpheA22TGA but contains TAA stop codon This work
pKTpheA22TAG Same as pKTpheA22TGA but contains TAG stop codon This work
pKSdinB pBluescript KS(+) containing PCR-amplified P. putida dinB gene cloned into EcoRV-cleaved This work
vector
pKSdinB::tet Tet" gene from pBR322 inserted into Van91-cleaved dinB gene in pKSdinB This work
pGP704dinB::tet dinB::tet sequence-containing Acc65-Xbal fragment from pKSdinB::tet in pGP704 L This work
pKSrecA pBluescript KS(+) containing PCR-amplified P. putida recA gene cloned into EcoRV-cleaved This work
vector
pKSrecA::tet Tet" gene from pBR322 inserted into Bcll-cleaved recA gene in pKSrecA This work
pGP704recA::tet recA::tet sequence-containing Xbal-Ecl13611 fragment from pKSrecA::tet in pGP704 L This work
pGP704 L Delivery plasmid for homologous recombination 48
pRK2013 Helper plasmid for conjugal transfer of pGP704 L 13
pKSATGdinB pBluescript KS(+) containing PCR-amplified P. putida dinB sequence starting from ATG initiator This work
codon cloned into EcoRV-cleaved vector
pBRlacltac Expression vector containing P, promoter and lacl? repressor in pBR322 47
pBRlacltacdinB dinB from pKSATGdinB as PstI-Acc651 fragment in pBRlacltac This work
p9TTlacltacdinB dinB expression cassette from pBRlacltacdinB cloned as Nhel-Acc651 fragment into Xbal-Acc651- This work
cleaved pPRITT
pREP4 Lacl repressor-expressing plasmid QIAGEN
pKTlacl pKT240 expressing Lacl repressor cloned from pREP4 into Ecl136lI site This work
pKSPdinB pBluescript KS(+) containing PCR-amplified P. putida dinB promoter P, ; cloned into BamHI- This work
and Xhol-cleaved vector
pKSluxAB pBluescript KS(+) containing luxAB reporter genes cloned from pGP704 L as BamHI fragment This work
into BamHI-cleaved vector
pKTIuxAB luxAB reporter-carrying Sacl-Xhol fragment from pKSIluxAB in pKT240 This work
pKTPdinBluxAB P ;.z-carrying Smal-Acc65I fragment from pKSPdinB in pKTIuxAB This work
p9TTPdinBluxAB P i luxAB from pKTPdinBluxAB in Notl site of pPRITT This work
pKTlacZ pKT240-derived promoter-probe vector (Ap") 31
pKTPdinBlacZ P,;.z-carrying BamHI-Xhol fragment from pKSPdinB in pKTlacZ This study

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and media. The bacterial strains and plasmids
used in this study are described in Table 1. Complete medium was Luria-Bertani
(LB) medium (43), and minimal medium was M9 (1). Phenol minimal plates with
1.5% Difco agar contained 2.5 mM phenol as a sole carbon and energy source.
Antibiotics were added at the following final concentrations: for E. coli, ampi-
cillin at 100 wg/ml and tetracycline at 10 wg/ml; for P. putida, carbenicillin at
1,000 to 3,000 pg/ml, chloramphenicol at 1,500 to 3,000 wg/ml, and tetracycline
at 80 pg/ml; for both organisms, kanamycin at 50 pg/ml and rifampin at 100
wg/ml. E. coli was incubated at 37°C, and P. putida was incubated at 30°C. E. coli
was transformed with plasmid DNA as described by Hanahan (24). P. putida was

electrotransformed as described by Sharma and Schimke (54). E. coli strain TG1
or DHS5a was used for the DNA cloning procedures.

Construction of test systems to study stationary-phase mutations in P. putida.
An assay system to test 1-bp deletions (Fig. 1) was constructed by altering the
phenol monooxygenase gene (pheA) coding sequence. Insertion of a single A
nucleotide 5’ to the ACC codon for Thr-56 was performed by PCR amplification
of the segment of the phed gene from plasmid pPU1930 (45) with primer
pheAup (5'-AAGGCGCTCCCGTAAGACA-3'), complementary to the se-
quence at nucleotides —40 to —22 relative to the coding sequence of the pheA
gene, and the mutant primer pheA56+A (5'-GGTGATCATAATGTTGCTAA
TGCCCTGGGTTCGACAGGAACATTGCTGCG-3"), complementary to the
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TTCCTGTCGAACCCAGGGCATT pKTpheAS6+A

TTCCTGTCGACCCAGGGCATT | original
P phed
O 1
TG original
TG pKTpheA22TAG
pKTpheA22TAA

GATGATGGGTGAAGCGCAACTG pKTpheA22TGA

FIG. 1. Assay systems allowing measurement of 1-bp deletions
(plasmid pKTpheA56+A) or different base substitutions (plasmids
pKTpheA22TAG, pKTpheA22TAA, and pKTpheA22TGA) in P.
putida stationary-phase cells. Segments of the original sequences and
their mutant variants are shown. The test systems were constructed by
altering the phenol monooxygenase gene (pheA) coding sequence. The
+1 frameshift was constructed in the phenol monooxygenase gene
pheA by inserting the A nucleotide (marked in bold) into the ACC
codon for Thr-56 (underlined in the original sequence). Assay systems
for the isolation of base substitutions were constructed by replacement
of the CTG codon for Leu-22 (underlined in the original sequence)
with a TGA, TAA, or TAG stop codon (indicated in boldface). Tran-
scription from the pheA gene is initiated from the constitutively ex-
pressed promoter (45), indicated by P.

pheA coding sequence at nucleotides 147 to 195. The amplified DNA fragment
was subcloned into the pBluescript KS(+) EcoRV site to obtain pKSpheAS6+A.
In addition to the generation of frameshift in the pheA coding sequence, this
nucleotide insertion eliminated the Sall restriction site. The mutation was veri-
fied by DNA sequencing. The mutated DNA segment was thereafter inserted as
the Xbal- and Bcll-generated fragment from pKSpheA56+A (the Xbal site was
provided by the pBluescript KS multicloning site) into pPU1930 by replacing the
original pheA sequence located between the Xbal (the Xbal site is present
upstream of the coding sequence of the pheA gene in pPU1930) and Bell sites to
generate pPUpheA56+A. A pPU1930 derivative carrying the mutated sequence
was first identified by the absence of the Sall restriction site in the pheA se-
quence. Finally, we cloned the Sacl- and Pvull-generated fragment from
pPUpheA56+A containing the constitutively expressed promoter and the mu-
tated pheA gene into the broad-host-range plasmid pKT240 (2) to obtain
pKTpheAS56+A.

Assay systems allowing detection of base substitutions (Fig. 1) were con-
structed by using a two-step PCR amplification strategy. Mutant oligonucleotides
contained specific base substitutions that replaced the CTG codon for Leu-22 in
the pheA gene with a TGA, TAA, or TAG stop codon. In the first step, the PCR
with oligonucleotides pheAup and pheA22TGA (5'-CGCTTCACCCATCATC
AAAAATGACGCTA-3"), pheA22TAA (5'GCGCTTTACCCATCATCAAAA
ATGACGCTA-3'), or pheA22TAG (5'-GCGCTCTACCCATCATCAAAAAT
GACGCTA-3"), complementary to the positions 42 to 71 relative to the coding
sequence of the pheA gene, was carried out. Exol treatment followed, and the
PCR products were purified and used in a second PCR with the oligonucleotide
pheAts (5'-GTTCATGGGGGACTGCTTC-3"), complementary to pheA nucle-
otides 295 to 313. The amplified DNA fragments were cloned into the EcoRV
site of pBluescript KS (+), and the mutations were verified by DNA sequencing.
The next steps in the cloning strategy were identical to those used for the
construction of the frameshift assay plasmid pKTpheA56+A. Finally, plasmids
pKTpheA22TGA, pKTpheA22TAA, and pKTpheA22TAG were obtained.

Construction of P. putida dinB and recA knockout mutants. The dinB and recA
gene sequences of P. putida KT2440 were obtained from The Institute for
Genomic Research website (http://www.tigr.org). The dinB gene was amplified
by PCR from genomic DNA of P. putida PaW85, which is isogenic to P. putida
strain KT2440. Two primers, dinBFw (5'-GGCCTTTTCTTGAATCTGGTTGC
G-3'), complementary to the sequence —518 to —496 upstream of the ATG
initiator codon, and dinBRev (5'-GCGGATCCAGGCGTGCATTATTAG-3"),
complementary to the sequence 24 to 47 nucleotides downstream of the TGA
stop codon of the dinB gene, were used for PCR amplification. The amplified
DNA fragment containing the dinB gene was subcloned into EcoRV-cleaved
pBluescript KS (+), to obtain pKSdinB. The EcoRI- and Van9I-generated DNA
fragment containing the Tet" gene from pBR322 was inserted into the Van91-
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cleaved dinB gene. The resulting dinB::tet sequence from pKSdinB:tet was
inserted into plasmid pGP704 L (48) by using Acc651 and Xbal sites. Plasmid
pGP704dinB::tet was selected in E. coli strain CC118 Apir (30). The interrupted
dinB gene was inserted into the chromosome of P. putida PaW85 by homologous
recombination. Plasmid pGP704dinB::tet, not able to replicate in hosts other
than E. coli CC118 \pir, was conjugatively transferred into P. putida PaW85 by
using a helper plasmid, pRK2013 (13). The PaW85 dinB::tet knockout strain was
verified by PCR analysis.

For the construction of a recA knockout mutant of P. putida, the genomic
DNA of PaW85 was amplified with oligonucleotides RecAFw (5'-AACAAGA
AGCGCGCCTTGGTC-3") and RecARev (5'-ATCAGCTTCAGCAGCAGCA
GCTT-3'), complementary to the sequences —66 to —45 upstream of the ATG
initiator codon and 37 to 60 nucleotides 5’ to the stop codon of the rec4 gene,
respectively. The amplified DNA fragment was subcloned into EcoRV-cleaved
pBluescript KS (+) to obtain pKSrecA. The EcoRI- and Van9l-cleaved DNA
fragment containing the Tet" gene from pBR322 was blunt ended and inserted
into the Bcll-cleaved recA gene (the Bcll ends were blunt ended before the
ligation as well), resulting in pKSrecA::tet. Finally, the DNA fragment containing
the recA::tet sequence was inserted with Xbal and Ecl136II ends into pGP704 L
to obtain pGP704recA::tet. The wild-type recA sequence of P. putida was re-
placed with the interrupted recA::tet sequence by homologous recombination
using a procedure similar to that described above. The knockout mutant was
verified by PCR analysis. Additionally, a UV sensitivity test (43) was performed
to verify the RecA-defective strain PaW85 recA::tet.

DNA sequence analysis. In Phe” mutants, an approximately 350-bp DNA
region covering the area of the pheA gene containing potential reversion muta-
tions was analyzed by DNA sequencing. The DNA segment containing this
region was amplified by PCR using the primers pheAup and pheAts. The nu-
cleotide sequences were determined using the DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc). The oligonucleotides used
in sequencing of the mutant DNA region were the same as those used in PCRs.
The DNA sequencing reactions were analyzed with an ABI Prism 377 DNA
Sequencer (Perkin-Elmer).

Overexpression of the P. putida dinB gene. The dinB gene lacking any regu-
latory sequences upstream of its ATG initiator codon was obtained by PCR
amplification of P. putida PaW85 chromosomal DNA with primers dinBNde
(5'-CATATGTCCTTGCGCAAGATCATCCA-3"), complementary to the nu-
cleotides —3 to 23 relative to the dinB ATG initiator codon, and dinBRev. The
amplified DNA fragment was cloned into the pBluescript KS (+) EcoRYV site.
We chose the construct carrying the dinB gene in the pBluescript vector in the
opposite direction relative to the transcription direction from the lac promoter
and named pKSATGdinB. By using the Pstl and Acc65I restriction sites present
in the pBluescript multicloning site, the dinB gene was further subcloned into the
pBRlacltac plasmid (47) under the control of the P, promoter and lacI9 re-
pressor to generate plasmid pBRlacltacdinB. In order to overexpress the dinB
gene in P. putida, the dinB expression cassette was finally inserted as the Nhel-
and Acc65I-generated DNA fragment into the Xbal- and Acc65I-cleaved single-
copy broad-host-range plasmid pPRITT (52) to obtain p9TTlacltacdinB. To
avoid a leaky transcription of the dinB gene from the P, promoter, which is
deleterious to P. putida cells, plasmid pKTlacl carrying an additional copy of the
lacI gene was constructed by inserting the DNA fragment containing the lacl
gene from pREP4 (QIAGEN) with Eco47111- and Smal-generated ends into the
Ecl136IT site of the pKT240 vector. The dinB overexpression studies with E. coli
were performed with cells carrying plasmid pBRlacltacdinB; P. putida PaW85
carried two plasmids, p9TTlacltacdinB and pKTlacl. The expression level of
dinB was artificially increased by addition of 1 mM isopropyl-B-p-thiogalactopy-
ranoside (IPTG) to the growth medium of 1.5-ml separate cultures of exponen-
tially growing bacteria. After 6 h of cultivation of bacteria, 0.1-ml samples were
taken from the cultures and spread onto LB plates containing 100 pg of rifampin/
ml. Colonies were counted on plates incubated for 24 h. The control experiments
were performed using bacteria carrying the same vector plasmids lacking the
dinB gene. The frequency of mutation to Riff per 10° cells was calculated for at
least 35 independent cultures.

Studies of transcription from the dinB promoter. A DNA fragment containing
a putative dinB promoter region was amplified by PCR with oligonucleotides
dinBBamHI  (5'-CCTTGGATCCAAGCTTTTTAACGGGCAAAGAAA-3")
and dinBXho (5'-ACGCTGCGATCGAGATGCGCTCGAGAAG-3'), comple-
mentary to the nucleotides at positions —328 to —350 and 40 to 58, respectively,
relative to the ATG initiator codon of the dinB gene. The amplified DNA
fragment was cut with BamHI and Xhol and inserted into BamHI- and Xhol-
cleaved pBluescript KS (+) to obtain pKSPdinB. To construct the /uxAB re-
porter plasmid replicating in P. putida, the promoterless luxAB genes were
subcloned within the BamHI-cleaved DNA fragment from pGP704 L into pBlue-
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script KS (+) to obtain pKSluxAB. Then, by using the Sacl and Xhol restriction
sites provided by the pBluescript vector multicloning sites, the luxAB genes were
inserted into Sacl- and Xhol-cleaved pKT240. The resulting plasmid, named
pKTIuxAB, was used as a multicopy promoter-probe vector for study of the
transcription from the dinB promoter. The putative promoter region of the dinB
gene was cloned from plasmid pKSPdinB into pKTIuxAB, using restrictases
Smal and Acc651. The resulting plasmid was named pKTPdinBluxAB. In order
to study the regulation of transcription from a single copy of the dinB promoter,
the P, z-luxAB expression cassette was subcloned from pKTPdinBluxAB into
the NotI site of pPRITT to obtain p9TTPdinBluxAB.

P. putida cells carrying pKTPdinBluxAB were grown exponentially in LB
medium. In order to study whether DNA damage could induce transcription
from the dinB promoter, mitomycin C (at a final concentration of 2 pg/ml) was
added to cultures. Samples for luciferase assay were taken from P. putida expo-
nential cultures grown in the presence or absence of mitomycin C. In all cases at
least five independent measurements were made. The luciferase assay was per-
formed as follows: 990 w1 of phosphate buffer (100 mM Na,HPO,/KH,PO, [pH
7]) and 10 pl of decanal (5 mM decanal in ethanol) were mixed in a test tube; 10
wl of bacterial culture was then added, and light emission was measured after 5
min of incubation with a luminometer (TD-20/20; Turner Designs).

To study the effect of the growth phase of bacteria on transcription from the
dinB promoter, the promoter was subcloned from pKSPdinB into the promoter-
probe vector pKTlacZ, using restrictases BamHI and Xhol, to obtain plasmid
pKTPdinBlacZ. B-Galactosidase (B-Gal) activities in P. putida cells carrying
pKTPdinBlacZ were measured by a modification of the standard protocol of
Miller (43) as specified previously (64). Bacteria were grown in LB medium.

To map the transcription initiation site of the P. putida dinB gene, a reverse
transcriptase reaction was carried out to identify the 5’ end of the dinB-specific
mRNA. Total RNA was isolated from exponentially growing cells of P. putida
using the QTAGEN RNeasy total RNA kit. Ten micrograms of purified RNA was
used as a template in primer extension reactions with 10 pmol of [y->’P]ATP-
labeled primer dinBXho. DNA sequencing reactions were performed using a
Sequenase version 2.0 kit (U.S. Biochemicals) and the same primer, and the
reaction mixtures were loaded onto a sequencing gel as size markers. A dried gel
was exposed to a PhosphorImager screen (Molecular Dynamics).

Isolation of Phe™ mutants. P. putida cells carrying different assay systems for
the detection of Phe™* revertants were grown overnight in LB medium. Cells
sampled from the culture were harvested by centrifugation and washed in M9
solution. Approximately 5 X 10°% to 1 x 10° cells were spread onto phenol
minimal plates. A few Phe™ colonies appearing on phenol minimal plates on day
2 contained mutations that occurred before the plating in a growing culture,
whereas the colonies that emerged on selective plates on day 3 and later con-
tained mutations that occurred after the cells were plated. To control whether
the late-arising mutants could form a colony on phenol selective plates with a
speed similar to that of those that emerged earlier, we performed reconstruction
experiments. Plating of such mutants (approximately 100 cells) in the presence of
1 x 10° nonmutant cells onto phenol minimal plates demonstrated that all
revertants tested were able to form visible Phe™ colonies on day 2 after plating
of the mixed cultures. No more Phe™ colonies accumulated on these plates
during the next days of incubation. This confirmed that the late revertants are
truly stationary-phase mutants and that they are formed in P. putida populations
after prolonged starvation. The pKT240-based plasmids carrying the test systems
for detection of Phe* mutations in P. putida are derivatives of the broad-host-
range plasmid RSF1010 (2). We have previously shown (33) that the copy
number of RSF1010-based plasmids is not affected by the growth phase of the
bacteria.

Measurement of viability of Pol IV-defective and RecA-defective P. putida on
phenol minimal plates. The viability of bacteria was determined on the same
plates that were used for the isolation of Phe * mutants. Using sterile 1-ml pipette
tips, small plugs were cut out from the phenol-containing minimal plates, avoid-
ing Phe™ colonies. The plugs were suspended in M9 solution by shaking for 10
min. Approximately 10°-fold dilutions were plated onto LB plates, and the
number of CFU was determined for at least five independent starving cultures.

RESULTS

P. putida contains a DNA polymerase Pol IV homologue.
Analysis of complete genome sequences of P. putida KT2440
revealed that the putative Pol IV homologue in this strain has
50% identity with the E. coli Pol IV sequence. According to the
literature, Pol IV overproduction in E. coli growing cells causes
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TABLE 2. Effect of P. putida dinB overexpression on frequency of
mutations in growing cells®

Strain dinB Control” P
overexpression
E. coli TG1 20.5 0.85 <0.0001
P. putida PaW85 1.70 0.30 <0.001

“The frequency of mutation of Riff per 10° cells was calculated using the
Lea-Coulson method of the median (39, 49).

b Bacteria carried the same plasmid except lacking the dinB gene.

¢ The Mann-Whitney test (57) for the effect of dinB overexpression.

hypermutation, including —1 frameshifts and some base sub-
stitutions (35, 67). To study whether overexpression of the P.
putida dinB gene would also elevate the frequency of occur-
rence of spontaneous mutations in growing cells, we amplified
the P. putida dinB (dinP) gene, encoding Pol IV, by PCR from
chromosomal DNA of P. putida PaW8S5 (this strain is identical
to KT2440) and cloned the gene into plasmid pBRlacltac (47)
under the control of the P, promoter. We found that over-
expression of the P. putida dinB gene in growing cells of E. coli
carrying pBRlacltacdinB led to an approximately 24-fold in-
crease in the frequency of appearance of Rif-resistant mutants
(Table 2), which indicates that P. putida Pol IV is functional in
E. coli.

To study the effects of overexpression of Pol IV on the
frequency of mutations in P. putida, the dinB gene placed
under the control of the P,,. promoter and the lacl9 repressor
gene was inserted into a broad-host-range single-copy plasmid,
pPRITT (52). In contrast to E. coli, P. putida cells did not
tolerate this construct, possibly due to a leakiness of the P,,.
promoter. The colonies of p9TTlacltacdinB-carrying transfor-
mants that appeared on selective plates remained tiny, and
cells picked up from these colonies were not further culturable.
This indicated that artificial overexpression of the dinB gene in
P. putida cells strongly inhibits growth of the bacteria and is
probably lethal to the cells. To overcome the deleterious effect
of leakiness of transcription of the dinB gene to P. putida cells,
additional copies of the lacl? repressor gene, present in the
pKT240-derivative pKTlacl, were introduced into P. putida
carrying the dinB expression construct p9TTlacltacdinB. In
this case, by manipulating the IPTG concentrations, we found
that addition of IPTG at a 1 mM concentration (but not below
or above that concentration) resulted in an increase in the
frequency of appearance of Rif-resistant mutants in P. putida
cells (Table 2).

Construction of novel test systems for the study of mecha-
nisms of stationary-phase mutations in P. putida. P. putida
PaW85 cells carrying the phenol monooxygenase gene, pheA,
are able to grow on minimal medium containing phenol as the
only carbon source (45). Selection of mutants able to grow on
phenol minimal plates due to the activation of a silent pheA
gene has been used by us to study stationary-phase mutagen-
esis in P. putida (33, 53). The assay system employed in our
previous studies allowed isolation of different types of muta-
tions, base substitutions, deletions, and insertions, which all led
to the same outcome—generation of a functional promoter. In
the current study, in order to study the effects of different
genetic backgrounds on the frequency of different types of
mutations separately, we constructed a novel set of assay sys-
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tems. Details of the construction of test systems are presented
in Materials and Methods. One of these systems measures
reversion of +1 frameshift within the phenol monooxygenase
gene, pheA (Fig. 1). Three other test systems, designed for the
detection of base substitutions, contain different stop codons,
TAG, TAA, or TGA, introduced into the same position (Leu-
22) of the pheA coding sequence (Fig. 1).

To control whether the test systems constructed really detect
the expected mutations, some of the Phe™ revertants accumu-
lating on phenol-containing selective plates were subjected to
DNA sequence analysis. Sequence analysis of Phe™ mutants
emerging in P. putida carrying the assay system which should
measure a reversion of +1 frameshift in plasmid
pKTpheA56+A revealed that out of 15 mutants studied, 90%
of frameshifts occurred at the neighboring site, in the CCC
repeat flanking the inserted A nucleotide. Only 10% of the
mutants contained an A nucleotide deletion. The —1 deletion
at the CCC repeat restored the pheA reading frame by replac-
ing the ACC codon (Thr) with the AAC codon (Asn).

Phe™ mutants isolated using the assay systems carrying dif-
ferent stop codons instead of the codon for Leu-22 in the pheA
sequence were true revertants. No suppressors were isolated
among approximately 100 mutants analyzed per test system.
The absence of suppressor mutations was confirmed by the
finding that all mutants analyzed contained base substitutions
in the pheA gene which eliminated the stop codon by replacing
it with codons for different amino acids (Table 3). Also, in the
case of every revertant studied, the Phe* phenotype was con-
jugatively transferred to the P. putida Phe ™ recipient strain and
the transconjugants carrying different mutant plasmids grew
equally well on phenol minimal plates. Similar growth charac-
teristics of different Phe™ transconjugants on phenol minimal
plates indicated that the amino acid Leu-22 in the PheA pro-
tein is replaceable with many other amino acids without chang-
ing the wild-type phenotype of this enzyme. Analysis of the
Phe™ revertants which appeared due to base substitutions re-
vealed different spectra of mutations, depending on the se-
quence of the stop codon used in the particular assay system
(Table 2). The spectrum of changes that occurred in the case of
the assay system carrying the TAA stop codon (plasmid
pKTpheA22TAA) was most homogeneous: among 43 mutants
analyzed, 88% contained a T-to-C transition and the rest
(12%) had a T-to-G transversion. The T-to-C transition was
also dominant in the case of mutants isolated using the assay
systems carrying either the TGA or TAG codon (plasmids
pKTpheA22TGA and pKTpheA22TAG, respectively), al-
though several other DNA changes were identified as well
(Table 3).

Pol IV contributes to —1 deletions in starving cells of P.
putida. In order to study possible involvement of the error-
prone DNA polymerase Pol IV in occurrence of stationary-
phase mutations in P. putida, we constructed a dinB knockout
mutant of P. putida PaW85 (see Materials and Methods).
Based on analysis of the sequence of the P. putida genome, the
dinB gene does not belong to an operon of other genes. There-
fore, possible negative effects of disruption of the dinB gene on
transcription of other genes are excluded. Cells of wild-type P.
putida PaW85 and its Pol IV-defective derivative PaW85
dinB::tet  carrying different test systems  (plasmid
pKTpheAS56+A, pKTpheA22TAA, pKTpheA22TGA, or
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TABLE 3. Reversion of different nonsense mutations (TGA, TAA,
and TAG) in independent Phe " mutants accumulating in starving
cell populations of P. putida PaW85

Reversion change

Target* DNA Occurrence(s) -
change (%) Codon Amino
acid
TGA T—C 13 (54) CGA Arg
-G 5(21) GGA Gly
G-T 4(17) TTA Leu
A—C 2(8) TGC Cys
TAA T—C 38 (88) CAA Gl
-G 5(12) GAA Glu
A6 T—C 44 (61) CAG Gln
A—G 11(15) TGG Trp
G-T 8 (11) TAT Tyr
T—G 6 (8.5) GAG Glu
G-C 1(1.5) TAC Tyr
A—-T 1(1.5) TTG Leu
T—A 1(1.5) AAG Glu

“In all cases the same codon, CTG for Leu 22, was altered in the wild-type
pheA sequence.

pKTpheA22TAG) were plated onto phenol minimal plates
containing phenol as the only carbon source. Results presented
in Fig. 2A clearly demonstrate that the occurrence of 1-bp
deletion mutations depends on the presence of the functional
dinB gene in P. putida. Starting from day 9, the frequency of
accumulation of Phe* mutants on selective plates increased
remarkably, and on day 11 and later the accumulation fre-
quency of the Phe ™ revertants in the P. putida wild-type strain
was approximately 10 times higher than in the Pol IV-defective
mutant. The lower frequency of accumulation of 1-bp deletion
mutants in PaW85 dinB::tet could not be ascribed to a lower
viability of dinB-defective cells under starvation conditions:
during the 13 days studied, the Pol IV-defective strain survived
as well as the wild-type strain (Fig. 2B). Thus, Pol IV-depen-
dent mutagenesis could be elevated under conditions of long-
term starvation of P. putida cells.

No effect of the dinB knockout became apparent if we mea-
sured the frequency of appearance of Phe ™ mutants in starving
cell populations of P. putida carrying test systems which al-
lowed detection of base substitutions (data not shown). This
indicated that Pol IV contributes only to a particular type of
stationary-phase mutations in P. putida.

RecA is not required for Pol IV-dependent mutagenesis in P.
putida. In E. coli, dinB is one of the genes induced in response
to DNA damage (SOS response). After RecA-mediated cleav-
age of the LexA repressor, SOS regulon genes including dinB
become upregulated (11, 38). DNA polymerase Pol IV-depen-
dent stationary-phase mutations in the well-studied E. coli
FC40 Lac™ reversion system require a functional RecA protein
(7, 42). In order to study whether the occurrence of dinB-
dependent stationary-phase mutations are affected by RecA
functionality in P. putida, we constructed a RecA-defective
mutant of P. putida strain PaW85 (see Materials and Meth-
ods). Our experiments showed that the rate of accumulation of
1-bp deletion mutants was similar in the wild-type P. putida and
its RecA-deficient derivative PaW85 recA::tet (Fig. 2A). This
demonstrated that the occurrence of Pol IV-dependent sta-
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FIG. 2. (A) Accumulation of Phe* mutants on phenol minimal
plates of P. putida wild-type strain PaW85 (WT) and in its dinB-
defective (dinB) and recA-defective (recA) derivatives carrying plas-
mid pKTpheAS56+A. About 5 X 10% P. putida cells were plated from
overnight LB-grown cultures onto phenol minimal plates. Data for at
least five parallel experiments are presented. Means * standard devi-
ations (error bars) for 10 plates calculated per 5 X 10® cells are shown.
(B) Viability of P. putida wild-type strain PaW85 (WT) and in its
dinB-defective (dinB) and recA-defective (recA) derivatives on phenol
minimal plates. Means * standard deviations for at least five cultures
are shown. 1.0E + 08, for example, indicates 10® viable cells.

tionary-phase mutations observed in this study does not re-
quire the RecA protein.

Transcriptional analysis of the P. putida dinB promoter. In
order to study transcription from the dinB promoter, the pu-
tative promoter region of the dinB gene was cloned upstream
of the luxAB reporter into plasmid pKTIluxAB. The resulting
plasmid, pKTPdinBluxAB, expressed a high constitutive level
of luciferase activity (Fig. 3). Mapping of the transcription
initiation site by primer extension analysis localized the 5’end
of the dinB-specific mRNA at the G nucleotide which is six
nucleotides downstream from the putative promoter sequence,
resembling the o’°-type promoter consensus TTGACAN, ¢ 5
TATAAT (Fig. 4). The sequence GTTTCA, resembling the
—35 hexamer, and TACTAT, similar to the —10 hexamer, of
this promoter were separated by a 17-nucleotide spacer. The P.
putida dinB promoter region contains a sequence exhibiting
similarity to the LexA binding consensus CTG-N,,-CAG (69)
(Fig. 4B). This sequence overlaps the —10 hexameric sequence
of the dinB promoter by two nucleotides. Therefore, one may
expect repression of this promoter by a LexA protein (the P.
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FIG. 3. Study of effects of DNA damage on transcription from the
dinB promoter in P. putida PaW85. The promoter was cloned upstream
of the reporter genes luxAB, encoding luciferase, and the expression of
the transcriptional fusion was measured on pKT240-derived broad-
host-range plasmid pKTPdinBluxAB. Transcription from the dinB
promoter was assayed by measuring the luciferase activity (relative
luciferase units/optical density unit at 580 nm) in cells grown in LB
medium in the presence or absence of DNA-damaging agent mitomy-
cin C (2 pg/ml). We determined that addition of higher concentrations
of mitomycin C (up to 20 pg/ml) to the growth medium of the bacteria
did not cause greater effects on transcription from the dinB promoter.

putida genome contains two different lex4 gene homologues;
see, e.g., http://www.tigr.org). However, despite the presence
of putative LexA binding sites in the dinB promoter region,
addition of the DNA damage-inducing agent mitomycin C to
the growth medium of bacteria had only a minor increasing
effect (up to twofold) on the level of transcription from the
dinB promoter (Fig. 3). The similar up-to-twofold positive ef-
fect of addition of mitomycin C became evident when the level
of transcription from the dinB promoter was monitored in a
single-copy plasmid, p9TTPdinBluxAB (data not shown). The
latter fact excludes the possibility that the cellular amount of
LexA repressor might be too low to saturate all its binding sites
when the dinB promoter is expressed in a medium-copy-num-
ber plasmid, pKTPdinBluxAB (approximately 10 copies per
cell). Thus, transcription from the dinB promoter is poorly
stimulated after DNA damage in P. putida cells.

Recently, Layton and Foster (38) demonstrated that in E.
coli, the level of Pol IV is controlled by the stationary-phase
sigma factor RpoS. RpoS is shown to also be a transcription
regulator in Pseudomonas; however, it is less important in
stress survival and has more specific roles related to virulence
and colonization (reviewed in reference 66). In order to study
whether the level of the transcription from the dinB promoter
could be elevated in P. putida stationary-phase cells and to
investigate possible effects of RpoS on transcription, we de-
cided to compare expression of the reporter gene under the
control of the dinB promoter in the wild type and RpoS-
defective bacteria sampled from different time points of the
batch culture. Because the luxAB reporter system is sensitive
only in exponentially growing cells, we used another reporter,
the lacZ gene, and monitored the level of B-Gal activity in P.
putida cells carrying a dinB promoter-lacZ transcriptional fu-
sion in the plasmid pKTPdinBlacZ during 100 h of cultivation
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FIG. 4. (A) Mapping of the transcription initiation site for the P. putida dinB promoter by reverse transcriptase. Lanes G, A, T, and C show
DNA-sequencing reactions of the dinB promoter region. Lanes marked by — and + represent primer extension reactions carried out with total
RNA isolated from a P. putida PaW85 plasmid-free strain and from the same strain carrying extra copies of the dinB promoter region in
medium-copy-number plasmid pKTPdinBluxAB, respectively. The sequence of the dinB promoter region, including the —10 sequence of the
promoter (boxed) and the transcription start point (indicated by an asterisk), are shown on the right. (B) Nucleotide sequence of the P. putida dinB
promoter region. The putative —35 and —10 hexamers of the promoter are boxed, and the 5" end of the dinB mRNA is indicated by an asterisk.
The potential LexA binding site is underlined (LexA binding consensus nucleotides [69] are in boldface). The translation start site of the dinB gene

is indicated by an arrow.

of bacteria. Results shown in Fig. 5 demonstrate that transcrip-
tion from the dinB promoter is not controlled by RpoS. In both
strains studied (the wild type and the RpoS mutant), we ob-
served a modest increase (approximately twofold) in the level
of B-Gal expression if the activities from exponentially growing
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FIG. 5. Effect of growth phase of bacteria on transcription from the
dinB promoter. B-Gal activity was measured in P. putida wild-type
strain PaW85 (WT) and its RpoS-defective derivative PKS54 (rpoS)
carrying the dinB promoter-lacZ fusion in plasmid pKTPdinBlacZ.
Bacteria were grown in LB medium. Growth curves of bacteria are
indicated by dashed lines. Results of four independent experiments are
presented. The standard deviations are shown. ODsg, optical density
at 580 nm.

cells and stationary-phase cells sampled at h 12 were com-
pared. During the prolonged incubation of bacteria in station-
ary phase the p-Gal activities increased but these changes were
also small: an approximately threefold difference became ap-
parent if transcription in exponentially growing and late-sta-
tionary-phase cells was compared. This experiment indicated
that, although the transcription of the dinB gene in P. putida is
affected by the growth conditions of the bacteria, RpoS does
not play any role in dinB transcription.

DISCUSSION

Stationary-phase mutagenesis mechanisms have mostly been
studied during short-term experiments, usually lasting less than
1 week. However, a large majority of microorganisms in their
natural environments face far longer periods of starvation.
Results of our recently published study (53) suggested that
mutation processes in cells that have been starving for a short
period are not entirely compatible with those of a prolonged
starvation. The data presented by us herein demonstrate an
increase in the frequency of accumulation of Phe™ mutants in
populations of P. putida during prolonged starvation. The test
system used for the isolation of these mutants is based on
reversion of +1 frameshift in the pheA gene. We found that the
error-prone DNA polymerase Pol IV was specifically required
for most 1-bp deletions detected by measuring the frequency of
appearance of Phe™ revertants in long-term-starved popula-
tions of P. putida (Fig. 2A). Meanwhile, this effect of Pol IV
became clearly apparent only in cell populations that had al-
ready been starved for a carbon source for more than 7 days.
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This implies that Pol IV-dependent mutagenesis could be in-
duced under conditions of long-term environmental stress.

The idea that some mechanisms have probably evolved to
control the mutation rate in a cell is a subject of intense
scientific debate (see, for example, references 36, 50, 51, 55,
and 63). Evidence supporting the hypothesis that stress-in-
duced mutagenesis is a genetically programmed strategy has
been found in different organisms, which indicates that regu-
lation of stress-induced mutagenesis is general to all microor-
ganisms. However, different control mechanisms may exist. For
example, mutagenesis in resting organisms in structured envi-
ronments (ROSE mutagenesis), which occurs in E. coli aging
colonies, involves control by the SOS system and the catabolite
repression system (62). Studies by Bjedov et al. (5) revealed
that the frequency of mutations increased remarkably between
1-day- and 7-day-old colonies of most natural isolates of E. coli,
from diverse habitats worldwide, and the mutagenesis in aging
colonies, in one natural isolate tested, was genetically con-
trolled by RpoS and carbon-sensing regulators. Sung and Yas-
bin (60) demonstrated that accumulation of prototrophic re-
vertants among Bacillus subtilis cells required activity of genes
that are involved in regulation of bacterial differentiation. In
our previous study of P. putida (53), we demonstrated that the
spectrum of stationary-phase mutations among early-arising
mutants (picked up on days 3 and 4) differs from that of
later-arising ones (picked up on days 6 and 7). The occurrence
of mutations, the number of which started to increase later
(e.g., 2- to 3-bp deletions), was dependent on the stationary-
phase sigma factor RpoS (53). At the same time, the transpo-
sition of IS7411, which also increased with time of starvation
and resulted in emergence of Phe™ mutants, was under the
negative control of RpoS (53). Most recently, Layton and Fos-
ter (38) provided evidence that the cellular amount of Pol IV
in E. coli FC40 is controlled by RpoS, and Pol 1V is required
for stationary-phase mutation in that system (7, 42). Results
presented here demonstrate that the frequency of accumula-
tion of Pol IV-dependent mutants increases in P. putida pop-
ulations during prolonged starvation. Whether RpoS is in-
volved in Pol IV-dependent stationary-phase mutagenesis in
the +1 frameshift reversion examined by us in the current
study is difficult to determine because P. putida cells lacking
functional RpoS die in cultures that have been starved more
than 1 week (32).

Mechanisms of Pol IV-dependent stationary-phase muta-
tions studied by us in P. putida differ in some aspects from
those of the well-studied model organism E. coli. RecA is both
a signal sensor/transducer molecule for the SOS response and
a recombination protein (20). In the case of Pol IV-dependent
mutagenesis in E. coli strain FC40, which has become a para-
digm of stationary-phase mutation, the Lac™ mutations that
arise in starving-cell populations on lactose selective plates
require RecA function and a RecBCD double-stranded-break
repair system (8, 19, 27, 28). The recombination-dependent
stationary-phase mutations are proposed to result from erro-
neous DNA replication at sites of double-stranded-break re-
pair via homologous recombination (for a review of this model,
see, for example, references 15, 17, and 50). The results re-
ported by McKenzie et al. (41) indicate that the SOS activation
function of RecA is also required for Lac™ reversion in starv-
ing cells. DNA polymerase Pol IV, which is required specifi-
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cally for 1-bp deletions in the Lac™ reversion system in sta-
tionary-phase cells (but not in growing cells), is up-regulated
during the SOS response (7, 42). An alternative amplification-
mutagenesis model for RecA function in Pol IV-dependent
Lac™ reversion phenomena has also been proposed (29, 56). In
the current study we showed that Pol IV-dependent mutagen-
esis in P. putida is RecA independent. Also, in contrast to E.
coli, transcription from the dinB promoter in P. putida cells
occurs at a high basal level both in the presence and absence of
the DNA damage-inducing agent mitomycin C: we observed
only a slight, maximum twofold increase after induction of
DNA damage (Fig. 3). In comparison with E. coli, the SOS
response in P. putida has been only poorly studied. However,
the existence of a similar DNA damage-inducible response has
been found by analyzing DNA damage-mediated induction of
the P. putida lexA gene (9).

E. coli strains which have been used to study the role of Pol
IV in stationary-phase mutations carry two copies of dinB, one
in the chromosome and the other in the F' plasmid (42). The
higher expression of dinB in E. coli starving cells, resulting in
stationary-phase mutagenesis, is hypothesized to be connected
with sporadic amplification of the F’ plasmid DNA region
carrying the dinB gene (37, 55). However, the increase in dinB
expression in stationary phase shown by Layton and Foster
(38) was observed in the absence of selection for dinB ampli-
fication. Differently from E. coli, the occurrence of stationary-
phase mutations studied by us in P. putida depends on the
presence of a single chromosomal copy of the dinB gene. If
compared to exponentially growing cells, the level of transcrip-
tion from the dinB promoter in P. putida was increased three-
fold in late-stationary-phase cells (Fig. 5). However, unlike
expression of dinB in E. coli, the transcription of dinB in P.
putida was not dependent on RpoS. This and other differences
discussed above indicate that mechanisms distinct from those
proposed to control expression of dinB in E. coli may up-
regulate Pol IV-dependent mutagenesis under conditions of
long-term environmental stress in P. putida starving cells.

There are at least three nonexclusive explanations of how
the frequency of accumulation of Pol IV-dependent mutants
can increase in long-term-starved cell populations: (i) some
posttranscriptional/posttranslational mechanisms may control
the activity of Pol IV in stressed P. putida cells; (ii) levels of Pol
IV protein might increase in P. putida stationary-phase cells;
and (iii) DNA repair can be depressed during prolonged star-
vation. Studies of stationary-phase mutagenesis in E. coli FC40
have demonstrated that defects in methyl-directed mismatch
repair (MMR) resulted in a great increase in the number of
Lac™ mutants that arose with time after lactose selection (18).
The spectra of Lac™ reversion mutations observed in growing
cells of MMR-deficient strains (1-bp deletions in small mono-
nucleotide repeats) were indistinguishable from the spectrum
of Lac™ reversion mutations characterized in stationary-phase
cells of the wild-type strain (40). MMR has been shown to be
down-regulated in stationary phase (12, 65). Moreover, results
by Harris et al. (26) imply that the MMR protein MutL be-
comes limiting during stationary-phase mutation. The role of
down-regulation of MMR in accumulation of Lac* mutants in
the FC40 system has stimulated an active dispute (14, 25). The
idea that down-regulation of MMR might be involved in sta-
tionary-phase mutagenesis is supported by the finding that an
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MMR-defective mutant did not show any significant elevation
of mutagenesis in aging colonies (5). The 1-bp deletions mea-
sured in starving cells of FC40 which resulted in Lac™ rever-
sion were mostly produced by Pol IV (7, 42). Wagner and
Nohmi (67) have also shown that many Pol IV-induced errors
are corrected by MMR. Moreover, that report (67) demon-
strates saturation of the MMR system as a result of accumu-
lation of errors made by overproduced Pol IV. Hence, drawing
parallels with data obtained in E. coli, we hypothesize that the
increase in the frequency of Pol IV-dependent mutations ob-
served by us might be caused by the malfunctioning of MMR
in P. putida starving cells. Moreover, one may speculate that
MMR might be disabled due to a higher activity of Pol IV in
long-term-starved P. putida. Further and more straightforward
investigations are needed to test these hypotheses.

Rifampin mutation assay scores only base substitutions, but
the most frequently observed mutations associated with Pol IV
activity in E. coli are frameshifts (35). Artificial overproduction
of Pol IV in P. putida growing cells resulted in an elevated
frequency of occurrence of Rif-resistant mutants, which indi-
cates that Pol IV can contribute to base substitutions in this
organism as well. However, the occurrence of base substitu-
tions in starving P. putida did not require the activity of Pol IV.
Depending upon the DNA lesion and its sequence context,
different DNA polymerases are involved in generation of mu-
tations in E. coli (22, 44, 68). Thus, if only a specific type of
mutation in a specific sequence context is detectable in a given
assay system, some assay systems may be less relevant for the
detection of Pol IV-generated mutations than others. Base
substitutions in the rpoB gene measured by us (Rif-resistant
mutants in growing cell populations) and in the test systems
detecting Phe™ reversion mutations also occurred in different
sequence contexts. Therefore, the failure to detect Pol IV-
dependent base substitutions in starving cell populations in this
study can be explained by the use of different assay systems for
growing and stationary-phase cells. At the same time, results
presented by Wagner and Nohmi (67) suggested a bias for Pol
IV-generated mutations occurring in sequences with a guanine
base at the 5" position of the mutated base. Our test systems
designed for the measurement of base substitutions in the
pheA gene detected mostly T-to-C transitions either in the
sequence 5'-GGGTAA-3" or 5'-GGGTAG-3'. According to
Wagner and Nohmi (67) both these sequences should be fa-
vored for base substitutions generated by Pol IV. Therefore, an
alternative explanation for the phenomenon of why we did not
observe any effect of Pol IV on generation of base substitutions
in starving cells would be that the role of Pol IV in mutagenesis
may vary between growing and stationary-phase cells.

It was recently shown that stationary-phase E. coli cells lack-
ing one or more SOS-induced DNA polymerases (Pol II, Pol
IV, and Pol V) are less fit when grown in the presence of
wild-type cells under conditions in which the ability to generate
GASP mutations (growth advantage in stationary phase) is
under selection (70). Base pair substitution mutations occur-
ring in stationary-phase cells of E. coli have been shown to be
dependent on Pol V (4). Among gram-negative bacteria,
Pseudomonas species examined so far, like many other nonen-
teric bacteria, lack chromosomally encoded Pol V. Although
genes encoding Pol V homologues are frequently found in
plasmids (34, 46, 59), bacteria lacking these plasmids accumu-
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late stationary-phase mutations as well. Results of our current
study demonstrate that only a particular type of stationary-
phase mutations in P. putida requires Pol IV activity. Hence,
the question arises whether these bacteria would express some
other error-prone DNA polymerase activities involved in sta-
tionary-phase mutagenesis. Experiments to address this ques-
tion are currently in progress.
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