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INFOLEHT

Mullabakter Pseudomonas putida katalaas KatA defektse tiive konstrueerimine ja
iseloomustamine

Okstidatiivne stress tekib aeroobsetes organismides juhul kui hingamisahelas
korvalproduktidena tekkivate reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) tase on kdrgem kui
elusraku vdime neid kahjutuks muuta. ROS-id nagu superoksiidi anioon (O*),
vesinikperoksiid (H20») ja hiidroksiiiilradikaal ("OH) mdjutavad valkude struktuuri ja
aktiivsust. ROS-id stimuleerivad rakkudes signaalradasid ja aktiveerivad ensiimaatilised
kaitsesiisteemid. Superoksiidi aniooni eemaldavad superoksiidi dismutaasid (SOD),
vesinikperoksiidi eemaldavad katalaasid ning nende ekspressiooni kontrollivad regulaatorid
HexR, FinR ja OxyR. Bakteris Pseudomonas putida reguleerib OxyR kahe peamise katalaasi
KatA ja KatB ekspressiooni, kuid katA4 geen on enim indutseeritud okstidatiivse stressi korral.
Kéesolevas t60s uurisin, millist moju avaldab katA puudumine P. putida rakkude kasvule

oksiidatiivse stressi tingimustes ja moodtsin rakusiseste ROS-ide taset uudse metoodikaga.

Mairksonad: Okstidatiivne stress, ROS, OxyR, katA, Pseudomonas putida
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Construction and characterization of the soil bacterium Pseudomonas putida catalase
KatA defective strain

Oxidative stress occurs in aerobic organisms when the level of reactive oxygen species (ROS)
formed as by-products in the respiratory chain is higher that the ability of a living cell to
render them harmless. ROS like superoxide anion (O?), hydrogen peroxide (H20>) and also
hydroxyl radical ("OH) have an effect on the structure and activity of proteins. These ROS
stimulate cell-signaling pathways and lead to defense systems which are provided by
enzymes. The superoxide anion is eliminated by superoxide dismutases (SOD), hydrogen
peroxide is removed by catalases and their expression is controlled by regulators, such as
HexR, FinR and OxyR. OxyR regulates the expression of two major catalases KatA and KatB
in Pseudomonas putida but only katA gene is highly induced under oxidative stress. In the
current work I studied the impact of the lack of kat4 gene on the growth of P. putida cells
under oxidative stress and measured the levels of intracellular ROS by using a novel

methodology.
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KASUTATUD LUHENDID

Amp- ampiltsilliin

Bp- bensiiiilpenitsilliin

CAA- kaseiini hiidroliisaat (ingl k- casamino acids)

Cipro- ingl k- ciprofloxacin

glc- gliikkoos (ingl k- glucose)

Km- kanamiitsiin

LB- liisogeenne so6dde (ingl k- lysogeny broth)

NQO- ingl k- nitroquinoline

PQ- parakvaat (ingl k- paraquat)

ROS- reaktiivsed hapnikuiihendid (ingl k- reactive oxygen species)

WT- metsiktiivi (ingl k- wild-type)



SISSEJUHATUS

Aeroobsed bakterid kasutavad molekulaarset hapnikku hingamiseks voi energia saamiseks
14bi toitainete oksiideerimise. Selline hapniku kasutamine tekitab paratamatult ka reaktiivseid
hapnikutihendeid (ROS), mis vdivad rakkudes kahjustada makromolekule, tekitada
mutatsioone voi viia isegi rakkude surmani. Tekkinud olukorda nimetatakse okstidatiivseks
stressiks ning enimtuntud ROS-id on superoksiidi anioon, vesinikperoksiid ja
hiidroksiiiilradikaal. ROS-id vodivad olla nii ekso- kui ka endogeenset péritolu, keskkonnast
parit voi tekkinud rakkudes elutegevuse kdigus (Fridovich, 1978; Betteridge, 2000; Cabiscol
jt, 2000; Imlay, 2008; Kim jt, 2019).

Bakterites on olemas kaitsemehhanismid nii ROS-ide dratundmiseks kui ka nende
eemaldamiseks. ROS-e tunnevad rakkudes dra transkriptsiooni regulaatorid SoxR, HexR,
FinR ja OxyR. ROS-e eemaldavad superoksiidi dismutaasid (SOD), mis eemaldavad
superoksiidi aniooni ja vesinikperoksiidi eemaldajateks on katalaasid voi
alkiitilhiidroperoksiidi reduktaasid. Bakteril Pseudomonas putida on leitud neli katalaasi geeni
PP _0015 ehk katE, PP_0481 ehk katA, PP_2887 ja PP_3668 ehk katB (Nelson jt, 2002).
Oksiidatiivse stressi korral on neist enim aktiveeritud katalaas KatA ekspressioon (Yeom jt,

2012; Bojanovic¢ jt, 2017).

Minu t66 eesmérgiks oli konstrueerida Pseudomonas putida katalaasi katA deletsioontiivi
ning iseloomustada, millist mdju avaldab kat4 puudumine P. putida rakkude kasvule

oksiidatiivse stressi tingimustes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Oksiidatiivne stress ja reaktiivsed hapnikuiihendid

Reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) kuhjumine rakus pohjustab oksiidatiivset stressi (Kim jt,
2019). ROS-id tekivad hapniku redutseerimise kéigus nii ekso- kui ka endogeensete
protsesside toimel ning enimtuntumad neist on niiteks superoksiidi anioon (O?)
vesinikperoksiid (H20») ja hiidroksiiiilradikaal ("OH) (vt. joonis 1) (Fridovich, 1978;
Betteridge, 2000; Imlay, 2008).

0% ja H,0, moodustuvad rakkudes juhuslikult, kui molekulaarne hapnik oksiideerib
redoksensiilime, mis osalevad elektronide transportimisel teistele substraatidele;
hiidrokstitilradikaal tekib aga siis, kui rauaioon kannab iile elektroni vesinikperoksiidile

(Imlay, 2003).

Superoksiidi anioon ja vesinikperoksiid seonduvad Fe-S klastrit sisaldavate ensiitimide
aktiivsaiti, seondudes raua aatomiga ning oksiideerivad klastri nii, et ensiitiim muutub
ebastabiilseks (Imlay, 2008). H>O: oksiideerib valkudes tsiisteiini jadke, tekitades
sulfeenhappe adduktid, mis tekitavad kas ristsidemeid teiste tsiisteiinidega, voi neid
oksiideeritakse edasi (Imlay, 2003). Sellised muutused héirivad aga raku normaalset
elutegevust ning voivad osutuda letaalseks. Seetottu vajavad rakud kaitsemehhanisme ning -

sensoreid, et dra tunda ja eemaldada tekkinud reaktiivseid hapnikuithendid.

- - * t+e” * +e”
*re o o +H+ o +H+
* +2 H+ «-H.0

—niz

Joonis 1: Hapniku redutseerumine, ROS-ide teke. (Fridovich, 1978, muudetud)

1.2 Reaktiivsete hapnikuiithendite teke

ROS-id vdivad olla nii ekso- kui ka endogeenset paritolu, keskkonnast périt voi tekkinud
rakkudes elutegevuse kdigus. Endogeenset oksiidatiivset stressi pohjustab aeroobne
metabolism ning rakuviliselt indutseerivad ROS-ide teket néiteks antibiootikumid,

desinfektsioonivahendid, detergendid, raskmetallid, orgaanilised lahustid (Dos Santos jt,



2004; Imlay, 2008; Kim ja Park, 2014). Néiteks parakvaat, mida kasutatakse ka herbitsiidina,
redutseerub stabiilseks tihendiks, mis suudab reageerida hapnikuga ning tekitab superoksiidi
aniooni (Fridovich, 1978). Messner ja Imlay (1999; 2002) niitasid, et O* ja H,O, tekivad
endogeenselt rakkudes tdnu hingamisahela komponentide, nditeks NADH dehiidrogenaas II ja
fumaraadi reduktaasi autooksiideerumise kéigus E. coli-s (Messner ja Imlay, 1999; 2002).
NADH dehiidrogenaas II kataliilisib hingamisahelas elektronide iilekande NADH-It iile
flaviin-kofaktori ubikinoonile (Messner ja Imlay, 1999). NADH dehiidrogenaas II suudab
hingamisahelas kanda elektrone edasi iihe- voi kahekaupa, mida tdendab see, et kahe molekuli
O? kohta genereeriti dismutatsiooni teel tiks molekul H,O» (Messner ja Imlay, 1999).
Messner ja Imlay (1999) néitasid, et NADH dehiidrogenaas II genereeris O* ja H,O; 1dbi
redutseeritud kofaktori FAD autooksiidatsiooni (Messner ja Imlay, 1999).

Dwyer jt. (2009) niitasid, et DNA giiraasi inhibeeriv antibiootikum norfloxacin aktiveerib E.
coli-s regulaatori SoxR, mis aktiveerub O* stressi korral (Dwyer jt, 2009). Lisaks sellele
toovad Kim ja Park (2014) vélja oma t00s teisigi oksiidatiivset stressi pohjustavad faktoreid
bakteris Pseudomonas putida, kuhu kuuluvad néiteks bakterite poolt lagundatavad tihendid
fenool ja naftaleen, aga ka interaktsioon taimedega ning kokkupuude keskkonnas leiduvate

erinevate metallidega, néditeks mangaan, nikkel, koobalt (Kim ja Park, 2014).

Kuna bakter P. putida suudab tinu oma metaboolsele mitmekiilgsusele elada véga erinevates
keskkondades nagu nditeks mullas, vees, taime juurtel, raskemetallidega saastunud
keskkonnas, (Dos Santos jt, 2004) siis paratamatult tekivad rakkudes ka ROS-id, mida on vaja
eemaldada, et kaitsta rakke okstidatiivse stressi eest, mis vOib tekitada mutatsioone voi olla

letaalne.

1.3 Kaitsemehhanismid oksiidatiivse stressi vastu

ROS-id pdhjustavad rakkudes makromolekulide (DNA, RNA, valgud, lipiidid) kahjustusi
ning seetdttu tekivad membraani kahjustused, valkude funktsiooni kadumine, DNA
replikatsiooni blokeerimine ning see v3ib pdhjustada uute mutatsioonide teket vai raku surma
(Cabiscol jt, 2000). Seega peavad bakterites olema mehhanismid nii ROS-ide dratundmiseks
kui ka nende eemaldamiseks. Johnson ja Hug (2019), kasutades “Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes” klassifikatsiooni siisteemi, toovad vilja oma t60s 26 teadaolevat

ensiilimi, mis eemaldavad rakkudes ROS-¢e ning leidsid, et proteobakteritel, kuhu kuulub ka



Pseudomonas putida, kodeeris suurim osa genoomist ROS-e eemaldavaid ensiitime (Johnson

ja Hug, 2019).

Ensiiiim, mis eemaldab superoksiid aniooni, superoksiidi dismutaas (SOD), kataliiiisib
superoksiidi konversiooni vesinikperoksiidiks ja hapnikuks (Fridovich, 1975).
Vesinikperoksiidi eemaldab katalaas, kandes kaks elektroni iihelt vesinikperoksiidilt teisele,
mis omakorda lagunevad veeks ja hapnikuks (vt. joonis 2) (Kim jt, 2019). Samuti eemaldab

vesinikperoksiidi ka peroksiidaas, mis kuulub katalaaside perekonda (Chelikani jt, 2004).

superoksiidi dismutaasid

0%+ O* + 2H+ »H,O0,+ O2
katalaasid
H>O2+ H,02 » 2 H, O+ Oz
peroksiidaasid
H,O,+ RH, 2H, O+ R

Joonis 2: Enslimaatiline kaitse ROS-ide vastu. (Fridovich, 1978, muudetud)

1.4 Pseudomonas putida kaitsemehhanismid oksiidatiivse stressi vastu
Pseudomonas putida on kosmopoliitne bakter, keda on leitud nii mullast kui ka veest. Tdnu
oma metaboolsele mitmekiilgsusele ning madalale toitainete vajadusele suudab P. putida
kasutada kasvuks erinevaid substraate (Dos Santos jt, 2004). P. putida tiivel KT2440 on leitud
kaks SOD geeni, sodA, mis kodeerib mangaanist sdltuvat ja sodB, mis kodeerib rauast
soltuvat SOD-i ning neid geene ekspresseeritakse erinevalt sdltuvalt bakterite kasvufaasist,
raua ja mangaani olemasolust (Kim ja Park, 2014). Bojanovic ja kolleegid (2017) toovad vélja
oma uurimuses, et sod4 ja sodB ekspressioonis ei ilmnenud mingeid muutuseid parast
rakkude to6tlust 0,5 mM vesinikperoksiidiga; vesinikperoksiidi redutseerisid veeks ja

hapnikuks katalaasid vai alkiitilhiidroperoksiidi reduktaas (Bojanovic jt, 2017).

Bakteril P. putida on kirjeldatud neli katalaasi geeni: PP_0015 ehk katE, PP_0481 ehk katA,
PP_2887 ja PP_3668 ehk katB (Nelson jt, 2002). P. putida geeni katA ekspresseeritakse
logaritmilises kasvufaasis (Chelikani jt, 2004). Samuti eemaldab véikeses koguses rakkudest
vesinikperoksiidi alkiitilhiidroperoksiidi reduktaas AhpC, mis vajab reaktivatsiooniks NADH-
d, mida on vaja ka elektrontransportahelas (Hishinuma jt, 2006).



1.4.1 Transkriptsiooni regulaator SoxR
Superoksiidi poolt pdhjustatud oksiidatiivse stressi dratundja on kahekomponente siisteem
SoxRS, mille reguloni kuulub bakteris E. coli vihemalt 10 geeni (Cabiscol jt, 2000).
Superoksiidi stressi korral indutseeritakse P. putida-s geenid fpr (ferredoksiin-NADP+
reduktaas), fumC-1 (fumaraas C), sod4 (mangaansdltuv superoksiidi dismutaas), zwf-1
(gliikkoos-6-fosfaadi dehiidrogenaas), mis E. coli-s kuuluvad SoxRS reguloni (Park jt, 2006).
P. putida-1 on olemas SoxR homoloog, mis on sensor ning millel on 62% aminohappeline
sarnasus E. coli SoxR-iga, kuid tal puudub SoxS analoog (Kim ja Park, 2014). SoxR
aktiveerub, kui oksiideerub tema Fe-S klaster. Aktiveeritud SoxR indutseerib soxS geeni
transkriptsiooni. SoxS on otseselt SoxRS reguloni individuaalsete geenide aktivaator bakteris
E. coli (Park jt, 2006). Seega ei ole SoxR bakteris P. putida-s otseselt seotud okstidatiivse

stressi vastusega.

1.4.2 Transkriptsiooni regulaator HexR
Bakteris P. putida on oksiidatiivse stressi kaitsega seotud geen zwf-1 (gliikkoos-6-fosfaadi
dehiidrogenaas), mida reguleerib negatiivselt valk HexR (Kim ja Park, 2014). HexR
represseerib zwf-1 ekspressiooni, kuid kui gliikoos transporditakse rakku ja metaboliseeritakse
2-keto-3-deoksii-6-fosfogliikonaadiks (KDPG), siis seondub HexR KDPG-ga, vabaneb DNA-
It, muutes voimalikuks geeni zwf-1 transkriptsiooni (Campilongo jt, 2017). HexR vabanemine
zwf promootoralalt suurendab NADPH produktsiooni P. putida-s oksiidatiivse stressi korral
(Kim ja Park, 2014). NAD(P)H oksiideeritakse NAD(P)+ ning seeldbi saavutatakse

redokstasakaal, mis héirub oksiidatiivse stressi korral (Campilongo jt, 2017).

1.4.3 Transkriptsiooni regulaator FinR
FinR seondub otseselt geeni fpr promootoriga P. putida tiives KT2440 ning see on
hédavajalik fpr geeni transkriptsiooni indutseerimiseks superoksiidi stressi korral (Kim ja
Park, 2014). fpr kodeerib ferredoksiin-NADP+ reduktaasi, mis kataliilisib mdlemasuunalist
elektronide tilekande reaktsiooni NADPH ja iiheelektronilise kandja vahel nagu néiteks

ferredoksiin voi flavodoksiin (Xiao jt, 2018).



1.4.4 Transkriptsiooni regulaator OxyR
Morgan jt (1986) néitasid, et vesinikperoksiid indutseerib regulaatori OxyR ekspressiooni E.
coli-s (Morgan jt, 1986). OxyR on nii peroksiidistressi dratundja kui ka signaali edasiandja
(Wang jt, 2006). Bakteris E. coli kuuluvad OxyR reguloni geenid, mis on vajalikud H,O»
eemaldamiseks, néiteks katE ja ahpCF (Dubbs ja Mongkolsuk, 2012). oxyR geeni
deleteerimisel ei olnud E. coli ja Salmonella typhimurium-i rakud suutelised indutseerima
OxyR reguloni ning olid seetdttu hiipersensitiivsed vesinikperoksiidi suhtes (Christman jt,

1988).

Oksiidatiivse stressi ajal, mis on pohjustatud vesinikperoksiidist, oksiideeritakse valk OxyR,
mis omakorda aktiveerib OxyR reguloni geenide transkriptsiooni (Storz jt, 1990). E. coli-s
seondub OxyR sihtmérk geeni 5” otsa konserveerunud motiiviga (Zheng jt, 1998). Hishinuma
jt (2006) néitasid, et bakteris P. putida seondub OxyR otseselt katA, katB ja ahpC geeni
promootoritega (Hishinuma jt, 2006). Ochsner ja kolleegid (2000) niitasid, et OxyR
reguleerib katA, katB, ahpB ja ahpCF geene bakteris Pseudomonas aeruginosa (Ochsner jt,
2000). Kui rakkudes puuduvad ROS-id, siis regulaator OxyR on inaktiveeritud (Cabiscol jt,
2000). Zheng ja kolleegid (1998) niitasid, et E. coli-s OxyR aktiveeritakse, kui moodustub
valgus disulfiidside, mille moodustumiseks on vajalik vesinikperoksiid (vt. joonis 3). OxyR
inaktiveeritakse 14bi ensiimaatilise reaktsiooni, mille viib 14bi glutaredoksiin 1 (Grx1) ning
selle geeni (grxA) transkriptsiooni reguleerib OxyR (Zheng jt, 1998). Seega on OxyR regulon

autoreguleeritav.
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_C199-SH
OxyR_
H,O, C208-SH

~C199-SOH

OxyR Grx1 + GSH

~C208-SH

~C199-S
OxyR

~C208-S

Indutseeritake grxA ja gorA

Joonis 3: OxyR aktiveerumise ja inaktiveerumise mudel. H202 olemasolul oksiideerub OxyR Cys199 jaik ning

tekib sulfeenhape. See reageerib OxyR Cys208-ga ja moodustub stabiilne disulfiidside, mis n6 lukustab OxyR
aktiivsesse vormi. Oksiideeritud OxyR redutseerub 14bi disulfiidsilla redutseerumise, mille viib 14bi
glutaredoksiini slisteem, kuhu kuuluvad Grx1 (glutaredoksiin 1) ja GSH (redutseeritud glutatioon). Kuna OxyR
reguleerib grx4 (Grx1) ja gorA (glutatioon reduktaas) transkriptsiooni, siis on protsess autoreguleeritav. (Zheng

jt, 1998, muudetud)

Disulfiidsideme moodustumine OxyR tsiisteiini jadkide vahel pohjustab struktuurseid
muutuseid valgu regulaatordomeenis (aminohapped 80 kuni 305), mis omakorda pdhjustab
subiihikute seondumist tetrameeriks, voimaldades OxyR-il seonduda DNA-ga ja RNA
poliimeraasiga (Dubbs ja Mongkolsuk, 2012). Oksiideeritud OxyR seondub sihtmirkgeeni
promootorpiirkonnaga ning aktiveerib sellelt transkriptsiooni, seondudes otseselt RNA
poliimeraasiga (vt. joonis 4) (Wang jt, 2006). Yeom ja kolleegid néitasid, et bakteris P. putida
kuulub recG (DNA helikaas) samasse operoni, mis oxyR-gi ning RecG seondub otseselt
palindroomsete jérjestustega, mis on OxyR seondumissaidid sihtmédrkgeenil ning see on
vajalik oksiidatiivse stressi kaitsega seotud geenide aktivatsiooniks (Yeom jt, 2012). Lisaks

néitasid nad, et RecG vajab Mg?" ioone ja ATP-d funktsioneerimiseks (Yeom jt, 2012).
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Joonis 4: RecG “keerab” DNA palindroomsetelt jarjestustelt lahti, mis on vajalik transkriptsiooni alustamiseks.
Vesinikperoksiid oksiideerib OxyR, mis seondub seejérel sihtmérkgeeni promootorpiirkonnaga. OxyR
moodustab valk-valk sideme RNA poliimeraasiga ning algab geeni transkriptsioon. TrxB — tioredoksiini

reduktaas. (Kim ja Park, 2014, muudetud)

1.5 Pseudomonas putida katalaas KatA

Kasutades geelfiltratsiooni, nditasid Hishinuma jt (2006), et P. putida monomeerse katalaasi
KatA molekulmass on 55 kDa ning natiivsel valgul 220 kDa (Hishinuma jt, 2006). Lisaks
niitasid nad, et KatA on tetrameerne valk ning selle aktiivsus standardtingimustes on 30-
korda suurem kui katalaasil KatB ning KatA-d reguleerib regulator OxyR (Hishinuma jt,
2006). KatA aktiivsus suureneb kokkupuutel eksogeense vesinikperoksiidiga (Anderson ja
Miller, 2001). P. putida KatA on sarnane paljudele teistele monofunktsionaalsetele

katalaasidele, nagu niiteks E. coli katalaas KatE (Kim ja Park, 2014).

1.6 ROS-ide detekteerimine fluorestseeruvate ithenditega
Rakusisese H,O» detekteerimiseks saab kasutada 2,7-diklorodihiidrofluoresiin diatsetaati

(DCFH-DA), ekstratsellulaarse vesinikperoksiidi tuvastamine toimub ldbi Amplex Red-I ehk
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N-atsetiiiil-3,7-dihiirokstifenoksasiini, ning superoksiidi detekteerimiseks kasutatakse

tsiitokroom c-d (Dikalov ja Harrison, 2014).

DCFH-DA on rakumembraani 1idbiv ester, mis hiidroliiiisitakse rakkudes esteraaside poolt
dihiidroksii-DCFH-ks, mis ei pdése rakkudest vilja (Dikalov ja Harrison, 2014). DCFH on
tundlik ROS-idele ning okstideeritakse tugevalt fluoresseeruvaks 2,7-diklorofluoressiiniks
(DCF) (Rastogi jt, 2010). Samas toovad Dikalov ja Harrison (2014) vélja, et DCFH-DA
kasutamisel H>O detekteerimiseks on omad puudused, kuna DCFH ei reageeri otseselt H,O»-
ga ja paljud teised iiheelektronilised ithendid vdivad oksiideerida DCFH DCF-iks (Dikalov ja
Harrison, 2014). Kuna DCFH redutseeritakse fluoresseeruvaks varviks, siis voivad tekkida
vaheiihendid, mis reageerivad hapnikuga ning tekivad superoksiidi anioonid, mille
eemaldamise kdigus tekib samuti H>O2, mis v3ib omakorda tekitada fluoressentssignaali

intensiivistumise (vt. joonis 5) (Hardy jt, 2018).

DCFH-DA DCFH DCFH
AcO o OAc OH o) OH
O O Rakusis?sed O O
cl . cl esteraasid cl 7 cl Fe’+, heem
O COH —

—_

CO,H
O e

>, 0,

0, GsH

S : hv
DCFH <+—— DCF *«— DCF

GSSG + Hz°2 D TR GSH, NADH DCF

Joonis 5: Diklorodihiidrofluorestsiin diatsetaadi (DCFH-DA) rakusisesed reaktsioonid ja 2,7-
diklorodihiidrofluoressiini (DCF) redokstsiikkel. DCF voib ise pohjustada superoksiidi aniooni ja
vesinikperoksiidi teket, kui DCF radikaal reageerib hapnikuga ning seeldbi toodetakse juurde ROS-e, mida
soovitakse moota. Samuti voivad DCFH oksiidatsiooni 1dbi viia ka metalli-ioonid, tsiitokroom c ja heemi
peroksidaasid. GSSG- glutatiooni disulfiid, GSH- redutseeritud glutatioon. (Dikalov ja Harrison, 2014,
muudetud)
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Ekstratsellulaarse H>O, detekteerimiseks kasutatakse médardika peroksiidaasi (HRP)
kataliiiisitud okstidatsiooni, kus mitte-fluoresseeruv Amplex Red oksiideeritakse
vesinikperoksiidi poolt fluoresseeruvaks resorufiiniks (Dikalov ja Harrison, 2014). Tegemist
on véga tundliku ja spetsiifilise testiga. Samas voib Amplex Red-I oksiideerida peroksiinitrit

ning resorufiini hulka vdib mdjutada HRP olemasolu (Hardy jt, 2018).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmirgid

Enamusele elusorganismidest on hapnik eluliselt vajalik elektronide aktseptorina
hingamisahela viimases etapis. Ent aeroobses metabolismis tekivad paratamatute
kdrvalproduktidena ka osaliselt redutseeritud hapnikuiihendid, mis on reaktiivsemad kui
molekulaarne hapnik ja vdivad kahjustada erinevaid komponente rakus (Cabiscol jt, 2000;
Kim jt, 2019). Katalaas on iiks olulistest reaktiivseid hapnikuiithendeid eemaldavatest
enstitimidest (Kim jt, 2019). Bakteril P. putida on kirjeldatud neli katalaasi geeni: PP_0015
ehk katE, PP_0481 ehk katA, PP_2887 ja PP_3668 ehk katB (Nelson jt, 2002). On ndidatud,
et bakteri P. putida tiive KT2440 rakkudes on oksiidatiivse stressi korral kdige tugevamalt
aktiveeritud katA4 geeni transkriptsioon (Yeom jt, 2012; Bojanovic¢ jt, 2017).

Kéesolev bakalaureusetoo kasvas vilja uurimisgrupi vajadusest tuvastada oksiidatiivse
stressivastuse teket bakteris Pseudomonas putida. Kuna meie laboris puudus oksiidatiivse
stressi tundlik P. putida tiivi, mis vdimaldaks hinnata oksiidatiivse stressivastuse olemasolu,
siis sellest ldahtuvalt plistitusid minu uurimist6o eesmargid:

1. konstrueerida Pseudomonas putida katalaasi katA deletsioontiivi;

2. iseloomustada konstrueeritud bakteritiive kasvu oksiidatiivset stressi esilekutsuvate

kemikaalide juuresolekul;
3. moodta metsiktiivel ja katalaas katA deletsioontiivel rakusisest ROS-ide taset kasutades

2,7-diklorodihiidrofluoresiin diatsetaati.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud so6tmed, bakteritiived ja plasmiidid
Baktereid kasvatasin LB (ingl k- lysogeny broth) taissé6tmes (Miller, 1992) voi M9-gliikoos-
CAA (ingl k- casamino acids) minimaalséotmes. M9-gliikoos-CAA (edaspidi glc CAA)
valmistamiseks lisasin 1xM9 puhvrisse gliikoosi (lId0ppkontsentratsioon 10 mM), aminohapete
hiidroliisaati (20% CAA + 1 mg/ml triiptofaani, Idppkontsentratsioon 0,2%), mikroelementide
lahust (16ppkontsentratsioonidega 667 uM MgO, 50 uM CaCOs, 40 uM FeSO,, 12,5 uM
ZnSO,, 12,5 uM MnSQ,, 2,5 uM CuSOy, 2,5 uM, CoSO,, 1,9 uM H;BO,). Vedelsddtmes
kasvatamisel aereerisin rakukultuure loksutil. Tardsootme valmistamiseks lisasin s6otmesse

agarit 1,5 g/l.
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Plasmiidide ja bakteritiivede selektsiooniks lisasin s6otmele antibiootikume kanamiitsiin (Km,

1dppkontsentratsioon 50 pg/ml), ampitsilliini (Amp, 16ppkontsentratsioon 100 pg/ml),

bensiiiilpenitsiliini (Bp, Idppkontsentratsioon 1,5 mg/ml). Vajadusel lisasin s66tmesse toluaati

16ppkontsentratsiooniga 3 mM, parakvaati (PQ) Idppkontsentratsiooniga 0,01 mM, 0,02 mM,

0,1 mM, 0,15 mM, H>O» Idppkontsentratsiooniga 100 uM, 200 uM, 260 uM, 1,5 mM,

ciprofloxacin (cipro, ldppkontsentratsiooniga 0,03 pg/ml), nitroquinoline (NQO,

1dppkontsentratsiooniga 240 uM ja 280 uM).

Kasutatud bakteritiived on esitatud tabelis 1, samuti on kasutatud plasmiidid ja vektorid
esitatud tabelis 1. E. coli rakke on kasvatatud temperatuuril 37 °C ning P. putida rakke

temperatuuril 30 °C.

Tabel 1. Toos kasutatud bakteritiived ja plasmiidid.

Bakteritiivi Iseloomustus Piritolu
Pseudomonas putida
KT2440 P. putida sekveneeritud tiivi (Bagdasarian jt, 1981)
KT2440 AkatA Deleteeritud katalaas katA Kéesolev t60
AP1 P. putida genoomist viljunud Saadud Sirli
profaag P1 Rosendahli kéest

Escherichia coli

CC118\pir A(ara-leu) araD AlacX74 galE (Herrero jt, 1990)
galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB
argE(Am) recAl Jpir lysogen

Plasmiid/vektor

pRM6-GFP(KmR) I-Scel restriktsioonisaite, (Wirth jt, 2019)

ehk pSNW2(KmR) multikloneerimisjérjestust ja GFP-d
sisaldav suitsiidplasmiid, Km®

pSW(I-Secl) I-Scel nukleaasi ekspresseeriv (Wong ja Mekalanos,
plasmiid, Amp® 2000)

PSNW2/AkatA

pSNW?2 plasmiid, kuhu on
kloonitud EcoRI ja BamHI
fragmendina geeni katA eelse ja

jargse ala liitfragment, Km®

Kiéesolev t60
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2.2.2 Praimerite disainimine

Kuna t66 eesmirk on konstrueerida P. putida katalaas KatA deletsioontiivi, oli esmalt vaja

disainida praimerid, mille abil saaks amplifitseerida katalaas kat4 500 bp geeni eelse ja -

jérgse ala. Praimerite disainiks vajalik P. putida katA geeni jirjestus on saadud “Pseudomonas

Genome Database” veebilehelt. T60s kasutatud praimerid on esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Too6s kasutatud praimerid.

Nimetus Jirjestus Iseloomustus
katAERI 5- 500 bp katA geeni eelse ala
ACGAATTCCAGAACATGGCA | amplifitseerimiseks, produktiks
GTGTC-3’ fragment 1, kasutatud katA
geeni eelse ja jargse ala
“sewing” PCR-il. EcoRI
16ikesait on allajoonitud.
katAdel 5- 500 bp katA geeni eelse ala
GGTTCTTCTTATCACTTCGAC | amplifitseerimiseks, produktiks
GGGCTCTCCATTTCGGTCT-3 | fragment 1. Seondub katA ette
suunaga geenist eemale. 5’ ots
on komplementaarne katAout
praimeriga.
katAout 5- 500 bp katA geeni jargse ala
GTCGAAGTGATAAGAAGAAC | amplifitseerimiseks, produktiks
C-3 fragment 2. Seondub katA taha
suunaga geenist eemale.
katABamHI | 5'- 500 bp katA geeni jargse ala

AGGATCCAGTCCTTGTGCAGT
TCGCAC-3’

amplifitseerimiseks, produktiks
fragment 2, kasutatud kat4
geeni eelse ja jargse ala
“sewing” PCR-il. BamHI

16ikesait on allajoonitud.
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Forward 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3" | Plasmiidi pBluescript KS ja
pSNW2(KmR)
universaalpraimer.

Reverse 5-AACAGCTATGACCATG -3’ Plasmiidi pBluescript KS ja
pSNW2(KmR)
universaalpraimer.

3922r 5-ATCGTCAGTGCCCCATTCG - | Spetsiifiline praimer profaag 1-

3 le, positsioon genoomis
4428225 bp- 4428207 bp
pp3848 5-ACACCAGCCAGCACCTTTC | Spetsiifiline praimer profaag 1-
-3 le, positsioon genoomis
4371385 bp —4371403 bp

2.2.3 PCR
PCR meetodit kasutasin vajalike fragmentide amplifitseerimiseks ja konstruktide
kontrollimiseks. Uhe reaktsioonisegu maht oli 20 pl ning sisaldas 1 x PCR-i puhvrit, 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 tihikut Taq voi Phusion Hot Start IIT poliimeraasi ning praimereid
kontsentratsiooniga 10 pmol reaktsiooni kohta. Juhul, kui kasutasin Dream Taq poliimeraasi,
oli segus 1 x Dream Taq green buffer (mis sisaldab juba MgCl,) ja 0.375 tihikut Dream Taq
poliimeraasi. T60s kasutatud praimerid on toodud tabelis 2. PCR segudele lisasin bakteriraku

kromosomaalset voi eraldatud DNA-d.

PCR reaktsiooni tingimused olid 96-98 °C eelkuumutus rakumembraani 16hkumiseks 120
sekundit, 96-98 °C DNA denaturatsioon 30 sekundit, 54-58 °C praimerite seondumine 30
sekundit (olenevalt fragmendi pikkusest ning GC nukleotiidide sisaldusest), 72 °C DNA
stintees 30 sekundit kuni 2 minutit 30 sekundit (olenevalt amplifitseeritava DNA pikkusest),

72 °C DNA jérelsiintees 2 minutit. Kokku 25-35 tsiiklit.

2.2.4 Ligaasi- ja restriktsioonisegude ning PCR produktide sadestamine
Sadestamiseks viisin reaktsioonisegu mahu destilleeritud veega 100 pl-ni, lisasin 2,5 x mahtu
96% etanooli ning 1/10 mahtu 5 M NaCl. Sadenemine toimus -20 °C juures vihemalt 10

minutit. Seejirel tsentrifuugisin sademe pdhja 10 minutit 4 °C tsentrifuugis tdispdoretel
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(12000 x g) 10 minutit. Pesemiseks lisasin 150 pl 80% etanooli ning tsentrifuugisin

taispooretel (12000 x g) 5 minutit toatemperatuuril. Sademe kuivatasin temperatuuril 37°C.

2.2.5 Kompetentsete rakkude valmistamine ning elektroporatsioon
E. coli kompetentsete rakkude saamiseks kasvatasin rakke iile6 4 ml-sse LB-vedelsodtmesse
37 °C juures. Uledd kasvanud kultuurist lahjendasin optilise tiheduseni 0,1 (ODsgo) virskesse
4 ml-sse LB-vedelsootmesse ja kasvatasin rakke loksutil 2 h. Tsentrifuugisin kokku kogu
rakukultuuri 1 minuti jooksul tiispdoretel (12000 x g) toatemperatuuril. Pesemiseks lisasin
rakkudele 700 pl 10% gliitserooli, suspendeerisin ning tsentrifuugisin veel 1 minuti
taispooretel. Pesemist kordasin kokku 3 korda. Pérast pesemist suspendeerisin rakud 80 pl
10% gliitseroolilahuses. Kompetentsete rakkude valmistamise ajal hoidsin nii rakke kui ka

gliitserooli jaal.

P. putida kompetentsete rakkude tegemiseks kasvatasin rakke iile66 4 ml LB-vedels6dtmesse
30 °C juures. Tsentrifuugisin kokku 500 pl bakterikultuuri 30 sekundi jooksul tiispdoretel
(12000 x g) toatemperatuuril. Pesmiseks lisasin 400 pl 300 mM sahharoosi lahust,
suspendeerisin ja tsentrifuugisin veel 1 minut tdispodretel toatemperatuuril, kordasin rakkude
pesemist kolm korda. Peale pesemist suspendeerisin rakud 100 pl 300 mM sahharoosi

lahuses.

Elektroporatsiooni teostamiseks lisasin kompetentsetele E. coli voi P. putida rakkudele kas 30
ul ligaasisegu, 4 ul pPSNW2/AkatA plasmiidi, 0,8 pl pSW(I-Scel) plasmiidi, 4 ul DNA-d.
Kasutatud elektroporaatorid oli firma BioRad “E. coli Pulser” ja “Micropulser” ning
elektroporeerimine toimus pingel 2500 V. Parast elektroporeerimist lisasin rakkudele 600 pl
LB-vedelsdodet ning rakud kasvasid loksutil ligikaudu 1 h, v.a P. putida KT2440 rakud, kuhu
oli poreeritud pPSNW2/AkatA ning mis kasvas loksutil 4 h. E. coli rakud kasvasid
temperatuuril 37°C ja P. putida rakud 30°C. Seejérel tsentrifuugisin rakud pdhja tiispdoretel
(12000 x g) toatempeartuuril, suspendeerisin rakud ca 100 pl LB-vedels66tmes ning plaatisin

rakud selektiivtassidele.

19



2.2.6 DNA eraldamine agaroosgeelist ning rakkudest ja DNA
restriktsioonanaliiiis
Agaroosgeelist eraldasin Akat4 fragmendi, mis oli saadud PCR-il. Agaroosgeelist DNA
eraldamiseks kasutasin komplekti UltraCleanl5 DNA Purification Kit ning jérgisin etteantud
protokolli. Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutasin firma FavorPrep komplekti Plasmid

Extraction Mini Kit ning jargisin etteantud protokolli.

Eraldatud DNA kontrollimiseks ning kloneerimiseks kasutasin restriktsioonanaliiiisi. DNA
restriktsiooniks kasutasin firma Thermo Scientific FastDigest restriktaase ning jargisin

etteantud tingimusi. Restrikteerimisjargsed tulemused visualiseerisin geelelektroforeesiga.

2.2.7 Geelelektroforees
Analiitisimaks PCR-i produkte ning restriktaasidega ldigatud DNA-d, viisin l4bi
geelelektroforeesi. 5 ul PCR produktile vdi kogu restriktsioonisegule lisasin foreesivirvi
(0,04% broomfenoolsinine 50% gliitseroolis). Virviga proovid kandsin 1% agaroosgeelile 1 x
TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, | mM EDTA ning pH 8,2), mis sisaldas 0,33 pg/ml
etildiumbromiidi. DNA fragmentide suuruse hindamiseks kasutasin firma Thermo Scientific
DNA markerit ZipRuler Express DNA Ladder 1. Elektroforeesi viisin ldbi pingel 130-150 V.

DNA visualiseerisin UV valguses.

2.2.8 Kloonimine
Kloonimist kasutasin deletsioontiive konstrueerimisel soovitava fragmendi sisestamiseks
vektorplasmiidi. Kdigepealt valmistasin reaktsioonisegud, kus ldikasin vektorit ja sellesse
kloonitavat fragmenti samade restriktaasidega. Pérast 18ikust to6tlesin kloonimisvektorit 1
ithiku aluselise fosfataasiga FastAP (Thermo Scientific) 15 minuti jooksul 37°C juures, et
viltida vektori iseendaga kokku ligeerumist. Restriktaaside ja FastAP inaktiveerimiseks viisin
1abi reaktsioonisegu 5-10 minutilise (olenevalt restriktaasist, vastavalt tootja poolt toodud
tingimustel) 80°C termotootluse. Seejdrel sadestasin reaktsioonisegud (vt. peatiikk 2.2.4).
Restriktsioonifragmentide ligeerimiseks lahustasin sadestatud DNA vees ja valmistasin
ligeerimisreaktsiooni segu mahus 20 pl. Ligeerimissegu sisaldas {ihekordset ligaasi puhvrit
(Thermo Scientific), 1 mM ATP-d ja 0,5 tihikut T4 ligaasi (Thermo Scientific). Reaktsioon

toimus iiledo toatemperatuuril (21°C). Seejirel sadestasin ligaasisegu (vt. peatiikk 2.2.4) ja
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lahustasin sademe 30 pl vees. Edasi elektroporeerisin 30 pl ligaasisegu E. coli CC118Apir voi

P. putida KT2440 rakkudesse.

2.2.9 Sekveneerimine
Sekveneerimist kasutasin deletsioontiivede konstrueerimisel kontrollina. Kdigepealt
eemaldasin reaktsioonisegust kasutamata jdénud praimerid ja nukleotiidid. Selleks todtlesin
produkte 1 {ihiku aluselise fosfataasiga FastAP (Thermo Scientific) ja 2,5 tihiku
eksonukleaasiga Exol (Thermo Scientific), reaktsioonisegu maht oli 10 pl. Reaktsioon toimus
30 minutit temperatuuril 37°C ning ensiitimid inaktiveerisin 15 minuti jooksul temperatuuril
80°C. Sekveneerimiseks valmistasin proovid ette kitiga “Big Dye Terminator v 3,1 Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystem). Reaktsiooni votsin 1 pl produkti, mida soovisin
sekveneerida ning 1,6 pmol praimerit Forward, katAERI voi katABamHI iihe reaktsiooni
kohta. DNA jarjestused méaarati 3730x1 kapillaarsekvenaatoriga (Applied Biosystem). Saadud
jérjestuste analiilisimiseks kasutasin programmi ClustalW

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

2.2.10 P. putida katalaas katA deletsioontiive konstrueerimine
Katalaas KatA deletsioontiive tegemiseks kasutasin Martinez-Garcia ja de Lorenzo ning
Wirth ja kolleegide loodud meetodit modifitseerituna (Martinez-Garcia ja Lorenzo, 2011;
Wirth jt, 2019). Esmalt amplifitseerisin PCR-iga bakteri P. putida tiivest KT2440 fragmendi 1
(praimeriteks katAERI ja katAdel, vt. tabel 2), mis on 500 bp katA geenile eelnev ala ja
fragmendi 2 (praimeriteks katAout ja katABamHI), mis on 500 bp geenile jargnev ala.
Praimer katAdel sisaldas 5’ otsast katAout praimeriga komplementaarset jédrjestust ning
seetdttu sai praimeritega katAERI ja katABamHI teha eelnevalt tekitatud PCR produktidega
“sewing” PCR-i, mille kdigus liitusid kokku geeni eelne ja jirgne fragment, tekitades ca 1000

bp pikkuse Akat4 fragmendi.

Seejarel kloonisin AkatA fragmendi pSNW2(Km®) plasmiidi. Selleks 1dikasin plasmiidi ja
AkatA fragmenti firma Thermo Scientific restriktaasidega EcoRI ja BamHI, kloonitud
plasmiidi pSNW2/AkatA elektroporeerisin kompetentsetesse E. coli tiive CC118 Apir
rakkudesse ning selekteerimiseks kasvatasin rakke Km sisaldaval s66tmel. Kloonitud
plasmiidi kontrollisin PCR-iga, kasutades praimereid katAERI ja katABamHI. Seejérel
eraldasin rakkudest plasmiidse DNA (vt. peatiikk 2.2.6) ning amplifitseerisin PCR-iga AkatA
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fragmendi, kasutades praimereid Forward ja Reverse (vt. tabel 2) ning sekveneerisin (vt.
peatiikk 2.2.9), et kontrollida, ega AkatA fragmenti ei ole PCR-i kdigus tekkinud mutatsioone.
Seejarel viisin korrektset DNA jirjestust sisaldava plasmiidi elektroporatsiooniga bakterisse
P. putida KT2440, kus see plasmiid ei replitseeru, kuid integreerub kromosoomi.
Moodustunud kointegraadiga rakke selekteerisin Km sisaldaval s66tmel. Kointegraadi

olemasolu kontrollisin PCR-ga, kasutades praimereid katAERI ja katABamHI.

Jargnevalt viisin elektroporatsiooni abil rakkudesse I-Scel nukleaasi kodeeriva plasmiidi
pSW(I-Scel) ja kasvatasin rakke LB-toluaat vedelsdotmes selleks, et indutseerida plasmiidilt
pSW(I-Scel) nukleaasi I-Scel, mis tekitab kaheahelalisi 1dikeid I-Scel restriktsioonisaitides
kromosoomi integreerunud pSNW2/AkatA plasmiidis 45 min temperatuuril 30°C.
Selektsiooniks kasutasin bensiitilpenitsilliini (Bp) ning toluaati sisaldavat LB-sdodet.
Sootmetele lisatud meta-toluaadi, mis on I-Scel promootori induktor kontsentratsioon oli 3
mM. Katkete tekkimise tagajérjel toimub homoloogiline rekombinatsioon AkatA4 fragmendi ja
kromosoomis olevate katA geeni eelse voi katA jérgse ala vahel. Kui homoloogiline
rekombinatsioon toimub, siis pole tiived enam voimelised Km juuresolekul kasvama ja
nendest tlivedest pooltel juhtudel deleteerub kat4 geen ja pooltel jadb WT lookus. Selleks, et
niha, kas homoloogiline rekombinatsioon on toimunud ja plasmiid vilja rekombineerunud,
tegin rakkudele PCR analiiiisi kasutades praimereid katAERI ja katABamHI. Seejérel
vabanesin deletsioontiives pSW(I-Scel) plasmiidist kasvatades baktereid antibiootikumita 5
ml LB-vedels6dtmes, edasi lahjendasin 20 pl tile6d kultuuri uude LB-vedelséotmesse, nii 10
korda. Plasmiidi kadumist kontrollisin paralleelkiilviga LB tassile ja LB-Bp tassile.

Konstrueeritud tiivesid kontrollisin ka sekveneerimisega.

2.2.11 Endogeense ROS-i detekteerimine rakkudest
Rakusisese ROS-i tuvastamiseks kasutasin Akkaya ja kolleegide ning Svenningsen j ta
kolleegide vilja tootatud metoodikat (Svenningsen jt, 2015; Akkaya jt, 2018). Bakteri P.
putida rakkudest endogeense ROS-i detekteerimiseks kasvatasin rakke 1 x glc CAA
vedelsdotmes loksutil iile6d temperatuuril 30°C. Seejérel tegin rakukultuurist lahjenduse
vérskesse 50 ml glc CAA vedelsodtmesse nii, et kultuuri optiline tihedus oleks 0,2 (ODsoo).
Rakud kasvasid 1 h 30°C loksutil (140 rpm), parast mida mdotsin uuesti kultuuri optilise
tiheduse (ODso0). Seejérel jagasin kultuuri 3x15 ml kolbidesse, kus esimene oli kontroll, teise
lisasin 20 mM PQ-d 1dppkontsentratsiooniga 0,15 mM ning kolmandasse 30% H2>O»-te

16ppkontsentratsiooniga 1,5 mM. Seejérel jagasin iga 15 ml kolvi 5 ml kaupa steriilsetesse
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katseklaasidesse ehk igast kolvist sai kolm paralleeli katseklaasis. Kultuuri panin kasvama
30°C loksutile (180 rpm). Kahe tunni mdddudes tsentrifuugisin (12000 x g) 1 ml rakukultuuri
pohja, eemaldasin supernatandi ja votsin rakud iiles 1 ml 1 x M9 puhvris. Lisasin igale
proovile 20 pl (1 mg/ml, DMSO-s) DCFH-DA (Cayman Chemical) vérvilahust ja lasin
mojuda 30 min pimedas toatemperatuuril. DCFH-DA on rakumembraani 14biv ester, mis
hiidroliitisitakse rakkudes esteraaside poolt dihiidroksii-DCFH-ks, mis ei piése rakkudest
vélja. DCFH on tundlik ROS-idele ja oksiideeritakse tugevalt fluoresseeruvaks 2,7-
diklorofluoressiiniks (DCF). Pérast 30 minutilist inkubatsiooni pimedas kandsin 100 pl proovi
mikrotiiterplaadile ning mdotsin rakukultuuri optilise tiheduse (ODeoo) ja fluorestsentsi
intensiivsuse (emissiooni lainepikkusel 525 nm ja ergastus lainepikkusel 485 nm) kasutades

Tecan i-control.

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Oksiidatiivse stressi tundliku P. putida sensortiive konstrueerimine ja
iseloomustamine
Katalaas on oluline ensiilim, mis kataliiiisib vesinikperoksiidi lagunemist veeks ja hapnikuks
(Kim jt, 2019). P. putida genoomis on 4 katalaasi kodeerivat geeni: PP_0015 ehk katE,
PP 0481 ehk katA, PP_2887 ja PP_3668 ehk katB. Transkriptoomiksiga on ndidatud, et
bakteri P. putida tiive KT2440 rakkudes on oksiidatiivse stressi korral tugevalt aktiveeritud
vaid katA geeni transkriptsioon (Yeom jt, 2012, Bojanovic€ jt, 2017). Selleks, et oksiidatiivset
stressivastust hinnata bakteri P. putida tiive KT2440 rakkudes, konstrueerisin P. putida katA
deletsioontiive. Deletsioontiive tegemiseks kasutasin kirjanduses avaldatud meetodit (vt
materjal ja metoodika; Martinez-Garcia ja Lorenzo, 2011; Wirth jt, 2019). P. putida tiivest
KT2440 sain neli sdltumatut kat4 deletsioonmutanti (tdhistatud numbritega 5, 9, 23 ja 26),
mida kontrollisin PCR ja sekveneerimisega ning lisaks kasvu jargi ROS-i tekitavate

kemikaalide juuresolekul.

2.3.2 P. putida katA deletsioontiivede kasv ROS-i tekitavate kemikaalide
juuresolekul
P. putida katA deletsioontiivede funktsionaalsuse kontrolliks kasvatasin rakke reaktiivseid

hapnikuiihendeid tekitavate kemikaalide juuresolekul. Kemikaalid, mida kasutasin, olid
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parakvaat (PQ), vesinikperoksiid (H20:), ciprofloxacin (cipro) ja nitroquinoline (NQO).
Bakteritiivede kasvu hindasin parast 24 h inkubatsiooni 30 °C juures.

Endogeenset ehk rakusisest ROS-i tekitab parakvaat. Parakvaat on kemikaal, mis rakus
reageerib hapnikuga ning tekitab superoksiidi aniooni (Fridovich, 1978). Tekkinud
superoksiidi konversiooni vesinikperoksiidiks ja hapnikuks kataliiiisib superoksiidi dismutaas
(Fridovich, 1975), mis on olemas nii metsiktiives kui ka AkatA tiivedes. Superoksiidi
kahjutuks tegemise kdigus tekkinud vesinikperoksiidi aga eemaldab P. putida rakkudes
pohiliselt katalaas KatA, mis puudub AkatA tiivedes. P. putida metsiktiive ja AkatA kasv 0,02
mM parakvaadi juuresolekul on esitatud joonisel 6. Tundlikkust testisin 0,01 mM, 0,02 mM ja
0,1 mM parakvaadiga LB-tardsootmel, kuid kdige paremini oli efekt nédha 0,02 mM
parakvaadiga tassidel, mis on esitatud joonisel 6. Varreldes metsiktiivega on katalaasi
deletsioontiivi tundlikum parakvaadile, kuna 0,02 mM parakvaadiga tassil puudub
deletsioontiivel kasv 1077 lahjendustépis, samas kui metsiktiivi seal kasvab. Seega, bakteris P.

putida KT2440 on katalaas KatA olemasolu oluline parakvaadi tekitatud ROS-ide talumises.

A. WT 5 9 23 26 B. WT 5 9 23 26
10 10
10°° 10
10° 10°¢
107 107
10°8

Joonis 6: P. putida metsiktiive ja AkatA tiivede kasv 0,02 mM parakvaati sisaldaval LB-tards66tmel (A) ja LB-
tardsootmel (B). Vertikaalselt on toodud lahjendused ning horisontaalselt P. putida tiived. WT on P. putida
KT2440 metsiktiivi, 5, 9, 23 ja 26 on soltumatult saadud AkatA tiived. Pilt on tehtud parast 24 h inkubatsiooni
temperatuuril 30°C. Katset on korratud viis korda.

Lisaks hindasin P. putida AkatA tiive eksponentsiaalse faasi rakkude kasvu eksogeense 1,5
mM vesinikperoksiidi juuresolekul. Selleks lahjendasin P. putida metsiktiive ja AkatA
iiledokultuure glcCAA vedelsdotmesse nii, et bakterikultuuride optiline tihedus lainepikkusel
600 nm oleks 0,2 ning kasvatasin rakke 1h temperatuuril 30°C. Seejérel lisasin rakkudele
H>O> 16ppkontsentratsiooniga 1,5 mM ning kasvatasin rakke veel 2 h. Jooniselt 7 on néha, et

aktiivselt kasvavates P. putida katalaas deletsioontiive rakkudes inhibeeris 1,5 mM H>O»

24



lisamine kasvu rohkem kui metsiktiivel. Tulemus on ootuspérane, kuna katalaas KatA on
oluline H>O; eemaldamiseks rakkudest (Kim jt, 2019) ja KatA puudumine muudab P. putida

rakud vesinikperoksiidile tundlikumaks ning rakutihedus jaab madalaks.

=\

o~

<y @

Joonis 7: P. putida metsiktiive (A) ja AkatA 5 (B) kasv 1,5 mM H2O» juuresolekul. Pilt on tehtud 2 h pérast

vesinikperoksiidi lisamist. Katset viidi 14bi iiks kord.

Kuid vesinikperoksiidi sisaldaval LB-tards66tmel AkatA4 kasvu inhibeeriv efekt vorreldes
metsiktiivega vilja ei tulnud. H>O; inhibeeris kasvu nii metsiktiivel kui ka katalaas
deletsioontiivedel iihte moodi. Vesinikperoksiidi kontsentratsioon tardsdédtmes oli 100 uM,
200 puM ja 250 uM. Kuna WT ja mutant kditusid sarnaselt, siis on tulemuse illustreerimiseks
esitatud pildid vaid 100 pM ja 250 pM H20,. 250 uM H20: inhibeeris kasvu deletsioon- ja
metsiktiivel juba 107 lahjenduses, samas kui 100 uM H>O: juuresolekul oli ndha mdlema tiive
kasv ka 10® lahjenduses (vt. joonis 8). 200 uM H»O- juuresolekul oli niha, et
deletsioontiivede 9 ja 26 kasv oli inhibeeritud juba 10 lahjenduses. Antud katse tingimustel
ei ndinud me erinevust mutandi ja metsiktiive kasvus vesinikperoksiidi sisaldaval LB-
tardsootmel. Kuna katset on teostatud vaid iiks kord, siis katsest jarelduste tegemiseks tuleks

katset veel korrata ja proovida varieerida H>O2 kontsentratsiooni sodtmes.
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Joonis 8: P. putida metsiktiive ja AkatA tiivede kasv 100 pM vesinikperoksiidi sisaldaval LB-tardsodtmel (A),
LB-tards66tmel (B) ja 250 uM vesinikperoksiidi sisaldaval LB-tardsodtmel (C). Vertikaalselt on toodud
lahjendused ning horisontaalselt P. putida tiived. WT on P. putida KT2440 metsiktiivi, 5, 9, 23 ja 26 on
soltumatult saadud AkatA tiived. Pilt on tehtud parast 24 h inkubatsiooni temperatuuril 30°C. Katset on 1dbi
viidud iiks kord.

Ciprofloxacin oli kolmas kemikaal, millel kontrollisin P. putida Akat4 kasvu. Ciprofloxacin
on fluorokinoloon, antibiootikum, mis inhibeerib DNA giiraasi ja seega ei toimu DNA
replikatsiooni ja ka transkriptsiooni, mis omakorda viib ROS-ide akumulatsioonini, kuna ei
suudeta slinteesida kaitseensiilime (pubchem; Hong jt, 2019). Ciprofloxacini kontsentratsioon
tardsddtmes oli 0,03 pg/ml. Ullatavalt kasvasid tardsdtmel AkatA tiived paremini kui
metsiktiivi (vt. joonis 9). Erinevus v0ib tuleneda sellest, et kas katalaasi deletsioontiive
tegemise kdigus voi hilisemates kasvatamise etappides voivad tekkida genoomi mutatsioonid,
mis véimaldavad P. putida AkatA tiivel paremini kasvada cipro-1 voi efektiivsemalt

antibiootikumi rakkudest vélja pumbata. Varasemalt on kirjanduses nédidatud, et giiraaside
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gyrA geenis 83. positsioonis treoniini asendumine isoleutsiiniga ja gyrB geenis 469.
positsioonis glutamiinhappe asendumine asparagiinnhappega annab P. putida rakkudele
resistentsuse fluorokinoloonidele, kuhu kuulub ka ciprofloxacin (Horii jt, 2005). Lisaks on
kirjanduses néidatud, et Pseudomonas aeruginosa AkatA tiivedes voivad subletaalsed cipro
kogused tostavad ciprofloxacinile resistentsete rakkude hulka ténu sellele, et katA puudumisel

on mutatsioonisagedus suurenenud (Ahmed jt, 2019).
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Joonis 9: P. putida metsiktiive ja AkatA tiivede kasv 0,03 pg/ml ciprofloxacini sisaldaval LB-tards66tmel (A) ja
LB-tardsdotmel (B). Vertikaalselt on toodud lahjendused ning horisontaalselt P. putida tiived. WT on P. putida
KT2440 metsiktiivi, 5, 9 ja 23 on sdltumatult saadud AkatA tiived. Pilt on tehtud pérast 24 h inkubatsiooni
temperatuuril 30°C. Katset on korratud kaks korda.

Viimane kemikaal, millel hindasin kasvu oli nitroquinoline, mis inhibeerib nukleiinhapete
stinteesi (Bond jt, 1970). NQO suudab endaga liita iihe elektroni ja samas kanda seda edasi
hapnikule, tekitades superoksiid anioone (Arima jt, 2006). NQO kontsentratsioon LB-
tardsdotmes oli 240 uM ja 280 uM. Katsest selgus, et katalaasi deletsioontiived talusid

paremini antibiootikumi kui metsiktiivi (vt. joonis 10).

27



10 10

10°
107

10°¢
10°¢

107
107

10°®

_

Joonis 10: P. putida metsiktiive ja AkatA tiivede kasv 280 uM nitroquinoline sisaldaval LB-tards66tmel (A) ja
LB-tardsdotmel (B). Vertikaalselt on toodud lahjendused ning horisontaalselt P. putida tiived. WT on P. putida
KT2440 metsiktiivi, 5, 9 ja 23 on sdltumatult saadud AkatA tiived. Pilt on tehtud parast 24 h inkubatsiooni
tempertuuril 30°C. Katset on korratud kaks korda.

Varasemalt on ndidatud, et DNA-d kahjustavad ja ROS-e tekitavad kinoloonide rea
antibiootikumid, nagu ka nitroquinoline, indutseerivad P. putida genoomist profaagide
véljumist (Martinez-Garcia jt, 2015). Seetdttu tegin PCR analiiiisi, kontrollimaks, kas profaag
P1 on rakkude genoomi olemas voi lahkunud. PCR analiiiisi tegin rakkudele, mis kasvasid
LB-, 0,01 mM PQ ja 240 uM NQO sisaldavatel LB-tardsodtmetel. LB- ja PQ-tassidelt voetud
rakkudes ei olnud profaag P1 lahkunud ei WT ega AkatA tiives, samas NQO tassilt voetud
rakkudes oli ndha profaagi lahkumine nii metsiktiivel kui ka AkatA tiivel (vt. joonis 11). Kuna
AkatA tiivi kasvab NQO-I siiski paremini kui metsiktiivi, mille kasv on inhibeeritud juba 107
lahjendustépis (vt. joonis 10), siis vOib oletada, et katalaas KatA puudumisel sageneb profaag
P1 lahkumine. Sagedasem profaag P1 lahkumine aga vdib AkatA tiive rakkudele anda
kasvueelise NQO-I vorreldes metsiktiivega, kuid selle hiipoteesi kontrollimiseks oleks vaja

modta profaag P1 lahkumise sagedus nii metsitiives kui ka katalaas AkatA deletsioontiives.
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A.  WT Akatd B. WT Akatd C. WT Akat4d D.  kontrl. kontrl.

Joonis 11: P. putida metsiktiives ja AkatA tiivest profaag P1 lahkumise tuvastamine PCR meetodil. PCR
analiilis, kus rakud on vdetud LB-tassilt (A), 0,01 mM PQ-tassilt (B) ja 240 uM NQO-tassilt (C) ning positiivne
kontroll P. putida AP1 rakud, kus profaag P1 on genoomist lahkunud (D).

2.3.3 P. putida katA deletsioontiivede fluorestsents ja siderofooride tootmine
Taheldasin, et nii LB-s66tmel kui ka PQ-tards66tmel kasvamisel P. putida katalaas A

deletsioontiived fluorestseerusid sinises valguses (vt. joonis 12).

WT 5 9 23 26

Joonis 12: P. putida AkatA tiivede fluorestsents, mis puudub metsiktiivel. Tulemus on visualiseeritud sinises
valguses, kus on néha AkatA tiivede rohekas-kollane fluorestsents. Pilt on tehtud parast 24 h inkubatsiooni
temperatuuril 30°C. Katset on korratud viis korda.

Uheks pdhjuseks, miks bakter P. putida AkatA tiived sinises valguses helendavad, vdib olla
see, et katalaas KatA puudumisel siinteesivad ja sekreteerivad rakud rohkem siderofoore, mis
sinises valguses helendavad. Kuna rauaioonid on vajalikud elektrontransportahelas, siis on
bakterites olemas siderofoorid, mida rakud sekreteerivad raua sidumiseks ja omastamiseks
keskkonnast (Griffiths, 1993). Bakteril P. putida tiivel KT2440 on {iheks selliseks, kuid mitte
ainsaks siderofooriks piioverdiin, mida produtseeritakse rauanilja korral (Henriquez jt, 2019).
Piioverdiini emissiooni lainepikkus on 460 nm ja ergastus 400 nm juures (Xiao ja Kisaalita,

1995). Selleks, et vilja selgitada, kas P. putida AkatA rakkude fluorestsentsi pohjuseks on
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suurenenud piioverdiini sekretsioon, mdotsin nii WT kui ka AkatA rakukultuurist kui
rakuvaba kasutatud so6tme ehk supernatandist fluorestsentsi intensiivsust eelnevalt mainitud,
kuid modifitseeritud lainepikkustel. Tulemustes ei ilmnenud erinevusi P. putida metsiktiive ja
katalaas deletsioontiivede vahel (vt. joonis 12). Samas jooniselt 12 on ndha, et fluorestseeruv
ithend on supernatandis. Kuna WT ja AkatA rakukultuurist ja supernatandist moddetud
fluorestsentsi intensiivsus on sarnane, siis jarelikult pole piioverdiin see molekul, mis tekitab

AkatA tiivedel sinises valguses fluorestseerumist.

Plioverdiini fluorestsentsi intensiivsus WT ja AkatA tiivede
rakukultuurist ja supernatandist

Ko,
wv
2 300000
av4
S
&€ 250000
3
1%}
2 ’g 200000
2 c
g 5
N
o< 150000
£
a 100000
c
()]
3
5 50000
=]
w
0
AkatA AkatA AkatA AkatA AKktA AkatA AkatA AkatA
sup. 5 5sup. 9 9sup. 23 23 26 26
sup. sup.

Joonis 12: Fluorestsentsi intensiivsus mdddetud P. putida metsiktiive ja AkatA deletsioontiivede rakukultuurist
ja supernatandist. Piioverdiini emisooni lainepikkus 455 nm ja ergastamise lainepikkus 398 nm. Roheline tulp
véljendab fluorestsentsi intensiivsust rakukultuuris ja sinine tulp supernatandis. Fluorestsentsi intensiivusus on
mdddetud peale inkubatsiooni 24 h temperatuuril 30°C. Katset on korratud iihe korra. Rakukultuuridest on

tehtud kaheksa paralleeli, supernatantidest kuus paralleeli.

2.3.4 P. putida AkatA sensortiive ROS-ide tase oksiidatiivse stressi korral
Selleks, et kontrollida, kas konstrueeritud AkatA sensortiives suureneb ROS-ide tase
oksiidatiivse stressi korral, mdotsin rakusiseseid ROS-e fluorestsseeruva virviga 2,7-
diklorodihiidrofluoressiin diatsetaat (DCFH-DA). Seda metoodikat on kasutatud P. putida
endogeensete ROS-ide modtmiseks (Akkaya jt, 2018). DCFH-DA virv siseneb rakkudesse ja
hiidroliitisitakse raku esteraaside poolt dihiidroksii-DCFH-ks, mis ei piése rakkudest vilja
ning rakusisesed ROS-id oksiideerivad selle tugevalt fluoresseeruvaks tihendiks 2,7-

diklorofluoressiiniks (DCF) (Rastogi jt, 2010; Dikalov ja Harrison, 2014). DCFi
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detekteerimiseks on vajalik emissiooni lainepikkus 523 nm ja ergastuslainepikkus 502 nm.
Meie uurimisgrupis on varasemalt korra proovitud DCFi teket mdodta statsionaarse kasvufaasi
P. putida rakkudes, kuid siis ei suudetud fluorestsentsi tuvastada. Mina modtsin DCFi teket
metsiktiives ja AkatA deletsioontiives eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudest oksiidatiivset
stressi pohjustava kemikaali juuresolekul ja ilma (joonis 13). Oksiidatiivse stressi tekitasin
rakkudele kasutades kahte kemikaali, superoksiidi aniooni tekitav parakvaat ja
vesinikperoksiid. Vesinikperoksiidi kontsentratsioon vedelsdotmes oli 1,5 mM, mis on voetud
Svenningsen ja kolleegide uurimistoost (Svenningsen jt, 2015), samuti ka parakvaadi

kontsentratsioon, mis kasvukeskkonnas oli 0,15 mM, kuid mida on modifitseeritud.

Joonisel 13 esitatud DCFi mdotmise tulemusest selgus, et fluorestseeruva DCFi teket on
voimalik P. putida eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes tuvastada ning metoodikat saab
kasutada rakusisest ROS-ide mdotmiseks. P. putida AkatA tiivel, kuhu ei ole lisatud vérvi 2,7-
diklorodihiidrofluoressiin diatsetaat, on fluorestsentsi intensiivsus ligikaudu kaks korda
suurem kui metsiktiivel, mis voib tuleneda Akat4 suurenenud fluorestsentsi tasemest. Katse
tulemustest on niha, et Akat4 deletsioontiives suureneb endogeensete ROS-ide tase vastusena
nii parakvaadile kui ka vesinikperoksiidile metsiktiivega vorreldavalt. Seega nendel
katsetingimustel ei ndinud me oluliselt tdusnud ROS-ide hulka katalaas KatA puudumisel.
Selle pdhjuseks voib olla, et katalaas KatA deletsioontiives on veel kolm katalaasi, mis vdivad
kompenseerida KatA puudumist ja seetdttu me ei nie katalaas deletsioontiives parakvaadi ja
vesinikperoksiidi juuresolekul ROS-ide suurt tdusu. Teine voimalus, miks metsiktiivi ja
katalaas deletsioontiivi kdituvad sarnaselt on see, et katse tingimused vajaksid veel
optimeerimist (nt. aeg kui kaua rakud on kemikaalidele eksponeeritud, kemikaali
kontsentratsioon), fluorestsentsi intensiivuse mddtmishetkel vois ROS-ide tase juba rakkudes
langeda (Svenningsen jt, 2015). Samas on tulemusest niha, et vorreldes vesinikperoksiidiga
tekitas superoksiidi anioone produtseeriv parakvaat suurema rakusiseste ROS-ide hulga nii

metsiktiivel kui ka katalaas deletsioontiivel.
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Endogeensete ROS-ide tase WT ja katalaas
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Joonis 13: Endogeensete ROS-ide tase WT ja katalaas AkatA4. Fluoresentsi intensiivsuse ja ODsoo suhe
mdodetud P. putida metsiktiives ja deletsioontiives AkatA 5. Tulbad iseloomustavad tiivede keskmise
fluoressentsi intensiivsuse ja keskmise optilise tiheduse (mdddetuna 600 nm juures) suhet. Rakkude vérvimiseks
on kasutatud 2,7-diklorodihiidrofluoresiin diatsetaati. Kolmest bioloogiliselt sdltumatust katsest on esitatud iihe

katse keskmised tulemused koos 95% usalduspiiridega.
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KOKKUVOTE

Aeroobsetel organismidel on olemas mehhanismid, et kaitsta end oksiidatiivse stressi eest,
mida pdhjustavad rakkudes nii eksogeensed lihendid kui ka endogeensed protsessid, mis
tekitavad reaktiivseid hapnikuiihendeid (ROS). Reaktiivsed hapnikuiihendid nagu
superoksiidi anioon (O?*), vesinikperoksiid (H20:) ja hiidroksiiiil radikaal ("OH) vdivad
rakkudes kahjustada makromolekule nagu DNA, RNA, valgud ja lipiidid. Esmaseks kaitseks
rakkudes on ensiitimid, mis hapniku redutseerimise vahetihendeid kataliiiitiliselt eemaldavad.
Superoksiidi dismutaasid, katalaasid ja alkiiiilhiidroperoksiidi reduktaasid vastutavad ROS-ide
neutraliseerimise eest. Superoksiidi dismutaasid eemaldavad superoksiidi aniooni, katalaasid
eemaldavad vesinikperoksiidi ning mdlema ekspressiooni kontrollivad regulaatorid FinR,
HexR ja OxyR. OxyR reguleerib katalaaside KatA ja KatB ekspressiooni bakteris
Pseudomonas putida. katA geen on tugevalt indutseeritud oksiidatiivse stressi korral ning

selle transkriptsiooni reguleeritakse vastusena H>O»-le.

Varasemalt on ndidatud, et oksiidatiivse stressi korral on bakteris Pseudomonas putida
pohiliselt ekspresseeritud katalaas KatA. Minu uurimist66 eesmérk oli konstrueerida
Pseudomonas putida tiivest KT2440 katalaas katA deletsioontiivi, millega oleks vdimalik
tuvastada okstidatiivse stressi olemasolu ning mis edaspidi voimaldaks meie uurimisgrupil

hinnata teatud kemikaalide oksiidatiivse stressi tekitamise voimet.

Kéesoleva t00 kdigus joudsin jargmiste tulemusteni:

1. konstrueerisin Pseudomonas putida tiivest KT2440 katalaas kat4 deletsioontiive.

2. iseloomustasin konstrueeritud P. putida AkatA bakteritiive kasvu oksiidatiivset stressi
esilekutsuvate kemikaalide nagu parakvaat, vesinikperoksiid, nitroquinoline ja
ciprofloxacin juuresolekul. Katalaas KatA puudumine muudab P. putida rakud
tundlikumaks parakvaadi ja vesinikperoksiidi suhtes, kuna mdlemad inhibeerisid P.
putida AkatA tiive kasvu rohkem vorreldes metsiktiivega. Samas KatA puudumine
soodustas P. putida kasvu nitroquinolinel ja ciprofloxacinil.

3. Kasutades 2,7-diklorodihiidrofluoresiin diatsetaati tuvastasin P. putida
eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes endogeensete ROS-ide tekke nii parakvaadi kui
ka vesinikperoksiidi lisamisel. Katalaas KatA puudumine ei mdjutanud olulisel mééral

parakvaadi ja H2O: tekitatud endogeensete ROS-ide taset P. putida rakkudes.
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Construction and characterization of the soil bacterium Pseudomonas putida catalase
KatA defective strain

Triin Uussaar

SUMMARY

Aerobic organisms have to have mechanisms to protect themselves against oxidative stress,
which arises in cells from both external agents and endogenous process that generate reactive
oxygen species (ROS). Reactive oxygen species such as superoxide anion (O%), hydrogen
peroxide (H20») and hydroxyl radical ("(OH) can damage macromolecules like DNA, RNA,
proteins and lipids in cells. The primary defense is provided by enzymes that catalytically
scavenge the intermediates of oxygen reduction. Superoxide dismutases, catalases and alkyl
hydroperoxide reductases are responsible for neutralizing ROS. Superoxide dismutases
eliminates superoxide anion, catalases remove hydrogen peroxide and both are controlled by
regulators FinR, HexR and OxyR. OxyR regulates the expression of catalases KatA and KatB
in Pseudomonas putida. kat4 gene is highly induced under oxidative stress and transcription

of it is regulated in response to H>O».

It has been previously shown that under oxidative stress only the catalase katA is highly
expressed in Pseudomonas putida. The aim of my study was to construct a catalase katA
deletion strain of Pseudomonas putida KT2440 that could detect the presence of oxidative
stress and which would allow our research group to evaluate the ability of certain chemicals

to cause oxidative stress.

The results of this work are concluded as follows:

1. T constructed a catalase katA4 deletion strain of Pseudomonas putida KT2440.

2. Icharacterized the growth of the constructed bacterial strain in the presence of
oxidative stress-inducing chemicals such as paraquat, hydrogen peroxide,
nitroquinoline and ciprofloxacin. The absence of catalase KatA makes P. putida cells
more sensitive to paraquat and hydrogen peroxide as both inhibited the growth of P.
putida Akat4 more than the wild-type. However, the absence of KatA promoted the
growth of P. putida on nitroquinoline and ciprofloxacin.

3. Using 2,7-dichlorodihydrofluorescin diacetate, I detected the formation of endogenous
ROS in P. putida exponential growth phase cells upon addition of both paraquat and
hydrogen peroxide. The absence of catalase KatA did not significantly affect the level
of endogenous ROS induced by paraquat and H>O» in P. putida cells.
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