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INFOLEHT

Mullabakter Pseudomonas putida GacS-GacA signaaliraja osalus statsionaarse
kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i regulatsioonis

Bakterid, nagu ka teised elusorganismid, on stressile vastuvdtlikud. Bakterirakud tunnetavad
keskkonnast tulenevaid muutusi signaalsiisteemidega, mis vahendavad muutusi rakkude
fiisioloogiasse. Gram-negatiivsetel bakteritel on tiheks selliseks konserveerunud GacS-GacA
kahekomponentne signaalslisteem. Stressitingimustes on o-faktorid olulised transkriptsiooni
reguleerimiseks, vdimaldades stressiga toimetulekuks vajalike geenide avaldumist. Osades
pseudomonaadides on Kirjeldatud, et GacS-GacA signaalsisteem vdib reguleerida Uldise
stressispetsiifilise sigmafaktor RpoS-i hulka rakus. Kéesoleva to0 eesmark oli leida, kas GacS-
GacA signaalirada mdjutab statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i valgu hulka
mullabakter Pseudomonas putida rakkudes.

Marksonad: Pseudomonas putida, GacS-GacA signaalsisteem, kahekomponentne
signaalsuisteem, sigmafaktor RpoS

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The two-component signal system’s GacS-GacA participatory in stationary phase sigma

factor RpoS in Pseudomonas putida

Bacteria, just like every living organism, are receptive to environmental stress. By sensing
environmental conditions through two-component signal systems, they can change the
physiology of the cell. The GacS-GacA two-component signal system is conserved among
Gram-negative bacteria. To regulate transcription during the environmental stress, bacteria
have o-factors which regulate the expression of genes only needed during stress conditions. It
has been noticed that in pseudomonades the GacS-GacA signalling system might regulate the
expression of RpoS. The aim of this study was to determine if GacS-GacA signal pathway
affects the regulation of stationary phase sigma factor RpoS in Pseudomonas putida.
Keywords: Pseudomonas putida, GacS-GacA signal system, two-component system, sigma
factor RpoS

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

CAA — kaseiini hiidroliisaat (ingl k — casamino acids)
glc — gliikoos

HK - histidiini kinaas

LB — lisogeenne s66de (ingl k — lysogeny broth)

OD - optiline tihedus (ingl k — optical density)

pen — penitsilliin

phe — fenool (ingl k — phenol)

VR - vastuse regulaator

wt — metsiktivi (ingl k — wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterid on kiired kohanema tmbritsevate keskkonnatingimustega. Kuna keskkonnas on véga
erinevaid stiimuleid, siis on bakteritel olemas mitmeid signaalstisteeme, mis on olulised naiteks
biofilmi tekkel, hulgatunnetusel, antibiootikumi resistentsuse tagamisel ning virulentsusel.
Enamlevinuimad signaalsiisteemid on kahekomponentsed, koosnedes keskkonnasignaale
tunnetavast sensorvalgust ning vastuse regulaatorist, mis aktiveerudes kéivitab edasise
geeniekspressiooni. Gram-negatiivsete bakterite seas on tuntuim kahekomponentne
signaalsiisteem GacS-GacA (Falke jt., 1997; Heeb ja Haas, 2001; Lautour, 2020; Wang jt.,
2021).

Pseudomonaadide puhul on teada, et Gac-signaalsuisteem reguleerib SRNA-sid, millest edasi
aktiveeruvad sekundaarsete metaboliitide stinteesid (Brencic jt., 2009). Lisaks on varasemas
Kirjanduses toodud, et pseudomonaadide puhul mdjutab GacS-GacA signaalslisteem
stressivastuse olulise sigmafaktor RpoS-i taset (Whistler jt., 1998; Martinez-Gil jt., 2014; Kang
jt., 2004). Meie uurimisgrupis on varasemalt néidatud, et kahekomponentse GacS-GacA
signaalslisteemi sensori GacS-i defektsus suurendab mullabakteri Pseudomonas putida Paw85
statsionaarse kasvufaasi rakkudes mutageneesi ligi kiimme korda ning ei valistatud vdimalust,
et GacS-GacA signaaliraja defektsus voib mojutada stressispetsiifilise sigmafaktor RpoS-i taset
(Tagel jt., 2016). Bakteri P. fluorescens nditel on selgunud, et Gac-signaalirada mdjutab
rakkudes RpoS-i kuhjumist ning rpoS-i transkribeerimist (Whistler jt., 1998). Kuna sigmafaktor
RpoS mangib olulist rolli eriti statsionaarse kasvufaasi rakkudes, siis ekspresseeritakse
nélgivates rakkudes RpoS-i intensiivsemalt, kuna keskkonnas pole piisavalt toitaineid (Tanaka
jt., 1993).

Ké&esoleva bakalaureusetd® eesmark on valja selgitada, kas GacS-GacA signaalirada mdjutab
statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i valgu hulka mullabakter Pseudomonas putida
rakkudes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kahekomponentsed signaalstisteemid

Bakteritel nagu koigil teistel elusorganismidelgi, on v6ime kohaneda keskkonnast tulevate
mojudega. Nii Gram-negatiivsetes kui ka Gram-positiivsetes bakterites on olemas mitmeid
signaalsiisteeme, mis reguleerivad keskkonnamdjudest tulenevaid raku flisioloogilisi vastuseid
(Bhate jt., 2015; Stock jt., 2000).

Kahekomponentsed signaalsiisteemid koosnevad enamasti kahest valgust: sensorkinaasist ehk
histidiini kinaasist (HK) ning vastuse regulaatorist (VR) (Joonis 1). Kahekomponendilised
signaalsiisteemid toimivad jargnevalt: kui véliskeskkonnast saabub signaal, siis
autofosforuleerub transmembraanne sensorvalk. Jargnevalt kantakse fosforttlrihm ule vastuse
regulaatorile. VR-i fosforutlimine kutsub esile regulaatori konformatsioonilise muutuse, mis
seejarel enamasti toimib transkriptsiooni regulaatorina, kas aktiveerides v0i represseerides oma

sihtmérkgeenide avaldumist (Gao ja Stock, 2009).
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Joonis 1. Kahekomponentse signaalststeemi uldine Ulesehitus. Ststeem koosneb histidiini
kinaasist (joonisel HK) ning vastuse regulaatorist (joonisel VR). Keskkonnast saabuv stiimul
ldheb sisend-domeeni, mis kannab signaali edasi kinaassele domeenile. Sisend-domeenis
tekivad konformatsioonilised muutused tulenevad stiimuli tunnetamisest. Edasi toimub
dimeriseerumisdomeenis aset leidev histidiinijddgi autofosforiileerumine (ATP-s6ltuv).
Regulaatorpiirkonnas (joonisel REC) olevale aspartaadijadgile kantakse fosfortulriihm tle, mis
aktiveerib vastuse regulaatori. (Gao ja Stock, 2009; muudetud)



Kahekomponentsete signaalsiisteemide arv vaib liigiti erineda — Escherichia coli’s on teada 62
kahekomponentse signaalsiisteemi valku, Streptococcus pneumoniae’s aga 70 valku (Robinson
jt., 2000). Erinevad kahekomponentsed signaalsiisteemid reguleerivad nditeks virulentsust,
biofilmi  moodustumist, tolerantsust antibiootikumidele ja stressile, raku jagunemist,
metaboliitide utiliseerimist (Falke jt., 1997).

Néiteks on bakteril Eschericia coli kahekomponentne signaalsusteem EnvZ-OmpR, mille
sensor EnvZ tunnetab keskkonna osmootsuse muutumist, ning regulaator OmpR fosforudlitud
kujul reguleerib membraaniporiinide OmpC ja OmpF transkriptsiooni (Egger jt., 1997; Pratt ja
Silhavy, 1995). Korge toitainete kontsentratsiooni korral ekspresseerivad rakud valku OmpC,
mis tekitab membraani védiksema diameetriga poriini, kuid madalama toitainete hulga puhul
ekspresseeritakse valku OmpF, mis tekitab suurema poriini, et véimalikult palju toitained
jouaks rakuni. Rakk toimib nii just seetfttu, et OmpF poriinist toimub elementide tlekanne
kiiremini kui OmpC poriini teel (Slauch ja Silhavy, 1996; Egger jt., 1997).

Kahekomponentsed silisteemid pole ainsad signaalrajad, mida bakterites leidub. Leidub ka
rohkem kui kahest valgust koosnevaid stisteeme, nditeks Bacillus subtilis’e Spo-slisteem
reguleerib sporulatsiooni, kus Uks sensorkinaas saab aktiveerida korraga mitut regulaatorit
(Burbulys jt., 1991; Vishnoi jt., 2013).

1.1.1. Histidiinkinaas

Histidiinkinaasid (HK) on membraaniseoselised homodimeerse struktuuriga sensorvalgud, mis
koosnevad periplasmaatilisest N-terminaalsest sisend-domeenist ning tsutoplasmas olevast C-
terminaalsest kinaassest domeenist (Robinson jt., 2000). Kinaasne domeen suudab signaali
saabudes seonduda ATP-ga, mis toob kaasa dimeriseerumispiirkonnas oleva histidiinijaégi
autofosforileerumise (Yamanda jt., 2009).

HK-i sisend-domeenid on erinevate signaalstisteemide puhul suure variatsiooniga, mistdttu on
neil vdimalik detekteerida erisuguseid signaale. Histidiinkinaasid jagatakse signaali tunnetuse
asukoha pohjal kolme gruppi: periplasmaatilise, tsiitoplasmaatilise ning membraanseoselise
tunnetusega HK (Mascher jt., 2006; Gao ja Stock, 2009).
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Joonis 2. Histidiinkinaaside jaotus signaalitunnetuse péhjal. (A) joonisel tdhistab A)
periplasmaatilise signaalitunnetusega HK-d. B) membraaniseoselise signaalitunnetusega HK-d
ning C) tsutoplasmaatilise signaalitunnetusega HK, mis voib olla vabalt tsitoplasmas voi
membraani kilge ankurdatult. Stiimul on joonisel esindatud punasega ning signaali tajuvad
osad on toodud lilla, rohelise, sinise ning pruuni varviga. (Mascher jt., 2006; muudetud) (B)
Skemaatiline joonis membraaniseoselisest histidiinkinaasist. Joonisel on n&ha olulisemad
domeenid, mida signaal l&bib vastuse regulaatorini joudmiseks. VR tdhistab vastuse
regulaatorit. (Zschiedrich jt., 2016; muudetud)

HK-ide tldpidest suurim on periplasmaatilise (ekstratsellulaarse) signaaltunnetusega
sensorvalgud, mille sisend-domeen asub periplasmas ning Kkinaasne tuum tsttoplasmas
(Mascher jt., 2006). Kuna HK-i sisend-domeen ning kinaasne domeen paiknevad kahes
erinevas raku sektsioonis, siis on siinkohal oluline transmembraanne (TM) signaaliilekanne,
mille puhul tunnetavad membraanseoselised sensorid keskkonnas lahustunud aineid. Néaiteks
on bakterites E.coli ning Salmonella enterica kahekomponentne signaalsiisteem NarXL, mille
histidiinkinaas NarX tunnetab lahustunud nitraati (Stewart, 2003; Williams ja Stewart, 1997).

Teine grupp sisaldab membraanseoselisi HK-sid, millel on tsttoplasmaatiline kinaasne domeen
ja sisend-domeen, ning on rakumembraanist mitmeid kordi labi pdimunud. Signaali ulekanne
algab rakumembraanist, joudes tsutoplasmas olevasse kinaassesse domeeni. Tunnetamaks
signaali, on membraanseoselise HK-i sisend-domeeni suurus vahemikus kaks kuni
kakskiimmend transmembraanset regiooni, mis on omavahel seotud luhikeste intra- vOi
ekstratsellulaarsete linkeritega. Membraaniseoselised HK-d tunnetavad stiimuleid, mis tekivad
membraani omaduste muutumisel, nditeks mehaanilise stressi v6i raku réhumuutuste korral.
Bacillius subtilis-e naitel on tks stiimuli pdhjustajaid temperatuur, mis mdjutab rakumembraani
viskoossust. On teada, et kdrgemal temperatuuril on rakumembraan voolavam, kuid
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temperatuuri langedes muutub tahkemaks. Selleks reguleerib B. subtilis kahekomponentse
signaalsiisteemi DesRK sensorkinaasi DesK abil membraani funktsionaalsust, sh voolavust.
Des geenid, mille avaldumine on DesRK signaalsiisteemi poolt kontrollitud, kodeerivad
rasvhapete desaturaase. Kdrgemal temperatuuril ehk voolavama membraani korral, kui
rasvhapetel on kullastumata cis-sidemed, on DesK fosforlleerimata, kuid temperatuuri
langedes DesK aktiveerub, mis omakorda aktiveerib vastuse regulaatori DesR, mis kaivitab des
geenide ekspressiooni (Aguilar jt., 1998; Aguilar jt., 1999). Desaturaas stinteesib membraani
fosfolipiidide rasvhapete vahele kahekordseid sidemeid, mille suurenenud hulk tahendab, et

membraan on voolavam (Aguilar jt., 2001).

Kolmandasse gruppi kuuluvad tsttoplasmaatilise signaalitunnetusega HK-id. Need HK-id on
kas sisend-domeeni kaudu tsutoplasmamembraani ankurdatud vdi siis paiknevad taiesti
tsutoplasmas. Bakteris Bradyrhizobium japonicum on olemas hapniku kontsentratsiooni
tunnetav histidiinkinaas FixL, mis saadab signaali VR-ile FixJ. VR siinpuhul reguleerib N>
fikseerimiseks vajalike geenide transkriptsiooni. Kuna hapniku (O2) kontsentratsioon on
muutlik, siis madalama kontsentratsiooni korral on FixL aktiivses olekus, mistGttu saab toimuda
signaalitilekanne FixJ-ile — toimub N fikseerivate geenide ekspressiooni suurenemine.
Kdrgema hapnikukontsentratsiooni korral seondub hapnik FixL-iga, mis tdhendab, et FixL on
inaktiveeritud kujul ning signaalitilekannet ei toimu. (Mascher jt., 2006; Gilles-Gonzalez ja
Gonzalez, 1993; Gong jt., 2000)

1.1.2. Vastuse regulaator

Vastuse regulaator on kahekomponendilistes signaalsiisteemides valjundiks, reguleerides
signaali saabudes sihtméarkgeenide ekspressiooni. Nii, nagu HK-i puhul, on ka VR-i teatud
domeenid tugevalt konserveerunud. VR moodustub kahest domeenist, milleks on N-
terminaalne konserveerunud REC-domeen ning C-terminaalne varieeruv efektor-domeen. REC

siinkohal tahendab regulatoorset domaani. (Gao ja Stock, 2009).

REC-domeen kataltisib HK-ilt fosfaatrihma (lekande sensori histidiinijaagilt oma
aspartaadijéégile. Inhibeerivate ning aktiveerivate, igale VR-ile spetsiifiliste, interaktsioonide

konformatsioonilised REC-domeeni muutused kontrollivad efektor-domeeni aktiivust. Kui
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vastuse regulaator on fosforiilitud kujul, siis on efektor-domeen aktiivne. VR-i efektor-
domeene liigitatakse toimemehhanismi alusel nelja gruppi: enamik neist on DNA-ga seonduvad
(63%); kuid leidub ka ensimaatilisi domeene (13%); ning osad seonduvavad valkude ja RNA-
ga. (West ja Stock, 2001; Gao ja Stock, 2009)

Bakteris E.coli on CheA-CheY signaalsusteem, mida saab tuua néitena ainult thest domeenist
(REC-domeen) koosnevast VR-ist (Gao ja Stock, 2009). Kui kemoretseptorile CheA saabub
signaal, siis kannab ta fosfortlrihma edasi VR-ile. Fosforileeritud kujul susteemi VR CheY
on suuteline muutma bakteriviburi paripdeva podrlevaks, kuna VR seondub lulitikompleksi
moororvalguga FIliN (Sarkar jt., 2010). Juhul, kui signaali ei saabu, jatkub viburi p6érlemine

vastupaeva.

Efektor-domeenide geeniekspressiooni regulatsioonimehhanismid vdivad sdltuvalt efektor-
domeeni struktuurist olla erinevad. VR seondub DNA-ga oma seondumisdomeenis olevate
motiividega, nditeks HTH ehk ,,helix-turn-helix** vdi WH ehk ,,winged helix* kaudu (Gao ja
Stock, 2009). Kahekomponentse signaalsiisteemi FixL-FixJ, millest oli juttu ka eelmises

alapeatiikis, vastuse regulaator FixJ on ndide seondumisest HTH motiivi labi (Wright jt., 2018).

Enstimaatiliste VR efektor-domeenide hulka kuulub ca 13% vastuse regulaatoritest. P6hiosa
neist VR-idest reguleerivad c-di-GMP rada. C-di-GMP reguleerib biofilmi moodustumist,
liikuvust, patogeensust ning virulentsust (Rajeev jt., 2014; Romling jt., 2013).

1.2. Kahekomponentne signaalstisteem GacS-GacA

Gram-negatiivsete bakterite seas on laialt levinud konserveerunud kahekomponentne
signaalsiisteem GacS-GacA, mis koosneb histidiini kinaasi valgust GacS ja vastuse
regulaatorist GacA. GacS-GacA pohifunktsioon on reguleerida raku flsioloogilist aktiivsust
labi konserveerunud Gac-Rsm signaalitilekanderaja (joonisel 3) (Latour, 2020; Ferreiro ja
Gallegos, 2021; Song jt., 2023). Kuna kahekomponentsed signaalstisteemid, sealhulgas ka
GacS-GacA, reguleerivad virulentsust ning resistentsust antibiootikumidele, siis ndhakse seda
rada kui potentsiaalset antibakteriaalse ravimi sihtmarki (Gotoh jt., 2010; Bem jt., 2015).

11



l Transkriptsiconi aktivatsioon

RsmX, RsmY, RsmZ J

J_ Inhibeerimine

; RsmA, RsmE

Joonis 3. Gac-Rsm signaaliraja skemaatiline mudel bakteris Pseudomonas fluorescens CHAO.
GacS aktiveerib GacA, mis omakorda aktiveerib RsmX-i, RsmZ-i ning RsmY sRNA-d.
Toimub sekundaarsete metaboliitide ekspressioon, kuna RsmX/Y/Z inhibeerivad RsmA ja
RsmE. Kui histidiinkinaas RetS ja gacS moodustavad heterodimeeri, siis on GacS-GacA
signaalslisteem represseeritud. Sensorkinaas LadS on samuti RsmX/Y/Z-i aktivaator. (Humair
jt., 2009; muudetud)

GacS-GacA signaaliraja uuringud said alguse juba 1990. aastate algul, kui selgus, et GacA on
GacS-i homoloogne vastuse regulaator, ning koos moodustavad mdlemad valgud Ghe
signaalsusteemi (Rich jt., 1994; Pernestig jt., 2001). Arvati, et globaalne vastuse regulaator
GacA kontrollib geenide ekspresiooni ainult transkriptsioonitasemel, kuid selgus, et mainitud
stisteem reguleerib Rsm/Csr susteemi post-transkriptsiooni tasemel. Rsm/Csr suisteem koosneb
RNA-d siduvatest valkudest, mis reguleerivad geeniekspressiooni, ja mittekodeerivatest SRNA-
dest; Csr viitab susiniku talletamise regulaatorile ning Rsm on sekundaarse metabolismi
repressoriks (Sonnleitner ja Haas, 2011; Kusmierek ja Dersch, 2018; Kay jt., 2005). sSRNA-d
suudavad geenide kindlaks tegemiseks reguleerida RNA seondumisvalkude aktiveerimist ning
inhibeerimist. Seetdttu on kindel, et Gac/Rsm signaalraja kaudu kédib mitmete fenotlubiliste
geenide regulatsioon post-transkriptsioonilisel tasemel (Babitzke ja Romeo, 2007; Song jt.,
2023).

On teada, et GacS-GacA signaalrada kontrollib pseudomonaadides RsmX/Y/Z sRNA-de
ekspressiooni, seondudes RsmA-ga, mis on sekundaarse metabolismi repressoriks (Song jt.,
2023). Bakteris Pseudomonas aeruginosa kontrollib GacA otseselt kahe SRNA — RsmY ning
RsmZ — ekspressiooni (Brencic jt., 2009). Pseudomonas fluorescens-i puhul reguleerib GacA
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kolme sRNA (RsmX, RsmY ja RsmZ) transkriptsiooni, mis thiselt reguleerivad sekundaarse
metaboliidi vesiniktsuaniidi ekspressiooni, kergendades RsmA ning RsmE sekundaarset
metabolismi inhibeerivat moju (Kay jt., 2005; Humair jt., 2010; Zhang jt., 2020).

Duque ja tema kolleegide katses selgus, et GacS-i puudumisel vaheneb Pseudomonas putida
tive KT2440 kinnitumisvdime erinevatele biootilistele ja abiootilistele pindadele (Duque jt.,
2013). Sama P. putida tlive gacS mutantides oli méargata vahenenud biofilmi moodustumise
vOime ning samuti oli vahenenud ka biofilmi stuktuurivalkude LapA ja LapF-i
ekspressioonitase (Duque jt., 2013; Martinez-Gil jt., 2014). Martinez-Gil’i ja ta kolleege
huvitas, kas LapA/LapF valgud vdivad mdjutada biofilmi moodustumist, kui valk GacS on
puudu. Eksperimendist jouti jareldusele, et Gac-signaalsusteem reguleerib lapA ning lapF
geenide ekspressiooni, kuna mdlema valgu ekspresseerimine oli vorreldes metsiktivega
madalam md&lemas gac (gacA ja gacS) mutandis, kuid nad ei vélistanud vBimalust, et ka teised
biofilmi struktuurikomponendid vdivad olla Gac-signaalsusteemi kontrolli all (Martinez-Gil jt.,
2014).

Pseudomonas aeruginosa puhul on avastatud, et histidiini kinaas RetS inhibeerib GacS-GacA
signaalsuisteemi. Kuna GacS ja RetS on voimelised koos moodustama heterodimeeri, siis on nii
GacS-i autofosforuleerimine kui ka GacA fosforlleerimine blokeeritud ja edasine
signaalitilekanne pole véimalik (Goodman jt., 2009). Samal aastal uuris Brencic oma
kolleegidega P. aeruginosa sRNA-de RsmZ/Y ekspressiooni, kust tuli vihje, et RsmZ ning
RsmY on retS geeni regulaatorid (Brencic jt. 2009). P. aeruginosa-s on RetS-ile sarnane
sensorkinaas LadS, mis kditub GacS-ile sarnaselt, aktiveerides RsmZ-i, viidates faktile, et

GacS-GacA ja LadS/RetS koos moodustavad (hise signaalsiisteemi (Ventre jt., 2005).

Meie uurimisgrupis on Tagel jt. (2016) leidnud, et gacS-i puudumisel tduseb Pseudomonas
putida statsionaarse kasvufaasi rakkudes mutatsioonide tekkesagedus ligi kimme korda. See
on esmakordne kirje GacS-i osalusest bakterite mutatsiooniprotsessides (Tagel jt., 2016). Ka
Phan jt. (2020) kirjeldas oma bakalaureusetods, et Gac-signaaliraja regulaatori GacA
defektsuse korral suureneb P. putida rakkudes mutantide tekkesagedus (Phan jt., 2020). Tageli
jt. (2016) artiklis ei vélistatud v6imalust, et Gac-signaaliraja defektsus vdib mdjutada
stressispetsiifilise sigmafaktori RpoS-i taset ja see vdibki olla pbhjuseks, miks gacS-i

puudumisel tduseb statsionaarse kasvufaasi mutatsioonide hulk P. putida nalgivates rakkudes.
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1.3. Uldine stressivastus

Koik elusorganismid on mingil moel vastuvotlikud stressile.  Stressitingimustes on
bakterirakkudel oluline muuta geenide ekspressiooni, et stressiga paremini toime tulla. RNA
poliimeraasi o-faktorid on olulised transkriptsiooni reguleerimiseks, suunates ekspressiooni
vajalikele geenidele (Landini jt., 2014). Transkriptsiooni alustamiseks on vajalik sigmafaktori
ja RNA polimeraasi apoensiiimi seondumine. Erinevate o-faktorite funktsioon on varieeruv,
nad jagunevad kahte rihma: , koduhoidjad“ ehk o® v6i ¢’°, ning alternatiivsed sigmafaktorid.
Bakteris Escherichia coli on kuus alternatiivset sigmafaktorit — o%, 67, o, ¢', ™ ning ¢°
(Gourse jt., 2006). Iga sigmafaktor vGimaldab bakterirakul kohaneda keskkonnatingimustega,
koordineerides spetsiifiliste geenide transkriptsiooni (Gourse jt., 2006; Landini jt., 2014). P.
aeuruginosa-s teadaolevad sigmafaktorid on RpoD, RpoH, RpoF, RpoS ning RpoN (Potvin jt.,
2008). RpoD vastutab eksponentsiaalses faasis raku pohifunktsioone reguleerivate geenide eest,
RpoH aktiveerib geene kuumasoki tingimustel, RpoF regulatsioon kontrollib viburite slinteesi
ning RpoN on rakule oluline lammastiku omastamisel (Potvin jt., 2008). RpoS-ist annan

ulevaate jargnevas peatkis.

1.3.1. Stressispetsiifiline sigmafaktor RpoS

Keskkonnamdjutustest tulenevad muutused voOivad rakkudes kajastuda stressi kujul. Tihti
piisab juba vaikesest temperatuurimuutusest voi véhesest toitainete kogusest, et bakterirakkude
kasv pidurduks. Escherichia coli-s on avastatud alternatiivne sigmafaktor RpoS (c°), mis on
bakteri Uldiseks stressivastuse regulaatoriks (Hengge-Aronis, 1996). RpoS on statsionaarse
kasvufaasi spetsiifiline sigmafaktor, mis lisaks stressiga kohanemisele mangib olulist rolli ka
biofilmi moodustumisel, virulentsuses ning antibiootikumiresistentsuse tekkes (Battesti jt.,
2011; Schellhorn, 2014). On teada, et rpoS-i puudumine ei mdjuta rakkude kasvamist soodsates
tingimustes, kuid bakteritiived, mis kannavad rpoS-i aktiivsust mdjutavaid mutatsioone, on
stressitingimuste suhtes tlitundlikud (Loewen ja Hengge-Aronis, 1994). E.coli tive K12 néitel
on selgunud, et RpoS-i valgu hulk suureneb statsionaarses kasvufaasis (Gottesman, 2019).

Nagu teistegi sigmafaktorite puhul, siis ka RpoS seondub RNA polumeraasi apoensiimiga,
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moodustades haloensiumi, mis seondub transkriptsiooni alustamiseks promootorjarjestusele
(Battesti jt., 2011).

E. coli-s on ndidatud, kuidas rakusisene RpoS-i tase muutub, kui keskkonnas on toitainete
puudus. Nimelt ekspresseeritakse statsionaarse faasi rakkudes RpoS-i intensiivsemalt (Tanaka
jt., 1993). Limiteeritud toitainete korral, nt stsinikunélg vdi rauapuudus, kui rakkudes on kasv
pidurdunud, energiat on véhe ning RpoS-i toodetakse rohkem, on tadheldatud, et rpoS-i
ekspresseerimiseks vajalik signaal vdib olla tingitud rakusisese ATP kontsentratsiooni véahesuse

tunnetamisest (lhssen ja Egli, 2004).

RpoS-i kodeeriva geeni enda regulatsioon toimub nii transkriptsiooni, translatsiooni kui ka
post-translatsiooni tasemel. Stressi tunnetamisel tekivad rakku sSRNA-d, mis aktiveerivad rpoS-
i MRNA transleerimise voi tekitavad hetkelise o>-i stabiliseerumise (Hengge, 2009). E. coli-s
on rpoS geen mitme promootori kontrolli all. Statsionaarses faasis transkribeerimiseks
oluliseimaks peetakse promootorit Pryos, mis asub eelneva geeni nlpD lugemisraamis (Lange
jt,  1995). Pros promootorilt l&htuvat transkriptsiooni  reguleerivad  mitmed
transkriptsioonifaktorid, nditeks signaalststeemi ArcAB fosforileeritud VR ArcA-le.
Transkriptsiooni represseerimine ArcA kaudu on seotud raku energiataseme ning
redokspotentsiaali tunnetamisega, mis hiselt limiteerivad rpoS-i ekspresseerumist
statsionaarses faasis (Mika ja Hengge, 2005). Samuti on ArcA sdltuv regulatsioon seotud
valguga CRP, mis vastab glikoosipuudusest tingitud stressile (Kolb jt., 1993). E. coli-s
kattuvad ArcA ja CRP seondumiskohad, mistdttu rpoS-i repressioon toimub 1&abi CRP-poolse

transkriptsiooni aktivatsiooni inhibeerimise (Mika ja Hengge, 2005).

Varasemalt on meie uurimisgrupi poolt ndidatud, et RpoS-i puudumisel suureneb statsionaarse
kasvufaasi mutagenees P. putida rakkudes (Tarassova jt., 2009). Bertani ja kolleegid selgitasid
valja, et Pseudomonas aeruginosa puhul méngib nii hilises eksponentsiaalses kui ka

statsionaarses kasvufaasis rpoS-i transkriptsioonis olulist rolli PsrA (Bertani jt., 2003).

Lisaks on kirjanduses néidatud, et kahekomponentne GacS-GacA signaalsiisteem ning
hulgatunnetus mdlemad mdjutavad rpoS-i ekspressiooni, kuid lisaks neile teeb sama ka PsrA
regulaator, mis seondub otseselt ja statsionaarses faasis aktiveerib rpoS promootori (Potvin jt.,
2008). Bakteris P. fluorescens-is ndidati, et RpoS oli GacA poolt positiivselt kontrollitud, kuid
RsmA poolt represseeritud (Heeb jt., 2004). P. fluorescens-i tives CHAO leiti, et Gac-Rsm
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signaalirajaga paralleelselt to6tab ka rpoS-i ekspressioon — Gac-Rsm panustab labi sigmafaktori
RpoS bakteri oksudatiivsesse stressivastusesse (Humair jt., 2009). Sama bakteri tiive Pf-5
pohjal on avastatud, et GacS-GacA mdojutavad rakkudes RpoS-i kuhjumist ning rpoS-i
transkribeerimist (Whistler jt., 1998). Whistler ja kollegid jareldasid, et mutatsioonid gacS-is
ning gacA-s vahendasid RpoS-i kuhjumist, ning mutatsioonid mdjutasid rpoS-i transkriptsiooni
eksponentsiaalses kasvufaasis rohkem kui statsionaarses faasis. Bakteritiived, mis on RpoS-
negatiivsed, on statsionaarses kasvufaasis véhem tolerantsed néiteks vesinikperoksiidile,

kdrgetele temperatuuridele ning madalale pH tasemele (Jorgensen jt., 1999; Cochran jt., 2000).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. T60O eesmargid

Meie uurimisgrupis on varasemalt néidatud, et kahekomponentse GacS-GacA signaalsusteemi
sensori GacS-i defektsus suurendab mullabakteri Pseudomonas putida Pawa85 statsionaarse
kasvufaasi rakkudes mutageneesi ligi kimme korda (Tagel jt., 2016). Kirjandusest on teada, et
pseudomonaadides mdjutab GacS-GacA signaalsusteem stressivastuse olulise sigmafaktor
RpoS-i taset (Whistler jt., 1998; Martinez-Gil jt., 2014; Kang jt., 2004). Lisaks oli eelnevalt
teada, et sigmafaktor RpoS-i puudumine pdhjustab mutatsioonisageduse suurenemist P. putida

statsionaarses kasvufaasis rakkudes (Tarassova jt., 2009).

Selleks, et vélja selgitada, kas GacS-GacA signaalirada mdojutab stressivastuses olulise
sigmafaktor RpoS-i valgu hulka P. putida PawW85 nélgivates rakkudes ja vdiks seelédbi mdjutada

statsionaarse kasvufaasi mutatsioonide teket,

e uurisin RpoS-i taset fenool-minimaaltardso6tmel nalgivates P. putida tiivede PaW85,
gacS- ja gacA-defektsete ning ArpoS rakkudes, kasutades selleks RpoS-séltuva
promootori aktiivsuse mootmist;

e anallisisin fenool-minimaaltardsédtmel viis péeva nalginud P. putida metsiktlve ja
gacA-defektse tiive proteoomi andmestikku, et valja selgitada Gac-signaaliraja moju
RpoS-i valgu hulgale;

e lisaks iseloomustasin P. putida PaW85, gacS- ja gacA-defektsete ning ArpoS rakkude

kasvamist nii plasmiidi juuresolekul kui ilma.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud plasmiid, s66tmed, bakteritiived ning bakterite kasvutingimused

Baktereid kasvatasin defineeritud M9-glukoos-CAA minimaalséotmes (glc-CAA) (Adams,
1959), mille valmistamiseks lisasin 1 x M9 puhvrisse (42 mM KH2POas, 24 mM Na;HPO4, 19

mM NH4Cl, 9 mM NaCl) mikroelementide lahust (I6ppkontsentratsioonidega 667 pM MgO,
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50 uM CaCOs, 40 uM FeSO4, 12,5 uM ZnSOs, 12,5 uM MnSO4, 2,5 pM CuSOs, 2,5 uM,
CoSOs4, 1,9 uM HzBOs), stsinikuallikana glikoosi (glc; 16ppkontsentratsioon 0,2 %) ning
aminohapete hidrolisaati (CAA; I16ppkontsentratsioon 0,2%) voi klassikalises LB (ingl k —
lysogeny broth) taisséotmes (sisaldab 1% triiptooni, 0,5% parmiekstrakti, 0,5% NaCl) (Miller,

1992). Tards66tme saamiseks lisasin sd6tmele agarit 15 g/l.

Selektsiooniks kasutasin antibiootikumidest penitsilliini (Pen 200; I6ppkontsentratsioon 1,5
mg/ml). Vajadusel lisasin so6tmetesse susinikuallikana fenooli (phe; I6ppkontsentratsioon 2,5
mM). lacZ geeni ekspressiooni tuvastamiseks lisasin LB-agarsodtmele X-gali (100 pg/ml) (5-
bromo-4-kloro-3-indolutl-D-galaktopuranosiid).

Pseudomonas putida rakke kasvatasin 30 °C juures. Vedelsodtmes kasvatamisel aereerisin

kultuure loksutil (180 rpm). TO6s kasutatud bakteritiived ning plasmiid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. T60s kasutatud bakteritiived ja plasmiid.

Bakteritivi Iseloomustus Allikas

Pseudomonas putida

Paw85 (metsiktivi ehk Algne tlvi, isogeenne taielikult sekveneeritud P. Bayley et al., 1977

wit) putida KT2440 tivega

gacS::Sm Pawah5 tlivi, gacS on katkestatud streptomditsiini Tagel et al., 2016
(Sm) geeniga

gacA::Sm PaWs85 tivi, gacA on katkestatud streptomditsiini R. Horak, avaldamata
(Sm) geeniga

ArpoS Deletsioontuvi, kus terve rpoS geen on deleteeritud R. Teras, avaldamata

Plasmiid Iseloomustus Allikas
S/ICpKTlacz lacZ geen on transposoon Tn4652 transposaasi | Horak ja Kivisaar, 1998

promootori kontrolli all

2.2.2. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

Tabelis 1 toodud P. putida tiivede rakke kasvatasin loksutil Gle66 (u 18 tundi) 4 ml-s LB-
vedelsgotmes. 350 ul tiledokultuuri tsentrifuugisin kokku (60 sek, 12000 x g) ning seejérel
pesin rakke kolm korda 300 ul 300 mM sahharoosi lahusega. Rakud suspendeerisin 100 pl 300

mM sahharoosi lahuses. Lisasin veel rakkudele ligikaudu 100 ng plasmiidset DNA-d.
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Plasmiidi S/CpKTlacZ (toodud tabelis 1) viisin kompetentsetesse rakkudesse elekroporatsiooni

teel. Elektroporatsiooni teostasin firma BioRad elektroporaatoriga ,,Micropulser, mis to6tas

pingel 2,5 kV. Parast elektroporeerimist lisasin rakkudele 700 ul vérsket LB-vedelsdddet ja

kasvatasin rakke loksutil 45 minutit. Plasmiidi selektsiooniks plaatisin rakud penitsilliini

sisaldavale selektiivsootmele.

2.2.3. Polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-i (ingl k — Polymerase Chain Reaction) kasutasin tlivede kontrollimiseks, et ndha, kas

plasmiid on rakkudes olemas. Reaktsioonisegu I6ppmahuks oli 20 pl, sisaldades lisaks

maatritsina kasutatud bakterirakkudele 1x PCR puhvrit (Thermo Scientific, DreamTag™
Green Buffer (10X), mis sisaldas 2,5 mM MgCl), 0,2 mM dNTP, 0,5 uhikut Tag-polimeraasi

reaktsiooni kohta ja praimereid, mida kumbagi oli 10 pmol (he reaktsiooni kohta. Kasutatud

praimerid on esitatud tabelis 2.

PCR koosnes 25 tsiiklist, tingimustel:

1) DNA denaturatsioon; 96 °C, 30 sekundit

2) Praimerite seondumile matriitsile; 54 °C, 45 sekundit
3) DNA siintees temperatuuril 72 °C, 45 sekundit.

Tsuklile eelnes 4 minutit kestev rakkude 16hkumiseks vajalik eelkuumutamine temperatuuril

96 °C, jargnes jarelstintees 72 °C (4 min) juures, mis stinteesis kdik pooleliolnud fragmendid

I6puni. Kogu programm kestis 1 h 13 min.

Tabel 2. T6s kasutatud praimerid

Praimeri nimi

Jarjestus

Iseloomustus

IHFPra

5’-CGTGAGCTCTGTAAATATATGATTTAAAAGG-3’

Seondub Tn4652
parempoolse
poordkordusjarjestusele

lacZ-seq

5-GGG GAT GTG CTG CAA GGC G-3'

Seondub lacZ geeni
algusega
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2.2.4. Geelelektroforees

PCR-i tulemusi analtiiisisin geelelektroforeesil. Selleks lisasin PCR reaktsioonisegule 5 ul
foreesivérvi (0,04 % broomfenoolsinine 50 % glitseroolis). Kogu segust kandsin 5 ul PCR
produktisegu 1% agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM Tris- atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2),
mis sisaldas etiidiumbromiidi (kontsentratsioon 0,33 pg/ml). Kui PCR reaktsioonipuhver
sisaldas juba eelnevalt varvi, siis polnud vajadust geelelektroforeesiks enam varvi juurde lisada.
DNA fragmentide suuruse hindamiseks kasutasin firma Thermo Scientific DNA markerit
ZipRuler Express DNA Ladder 1 voi ZipRuler Express DNA Ladder 2. Elektroforees toimus
pingel 135 V (10 minutit) ning DNA visualiseerimiseks kasutasin UV-valgust.

2.2.5. RpoS-sdltuvalt promootorilt lahtuv g-galaktosidaasi aktiivsuse maaramine

fenool-minimaaltardsdé6tmel nalgivatest rakkudest

Transposoon Tn4652 transposaasi thpA promootori aktiivsuse médtmiseks kasutasin plasmiidi
S/ICpKTlacZ, kus tnpA promootorala on Kkloneeritud B-galaktosidaasi kodeeriva lacZ
reportergeeni ette. tnpA promootorit kasutan seetOttu, et transposoon Tn4652 transposaasi
kodeeriva geeni tnpA promootorilt 1&htuv transkriptsioon on tugevalt RpoS-sdltuv, nii saame
kaudselt hinnata RpoS-i hulka gac-defektsetes P. putida rakkudes, et kas rakud on metsiktiivega

vorreldavad voi mitte (llves jt., 2001).

Minu katse hdlmas -galaktosidaasi aktiivsuste méaramist statsionaarse kasvufaasi rakkudest.
Uledd kasvatatud bakterikultuurist plaatisin 500 pl fenool-minimaal tassidele (200 ml vesiagar,
50 pl fenool, 20 ml 10 x M9, 500 pl mikroelemendid).

Rakke pesin tassidelt maha plaatimise péeval (Uiks tass tlive kohta), teisel paeval peale plaatimist
(kaks tassi tlive kohta) ning neljandal péeval peale plaatimist (kaks tassi tlive kohta).
Pesemiseks kasutasin 2 ml 1 x M9 lahust tassi kohta. Kogutud rakususpensiooni tostsin
katsutisse. Kogutud rakke tsentrifuugisin 60 sek, 12000 x g, eemaldasin supernatandi ning
lisasin rakkudele uuesti peale 1 ml varsket 1 x M9. Supernatant eemaldatakse selleks, et lahti
saada vOimalikest (Uleliigsetest rakuosistest. Saadud rakususpensiooni Kkasutasin [-

galaktosidaasi aktiivsuse maaramiseks.
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B-galaktosidaasi aktiivsuseid madrasin P. putida PaWw85, gacS::Sm, gacA::Sm ning ArpoS
rakkudest, kdik tuved sisaldasid S/CpKTlacZ plasmiidi. Selleks, et maarata B-galaktosidaasi
aktiivsust, kasvatasin bakterirakke led6 (u 18 tundi; 30 °C) 5 ml-s glc-CAA vedelséotmes
koos penitsilliiniga (Idppkontsentratsioon 1,5 mg/ml), mis oli plasmiidi stabiilsuse tagamiseks.
Katse kéivitamiseks vajalik reaktsioonisegu sisaldas 1,6 ml Z-puhvrit (60 mM Na;HPOs; 40
mM NaH2POs; 10 mM KCI; 1 mM MgSOs; 50 mM B-merkaptoetanool; 0,0005 %
naatriumdodetsudlsulfaat (SDS); pH 7), 0,4 ml ONPG-lahust (o-nitrofentdl-B-D-
galaktopuranosiid, 4 mg/ml) ning 0,1 ml kloroformi. Plaatimise péeval teostatud mddtmisel
kaivitasin B-galaktosidaasi reaktsiooni peale tassilt maha pestud 100 pl bakterikultuuri
lisamisega, kuid jargnevatel mddtmistel kasutasin tassilt maha pestud bakterikultuure koguses
120 pl, sest rakke oli tassilt keeruline kétte saada ning see voinuks mdjutada nilgivate
statsionaarse kasvufaasi rakkude eriaktiivsust. Aega fikseerisin sellest hetkest kuni reaktsiooni
peatamiseni. Reaktsioon peatati reaktsioonisegu piisavalt kollaseks muutumisel. Reaktsiooni

peatamiseks kasutasin 1 ml Na2COz (1 M).

Eriaktiivsuse arvutamiseks kasutasin aega, mille jooksul segu vérvus kollaseks, kollase varvi
intensiivsust (O-nitrofenool) ning rakukultuuri tihedust. Tekkinud laguprodukti orto-
nitrofenooli hulga madramiseks kasutasin spektrofotomeetrit lainepikkusel 420 nm. Lidsitud
rakkude tiheduse jaoks kasutasin lainepikkust 550 nm. pB-galaktosidaasi eriaktiivsuse
arvutamiseks (Milleri thikutes) kasutasin valemit: E = (1000 X (0Dy5 — 1,75 % 0D550)) +
(t X V X ODsgy), kus t on reaktsiooniks kulunud aeg, V on kasutatud bakterikultuuri maht (ml),
ODa420 on neeldumine 420 nm juures ehk tekkinud produkti hulk, ODsso on neeldumine 550 nm
juures (ludsunud rakkude hulk) ja ODsgo on kasutatud rakukultuuri tihedus, md6detuna 580 nm

juures (Miller, 1972). Edasisi arvutusi tegin programmis Microsoft Excel 2016.

2.2.6. Nalginud P. putida rakkude ettevalmistus proteoomi analtitsiks ja proteoomi

andmete anallds

Selleks, et valja selgitada, kas GacS-GacA signaalirada osaleb statsionaarse faasi sigmafaktor
RpoS-i regulatsioonis, otsustas meie uurimisgrupp tellida TU Tehnoloogiainstituudi

proteoomika tuumiklaborilt fenool-minimaaltards66tmel viis pé&eva nalginud P. putida
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metsiktiive ja gacA::Sm rakkudest markevaba tdisproteoomi anallisi, mille ettevalmistuses
osalesin ka mina. Proteoomi analliisiks kasvatasime kolmes tehnilises korduses P. putida
metsiktive ja gacA::Sm tlve glc-CAA vedels6otmes lokutis Gled6d 180 rpm ja 30°C juures.
Metsiktive igast tehnilisest replikaadist plaatisime kiimnele fenool-minimaaltassidele 500 pl
uled6d kasvanud rakukultuuri (metsiktive kohta kokku 30 fenool-minimaaltassi), samas
gacA::Sm tuve igast tehnilisest replikaadist plaatisime vaid viiele fenool-minimaaltassile 500
ul tile6o kasvanud rakukultuuri (tlve kohta kokku 15 fenool-minimaaltassi). Tasse inkubeerit
30 °C termostaadis neli paeva ja viiendal paeval pesime 1 x M9 puhvriga rakud tassidelt maha,

kasutades selleks klaaskuule ja 1 x M9 lahuse pipeteerimist n-6 survepesu meetodil.

Kui rakud olid kétte saadud ja neid pestud 2 korda 1 x M9 puhvriga, siis viisime tlivede optilise
tineduse (ODsgo) samavadrseks — 0,05; ning tsentrifuugisime 4°C juures 50 ml
rakususpensioonist rakud kokku ning rakusademed kiirkilmutati vedelas lammastikus. Proovid
analiiisiti TU Tehnoloogiainstituudi Proteoomika tuumiklaboris. Tulemuste analiiiisi teostasin
programmiga Perseus v2.0.3.0

2.2.7. P. putida nalgiva populatsiooni elumuse maaramine fenool-minimaalséotmelt

Igal B-galaktosidaasi mdGtmise paeval (0. paeval, 2. ning 4. péeval) tegin paralleelselt LB-
penitsilliini ning LB so6tmetassidele lahjendused, et hinnata elusrakkude hulka ja
testerplasmiidi  stabiilsust fenool-minimaaltards66tmel nalginud rakkudest. Elumuse
uurimiseks kogusin rakukultuuri B-galaktosidaasi mdotmisele eelnevalt. Peale rakkude
pesemist 1 x M9 lahusega ning 1 ml-s 1 x M9 lahuses ules votmist viisin bakterirakkude
optilised tihedused vordvaarseks - 0,05. Seejarel valmistasin lahjendusteread
mikrotiiterplaadile, mahuga 100 pl (90 pl 1 x M9 + 10 pl rakukultuur). Tassidele tegin kaks 5
ul tappi tive kohta.

Plaatimise péeval tegin tabelis 1 toodud bakterikultuuridest 10%, 108- ning 10’-kordsed
lahjendused. Teisel paeval olid lahjendused 10%-, 10’- ning 10%-kordsed ning neljandal paeval

107-, 10°- ning 10°-kordsed. Tekkinud kolooniaid lugesin parast 21 tunni méddumist.
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2.2.8. Pseudomonas putida kasvukiiruste maaramine

P. putida tivede kasvukiiruste médtmiseks kasvatasin uuritavaid tivesid (Paw85, gacS::Sm,
gacA::Sm ning ArpoS, nii koos kui ilma S/CpKTlacZ plasmiidita) loksutil (180 rpm, 30 °C)
uledo 4 ml-s glc-CAA sootmes. Plasmiidi sisaldavatele tiivedele lisasin s6otmesse plasmiidi
stabiilsuse tagamiseks penitsilliini. Parast 18 tunni mé6dumist lahjendasin bakterikultuurid glc-
CAA sootmesse, et kultuuri I6plik OD 580 nm juures oli 0,5. Bakteritived kasvasid
mikrotiiterplaadil glc-CAA s66tmes 20 tundi (180 rpm) 30 °C juures, kultuuri OD mddtsin
lainepikkusel 580 nm. Md6tmine toimus 10-minutiliste intervallide tagant. Katse l&biviimiseks
kasutasin spektrofotomeetrit POLARstar Omega. Kasvukdvera joonised koostasin programmis
Microsoft Excel 2016.

2.3. Tulemused

2.3.1. Sigmafaktor RpoS-st s6ltuva tnpA geeni promootori aktiivsus P. putida Pawa5,
gacS::Sm, gacA::Sm ja ArpoS tuvedes

Transposoon Tn4652 transposaasi thpA promootori aktiivsuse médtmiseks kasutasin plasmiidi
S/ICpKTlacZ, kus tnpA promootorala on Kkloneeritud B-galaktosidaasi kodeeriva lacZ
reportergeeni ette. tnpA promootorilt lahtuvat B-galaktosidaasi aktiivsust mdotsin fenool-
minimaaltards66tmel nalgivatest P. putida Paw85, gacS::Sm, gacA::Sm ning ArpoS tlvede

rakkudest. Mddtmise referentsina kasutasin 1 x M9 lahust.
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Tn4652 tnpA promootori aktiivsus (plasmiid S/CpKTlacZ)

100
(%]
I
> 90
=
<
5 80
‘C
2 70
=
[7,) 60 T
>
(%]
= 50 1 I
=]
R
T 40
‘»
g 30
S
3

20 —
£ 1 |
L
ggo 10
4 I

0. paev 2. paev 4. paev
W gacA:Sm W gacS::Sm PaW85 ArpoS

Joonis 4. Tn4652 tnpA promootorilt ldahtuv B-galaktosidaasi aktiivsus P. putida tilivedes:
PaW85, gacS::Sm, gacA::Sm ja ArpoS. Rakke kasvatasin glc-CAA vedelsddtmes 18 tundi enne
fenool-minimaaltassidele plaatimist, mille jérel toimus B-galaktosidaasi aktiivsuse modtmine
fenool-minimaaltassidelt maha pestud rakukultuuridest nii plaatimise péeval, 2. kui ka 4.
péeval. y-teljel on nidha B-galaktosidaasi aktiivsus Milleri Ghikutes ning x-teljel p&evad, mil
aktiivsuse mddtmine toimus. Joonisel on esindatud viie s6ltumatu katse keskmised tulemused
koos standardhé&lvetega. Kontrollideks olid P. putida tiived PaW85 ning ArposS.

Enne rakkude plaatimist fenool-minimaaltassidele, kasvatasin uuritavaid tlvesid ette le 66
(umbes 18 tundi) glc-CAA defineeritud minimaal-vedelsddtmes. Rakud plaatisin viiele fenool-
minimaaltassile, Plaatimise pdeval pesin rakke maha Uhelt tassilt tlive kohta, teisel ning

neljandal paeval kahelt tassilt tiive kohta (td4psem Ulevaade katsest peatuikis 2.2.5).

Joonisel 4 esitatud tulemused nalgimispaevade 18ikes néditavad, et nii gacS::Sm kui ka gacA::Sm
kéituvad PaW85-ga sarnaselt: aktiivsused on vdrreldavad, PaW85 ega gac-defektsete tlivede
puhul ei mdjuta rpoS geeni tnpA transkriptsiooni. On néha, et ArpoS-i tase on kdigil mdddetud
péevadel samavéérne ja tunduvalt vahem aktiivsem kui teiste tlivede puhul, kuna transposaasi

Tn4652 promootor on RpoS-sdltuv (Ilves et al., 2001).
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Kdige otsesem viis kontrollimaks, kas RpoS-i tase muutub GacS-GacA signaalsusteemi
puudumisel, oleks olnud antikeha reaktsioon, kuid laboris puudus olemasolev antikeha ning
uue tegemine oleks votnud aega rohkem kui aasta. Seetdttu tuli teise alternatiivina kasutada

proteoomi analtlsi (peatiikk 2.3.4).

2.3.2. Pseudomonas putida nalgivate rakkude elumus ning plasmiidi stabiilsus

Bakterirakkude elumuse ning samal ajal ka testerplasmiidi stabiilsuse kontrollimiseks sai tehtud
mikrotiiterplaadil nalgivatest P. putida rakkudest lahjendusteread (vt metoodika, 2.2.7).
Taheldasin, et Pen sisaldavatel tassidel kasvasid bakteritiived kiiremini kui puhtal LB-tassil,
kuigi tavaliselt peaks toimuma vastupidine. Kahjuks sellele me vastust ei leidnud, kuid katsest
tekkis mdte kontrollida P. putida tlvede kasvukiiruseid (alapeatikis 2.3.3).

10° 10° 107 10 107 10° 107 10° 10°
PaWws8s

PaWws5

gacS::Sm
gacsS::Sm

Pen200

gacA::Sm
gacA::Sm
ArpoS

ArpoS

Pawas
PaWwa5

gacS::Sm
gacs:Sm

LB

gacA:Sm
gacA:Sm

ArpoS

ArpoS

0. paev 2. paev 4. paev

Joonis 5. Naélgivate bakterirakkude elumus ning plasmiidi stabiilsuskontroll. Vaatlused
teostasin plaatimise péeval (0. péev), 2. ning 4. paeval peale plaatimist, kui rakud olid stigavas
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statsionaarses faasis. Kolmel Ulemisel pildil toodud rakud on kasvanud penitsilliinitassil
(Pen200), alumised kolm on kasvanud LB-agarsé6tmel. Numbrid joonise kohal on
lahjenduskordajad. Tassid on pildistatud peale 21 tunni méddumist.

Nelja péeva l0ikes on ndha, kuidas statsionaarse faasi nélgivad ArpoS-i rakud suurema
lahjendamise korral vorreldes teistega on védhem elujdulisemad ning surevad teiste tivede
rakkudest varem. PaW85 kolooniad on teistest tlivedest eristuvalt konkreetsema piirjoonega.
Plasmiid on kdigis tlivedes kenasti pisima jadnud, kuna kasv penitsilliini sisaldaval tassil on
kdikide tlvede puhul olemas, rakud kdituvad néljatingimustes PaW85-le sarnaselt.

2.3.3. P. putida tivede PaW85, gacS::Sm, gacA::Sm ja ArpoS kasvukiiruste vordlus

plasmiidi olemasolul ja ilma

Selleks, et saada uUlevaade, kuidas bakterirakud taluvad plasmiidi olemasolust tulenevat
koormust ning iseloomustamaks bakterite kasvu, médtsin bakterikultuuride kasvutihedust 20
tunni jooksul. Bakterikultuuride OD-d on mdddetud 580 nm juures, programm maotis
automaatselt iga 10 minuti tagant. Katse teostasin kaheksa tehnilise paralleeliga, mille andmed
panin Uhe joonisena kokku. Joonisel 6 on toodud tehniliste paralleelide keskmised OD-d koos

standardhélbega.
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A S/CpKTlacZ plasmiidita tiivede kasvukoverad
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Joonis 6. P. putida tivede PaW85, gacS::Sm, gacA::Sm ja ArpoS kasvukdverad plasmiidita (A)
ning plasmiidi S/CpKTlacZ sisaldavates rakkudes (B). Joonisel on esindatud kaheksa tehnilise
paralleeli aritmeetiline keskmine optiline tihedus koos standardhélbega. Bakteritlivede
kasvukiirust mdddeti 20 tunni jooksul glc-CAA st6tmesS.
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Kasvukdverad kinnitavad, et kdik P. putida plasmiidita tived (joonis 6A) kasvavad
vordvéarselt. On margata, et modtmise algustundidel kasvab PaW85 teistega vorreldes veidi
tihedamalt, kuid ArpoS aga kasvab tihedamaks tundidel 5-7. Plasmiidi S/CpKTlacZ sisaldavate
tivede kasvukdveralt (joonis 6B) ndeme, et P. putida tiived PaW85 (wt), gacS::Sm ja gacA::Sm
taluvad plasmiidi koormust vordvaarselt, kdik tived (sh ArpoS) kasvavad sama hasti ning gacS
ning gacA katkestusmutantide kasvueelis séilib. Huvitaval kombel talub ArpoS plasmiidi
koormust vdhem kui teised tived (joonis 6B), kuid plasmiidita tlvi kasvab teiste P. putida
tivedega vordvéarselt. Plasmiidi olemasolu korral moodustavad gac-defektsed tiived omaette
jaotuse, samas wt ja ArpoS on kasvult omavahel sarnasemad. Plasmiidi sisaldavad gac-
defektsed tuved suudavad kasvada tihedamaks kui metsiktivi ja rpoS-i deletsioontivi.
Rohkema aja mooddudes kasvud sisuliselt vordsustuvad ning jddvad stabiilseks. Gac-
signaaliraja defektsuse korral kasvavad P. putida rakud nii plasmiidi juuresolekul kui ilma
natukene kiiremini kui metsiktive rakud. Samas PaW85 rakkude tihedus on teistega vorreldes
madalam, mis viitab gac-defektsete tiivede vdhesele sekundaarsete metaboliitide tootmisele
(Bull jt., 2001). PaW85 puhul on mérgata 4-5 tunnil, et OD huppab jarsult kdrgemale ning

seejarel alaneb teistega samale tasemele tagasi, kuid tegu on ilmselt tehnilise valjaldgiga.

2.3.4. Pseudomonas putida Pawa85 ja gacA::Sm statsionaarse kasvufaasi rakkude

proteoomi analids

Selleks, et valja selgitada, kuidas GacS-GacA signaalsiisteem mojutab P. putida
mutatsioonisagedust — kas selleks voiks olla RpoS-i muutunud valguhulk, tellis meie
uurimisgrupp neli p&eva nélginud rakkudest proteoomi analtlsi, mille ettevalmistamisel
osalesin. Proteoomi analtilis on tdpne meetod teada saamaks, kas valku RpoS ekspresseeritakse
gac-defektses tiives gacA::Sm ning PaW85-s sarnaselt vGi on RpoS-valgu tase gacA geeni

puudumisel muutunud.
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Joonis 7. Pseudomonas putida tiivede PaW85 ja gacA::Sm proteoomi ScatterPlot statsionaarse
kasvufaasi rakkudest. Vertikaalsest joonest, alates nr 4 juurest paremale jd&vad tulemused (x-
teljel) on 16 x suurenenud valguhulgast, nr -4 vasakule jadvad aga 16 x vahenenud valguhulga
kohta. Horisontaalsest joonest Ulespoole jaavate valkude erinevus on statistiliselt oluline.
Joonisel on toodud RpoS-i asukoht.

Joonis proteoomianaltsist kinnitab, et RpoS-i hulk pole P. putida rakkudes statistiliselt
oluliselt muutunud. Saab jareldada, et B-galaktosidaasi aktiivsususe médtmine ning proteoomi
anallius kattuvad — Gac-signaalirada ei mdjuta statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i

valgu hulka mullabakter Pseudomonas putida rakkudes.

2.4. Arutelu

Meie laboris on varasemalt ndidatud, et defektse gacS geeni korral on P. putida statsionaarse
kasvufaasi rakkudes suurenenud mutatsioonisagedus (Tagel jt., 2016). Selles t066s jai
kisimuseks,  kuidas  GacS-GacA  signaalslisteem  mutatsioonisagedust — mdjutab.
Spekuleeritakse, et GacS-i osalus nélgivate rakkude kdrgenenud mutatsioonisageduses voib
kaudselt olla mdjutatud statsionaarse kasvufaasi spetsiifilise sigmafaktor RpoS-i ekspressiooni
muutustest, kuna naiteks bakteris P. fluorescens on ndidatud, et Gac-signaalirada méjutavad

rakkudes RpoS-i taset (Whistler jt., 1998) ja P. putida statsionaarse kasvufaasi rakkudes

29



pbhjustab sigmafaktor RpoS-i puudumine mutatsioonisageduse suurenemist (Tarassova jt.,
2009). Minu bakalaureusetdd eesmérgiks oli vélja selgitada, kas GacS-GacA signaalirada
mojutab statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i valgu hulka ja vdiks seeldbi olla
pbhjuseks, miks nélgivates Gac-signaaliraja defektsetes P. putida rakkudes on

mutatsioonisagedus suurenenud.

Pohiliselt h6lmas minu t66d transposoon Tn4652 transposaasi thpA promootori aktiivsuse
md6tmine, milleks kasutasin plasmiidi S/CpKTlacZ, kus tnpA promootorala on kloneeritud -
galaktosidaasi kodeeriva lacZ reportergeeni ette. tnpA promootorit sai kasutatud seetdttu, et
transposoon Tn4652 transposaasi kodeeriva geeni tnpA promootorilt 1&htuv transkriptsioon on
tugevalt RpoS-s6ltuv, mistdttu saame kaudselt hinnata RpoS-i hulka gac-defektsetes P. putida
rakkudes, et kas rakud on metsiktiivega vorreldavad voi mitte (llves jt., 2001). Selleks md6tsin
P. putida Paw85, ArpoS, gacS ja gacA katkestusmutantide tuvede statsionaarse kasvufaasi
rakkudest B-galaktosidaasi eriaktiivsust. Tageli ja kolleegide eksperimendist jai 6hku mote, et
Gac-signaalirada voib kaudselt reguleerida RpoS-i ekspresseerumist (Tagel jt., 2016), kuid
kaesolevas to0s véide kinnitust ei leidnud. Minu katsetulemused nditasid, et vorreldes PaW85-
ga ei mojuta RpoS drastiliselt gac-defektsetes tiivedes geeni tnpA transkriptsiooni (joonis 4).

ArposS tivi oli lisaks metsiktivele teiseks testtiiveks, kuna seal puudub rpoS geen téielikult.

Joonisel 4 kajastatud tulemustest saan jareldada, et nii gacS kui ka gacA katkestustuvi kéituvad
metsiktiivega sarnaselt. Nimetatud tlivede transposaasi tnpA promootorilt lahtunud
eriaktiivsused ei ole statistiliselt olulised. Deletsioontiive ArpoS-i puhul peab paika, et
promootori aktiivsus on vorreldes teiste P. putida tiivedega vadiksem, kuna pole sigmafaktorit,
mis on transposaasi promootorist sdltuv. Kui vorrelda minu l&bi viidud katseid bakteril P.
putida Whistleri jt. (1998) eksperimendi tulemustega, mis olid kill P. fluorescens-i Pf-5 tiive
kohta, siis mina ei saa oma tulemuste pohjal, sarnaselt Whistlerile ja ta kolleegidele véita, et
GacS-GacA mojutavad hilise statsionaarse kasvufaasi rakkudes RpoS-i kuhjumist ning seeldbi
rpoS-i transkriptsiooni (Whistler jt., 1998). Seetdttu ei Uhti minu ja Whistleri tulemused. B-
galaktosidaasi eriaktiivsusti mdotes saadud tulemust toetab ka Pawa85 ja gacA::Sm tiivede
proteoomi analliiis. Proteoomanaltitis kinnitas tlal toodud fakti, et Gac-signaalirada ei mdjuta
statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i aktiivsust (joonised 4 ning 7). Proteoomi

tulemustest (joonisel 7) on naha, et RpoS-i valku ekspresseeritakse nii defektses gacA::Sm
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tives kui ka metsiktlives PaW85 sarnaselt — Gac-signaalirada ei mdjuta statsionaarse kasvufaasi

rakkudes sigmafaktor RpoS-i hulka.

Lisaks vaatlesin ka plasmiidi stabiilsust LB-agarsodtmel. Plasmiidi stabiilsust vaatlesin selleks,
et olla kindel, kas nalgivates rakkudes jaab plasmiid plsima. Selleks pesin fenool-
minimaaltassidelt statsionaarses kasvufaasis olevad PaW85, ArpoS, ning gac-katkestustivede
gacA ja gacS-i bakterirakud maha ning tegin neist mikrotiiterplaadile lahjendusread.
Penitsilliini sisaldavad agartassid kinnitasid, et kdigis P. putida tabelis 1 esindatud tivedes
pusib plasmiid stabiilselt sees. Joonisel 5 esitatud tulemuste pdhjal saan 6elda, et testerplasmiid
pusib katses olnud tiivedes kogu neljapaevase nélgimisperioodi jooksul sees. Rakkude tldine
elumus oli vorreldav, statsionaarses faasis kaituvad rakud metsiktivele sarnaselt, kuid ArpoS-i
puhul (joonis 5) on selgelt ndha, et pikema nalgimise korral on véhem elujdulisi baktereid, sest
minu deletsioonttives on puudu rpoS geen, mis on bakteri tldiseks stressivastuse regulaatoriks,
ilma milleta ei talu bakterirakud stressi, nditeks limiteerituid toitaineid ja temperatuuri muutust
(Hengge-Aronis, 1996; Tanaka jt., 1993), ning sellepdrast on ArpoS-i rakkudel teiste P. putida

tivedega vorreldes vaiksem elumus.

Vordlesin tivede kasvukiiruseid koos ning ilma S/CpKTlacZ plasmiidita selleks, et uurida,
kuidas tabelis 1 toodud bakteri P. putida tiived taluvad plasmiidi koormust ning samal ajal ka
kasvu iseloomustamiseks. Joonisel 6 ndeme, et Gac-signaaliraja defektsuse korral kasvavad P.
putida rakud nii plasmiidi juuresolekul kui ilma natukene kiiremini kui metsiktive rakud.
Plasmiidita P. putida tuvede puhul on n&ha (joonis 6A), et ArpoS kasvab teistest ligikaudu 1,2
korda tihedamalt, kuid jaab tiheduse kasvult teiste (gac-defektsete) tiivede veapiiridesse. On
naha (joonisel 6), et P. putida tlived Paw85, gac katkestistived ning ArpoS taluvad plasmiidi
koormust sarnaselt (joonis 6B), kuid on gac-defektsed tlived kasvavad tihedamaks kui
metsiktivi PaW85 ning ArposS.
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KOKKUVOTE

Keskkonnatingimustega kohanemiseks ning raku flsioloogia kohandamiseks on bakterites
kahekomponentsed signaalsusteemid. Gac-signaalsusteem on Gram-negatiivsete bakterite seas
konserveerunud. Pseudomonaadides olev GacS-GacA signaalsusteem reguleerib biofilmi
moodustamist, virulentsust ning on oluline sekundaarse metabolismi regulaator. Meie
uurimisgrupis on eelnevalt kirjeldatud GacS-GacA signaalsiisteemi sensorvalgu GacS-i
defektsuse moju P. putida mutatsioonisagedusele nii kasvavates kui ka nalgivates rakkudes.
Kéesoleva t60 eesmargiks oli viélja selgitada, kas GacS-GacA signaalirada mdjutab
statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i valgu hulka mullabakter Pseudomonas putida

rakkudes.

Selleks, et naha, kas Gac-signaalirada mdjutab statsionaarse kasvufaasi sigmafaktor RpoS-i
valgu hulka mullabakter Pseudomonas putida rakkudes, médtsin P. putida PaW85, ArpoS, gacS
ja gacA katkestusmutantide statsionaarse kasvufaasi rakkudest B-galaktosidaasi eriaktiivsust.
Teostatud katsest ilmnes, et Gac-signaalirada ei reguleeri RpoS-i ekspressiooni. Saadud
tulemuste kindlamaks tbélgendamiseks tegime P. putida PawW85 ning gacA::Sm tivede
statsionaarse kasvufaasi rakkude proteoomi analtisi, mis toetas B-galaktosidaasi eriaktiivsuste
modtmisel saadud tulemust — RpoS-i hulk pole rakkudes statistiliselt oluliselt muutunud, valgu
ekspressioon toimub gacA defektses tlves metsiktivele PaW85 sarnaselt, mistdttu Kinnitus
fakt, et kahekomponentne GacS-GacA signaalirada ei mojuta statsionaarse kasvufaasi

sigmafaktor RpoS-i valgu hulka mullabakter Pseudomonas putida rakkudes.

Lisaks iseloomustasin P. putida PaW85, gacS- ja gacA-defektsete ning ArpoS rakkude
kasvamist nii plasmiidi S/CpKTlacZ juuresolekul kui ilma. Selleks koostasin kasvukdverad,
mille anallisist selgus, et koik tlved kasvavad vordvéaarselt ning plasmiidi koormusele peavad

vastu koik esindatud P. putida tived.
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The two-component signal system’s GacS-GacA participatory in stationary phase sigma

factor RpoS in Pseudomonas putida

Grete Anton

SUMMARY

To survive under environmental conditions, bacteria use two-component signal systems which
consist of sensor kinase and a response regulator. The GacS-GacA two-component signal
system is conserved among Gram-negative bacteria. It is known that in pseudomonads, the Gac-
signalling system regulates virulence, secondary metabolites, formation of biofilm and
expression of different biocontrol factors. Previously, it has been shown that in P. putida,
deficiency of gacS affected stationary-phase mutagenesis (Tagel jt., 2016). To regulate
transcription during the environmental stress, bacteria have sigma factors which regulate the
expression of genes only needed during stress conditions. Tagel and her colleagues (2016)
claimed the GacS-GacA signalling system might help bacteria to regulate the expression of
RposS.

Our laboratory group has previously shown that deficiency of gacS affects mutagenesis in the
stationary phase of Pseudomonas putida cells. But it is unclear if Gac-signalling system
regulates the expression of stationary-phase sigma factor RpoS in any way. Therefore, the aim
of this study was to determine if the GacS-GacA signal pathway affects the regulation of
stationary phase sigma factor RpoS in Pseudomonas putida. My B-galactosidase experiment
showed that in gacS- and gacA-defective strains the RpoS levels did not change in comparison
to wild type PaW85. To be sure, we ran a proteomic analysis of P. putida PawW85 and gacA::Sm
cells in stationary growth phase. This experiment affirmed our previous result about possible
connection between the GacS-GacA signal pathway and sigma factor RpoS — the Gac-signalling

system does not affect the regulation of stationary growth phase sigma factor RpoS.
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