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INFOLEHT

Pseudomonas putida fusioloogilise seisundi ja regulaatori Fis mdju GacS/GacA susteemi
alumiste geenide transkriptsioonile

P. putida on mullabakter, kes on vdimeline koloniseerima taimejuuri ning moodustama biofilmi.
Biofilm on taimele kasulik, kuna bakter kaitseb taime fiitopatogeenide eest, taim eritab
vastukaaluks keskkonda toitaineid. Biofilmi teke on kompleksne protsess, seet6ttu on olulised
mitmed signaalrajad ja globaalsed regulaatorid, naiteks GacS/GacA susteem ning Fis. Kaesolevas
t00s uuriti, kas Fis reguleerib GacS/GacA susteemi kuuluvate rsmA ja SRNA-de transkriptsiooni
ning kas nende geenide transkriptsioon sdltub bakteri flisioloogilisest seisundist. Katsetest
jareldus, et Fis mdjutab sSRNA-de transkriptsiooni negatiivselt, rsmA-de transkriptsiooni
positiivselt ning geeniregulatsioon s6ltub bakteri fusioloogilisest seisundist. Seega Fis reguleerib
GacS/GacA slsteemi geene ning voib seeldbi mdjutada ka biofilmi tekkeks vajalike geenide

transkriptsiooni.

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mukoloogia
Marksdnad: Pseudomonas putida, Fis, GacS/GacA, rsmA, sRNA-d.

The effect of physiology of Pseudomonas putida and Fis on the transcription of lower genes

in GacS/GacA system

P. putida is a rhizospheric bacterium, that colonizes plant roots and develops biofilm. Biofilm is
beneficial to plant as it protects against phytopathogens. Biofilm formation is intricately
regulated, therefore many signalling networks and global regulators are needed, for example
GacS/GacA system and Fis. The aim of this paper was to investigate, whether Fis influences the
genes in GacS/GacA (rsmA and sRNA genes) signalling pathway and whether their transcription
depends on the physiological activity of the bacterium. Experiments showed that Fis regulates
rsmA transcription positively and SRNA genes negatively. Also, their transcriptsion depended on
the physiological activity of the bacterium. Fis regulates the genes in GacS/GacA system and

could thereby also regulate the genes necassary for biofilm formation.

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

c-di-GMP - tsuikliline diguanosiinmonofosfaat (ingl k cyclic dimeric guanosine monophosphate)
Fis — globaalne regulaatorvak (ingl k factor for inversion stimulation)

GacA — kahekomponendilise stisteemi GacS/GacA vastusregulaator (ingl k global activator)
GacS — kahekomponendilise susteemi GacS/GacA sensor (ingl k global activator)

Gm — gentamtsiin

IPTG — isoproptitl-p-tioglaktosiid

Km — kanamutsiin

LadS — kahekomponendilises stisteemis GacS/GacA osalev sensor (ingl k lost adherence sensor)
LB — llisogeenne s6dde

nt — nukleotiid

OD - optiline tihedus (ingl k optical density)

ONPG - orto-nitrofentitl-p-D-galaktopuranosiid

RetS — kahekomponendilises slsteemis GacS/GacA osalev sensor (ingl k regulator of
exopolysaccharide and type 111 secretion)

Rsm — sekundaarsete metaboliitide regulaator (ingl k regulator of secondary metabolites)
RsmX, RsmY, RsmZ — véikesed mittekodeeriv SRNA-d

Sm — streptomutsiin

SRNA —véike mittekodeeriv RNA (ingl k small non-coding RNA)

UAS — sRNA-de ekspressiooni aktiveerimiseks vajalik tlesvoolu jd&v konserveerunud jarjestus
(ingl k upstream activating sequence)



SISSEJUHATUS

Pseudomonas putida on keskkonnas laialt levinud mullabakter, kes on vdimeline
koloniseerima taime risosfadri. Taime risosfadris elamine on kasulik mdlemale osapoolele: P.
putida kaitseb taime fiitopatogeenide eest ning taim eritab bakterile vajalikke toitaineid. P. putida
kaitsev efekt taimepatogeenide eest tuleneb tema vGimest moodustada taime juure pinnal
biofilmi. Biofilm on pinnale kinnitunud ja maatriksiga kaetud agregeerunud bakterite kogum.
Biofilmi moodustumine vdimaldab bakteril plsida taime juurtel ning kaitseb baktereid

ebasoodsate keskkonnatingimuste eest.

Biofilmi moodustumist ja plsimajdédmist mojutavad erinevad signaalrajad ja globaalsed
regulaatorid, mis reageerivad keskkonnast tulevatele signaalidele ning bakteri fisioloogilisele
seisundile. Taolisteks biofilmi mdjutavateks regulaatoriteks on néiteks GacS/GacA susteem ning

globaalne regulaator Fis.

GacS/GacA slsteem on paljudes bakterites leiduv signaalirada, mis péarsib bakterite
liikumisvOimet ning soodustab biofilmi teket. Globaalsel regulaatoril Fis (ingl k factor for
inversion stimulation) on samuti néidatud biofilmi soodustav toime. Seost Fis-i ja GacS/GacA
signaaliraja vahel on meie laboris eelnevalt uuritud. Fis aktiveerib gacS-i transkriptsiooni, kuid
ainult teatud tingimustes. Seega v@ib arvata, et gacS-i transkriptsioon on keeruliselt reguleeritud

ning lisaks Fis-ile vOivad seda mdjutada veel teisedki faktorid.

P. putida biofilmi maatriks koosneb peamiselt valkudest, milleks on LapA ja LapF. Meie
laboris on uuritud lapA transkriptsiooni ning nahtud, et Fis-i Uleekspressiooniga P. putida tlives
on lapA transkriptsioon vdga koikuv, soltudes rakkude vanusest ja aeratsioonist. Geeni lapA
transkriptsiooni kdikumine vdib tuleneda asjaolust, et Fis mdjutab regulaatorit, mis kontrollib
biofilmiks vajalike geenide transkriptsiooni, mille ekspressioon sdltub rakkude flsioloogilisest
seisundist. Uheks selliseks regulaatoriks vdib olla RsmA, mis reguleerib GacS/GacA raja

signaali, seondes biofilmi moodustumiseks vajalike geenide mRNA-dega.

Tuginedes eelnevale, on kdesoleva t60 eesmargiks valja selgitada, kas Fis reguleerib
GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkriptsiooni. Lisaks, kas nende
geenide transkriptsioon s6ltub bakteri fusioloogilisest seisundist (bakterite vanusest tardséotmel

ja aeratsiooni lakkamisest).



| KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Risosfaarne bakter Pseudomonas putida

Perekonda Pseudomonas kuuluvad liigid on gram-negatiivsed gammaproteobakterid, kes
on vaga kohanemisvGimelised. Nende hulka kuulub nii patogeenseid kui saprofultseid liike,
mille t6ttu on pseudomoonaseid leitud nii 6hust, veest, mullast kui ka eukartiootidest (Palleroni,
1992: Schroth et al., 1992). Pseudomoonaste vdime toime tulla vdga erinevate
keskkonnatingimustega tuleneb metaboolsest ja geneetilisest plastilisusest (Dos Santos et al.,
2004; Nelson et al., 2002; Timmis, 2002). Pseudomoonased on fakultatiivsed aeroobid (Palleroni,
1984) ning heterotroofid, kes suudavad energia saamiseks kasutada (le saja erineva
stsinikuallika, mille hulgas on toksilisi ja aromaatseid Ghendeid, samuti lammastikuiihendeid
ning ksenobiootikume (Timmis, 2002). Lisaks eelnevale on perekonna Pseudomonas liigid sageli
resistentsed antiobiootikumide, desinfitseerimiseks kasutatavate ildkemikaalide, detergentide kui
ka raskemetallide suhtes ning vOivad adapteeruda orgaaniliste lahustitega, mis lagundavad

rakumembraani (Ramos et al., 2002).

Pseudomoonased on mulla mikrobiootas &armiselt olulised ning neid vdib sageli
isoleerida taimejuurtelt. Juurte koloniseerimise edukus tuleneb Ghelt poolt bakteri vOimest
kinnituda taimele (Duque et al., 1993) ning teisalt vBimest kasvava juurega kaasa liikuda. Samuti
tuleb koloniseerimisel kasuks pseudomoonastele iseloomulik metaboolne mitmekilgsus (Molina
et al., 2000). Bakteri ja taime omavahelised interaktsioonid on kasulikud m&lemale osapoolele.
Taimejuurte pind ja juurt Umbritsev mone millimeetri paksune muld, mida kutsutakse
risosfadriks, on bakteritele soodne elukeskkond, kuna taimed eritavad juurte kaudu mulda
toitained, mida on mikoorganismidel kerge omastada. Vastukaaluks eritavad pseudomoonased
flitohormoone, mis stimuleerivad taimede kasvu, ja/vdi metaboliite, mis parsivad patogeenide

kasvu (Espinosa-Urgel et al., 2002).

1.2 Biofilm ja selle tahtsus

Biofilmiks nimetatakse agregeerunud bakterite kogumit, kus tihedalt koos asuvad bakterid
reageerivad keskkonnasignaalidele koordineeritult signaaliradade ja hulgatunnetuse abil (Nadell

et al., 2008). Biofilmis elavad bakterid on kinnitunud pinnale ning Umbritsevad ennast
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isetoodetud polimeerse maatriksiga (Costerton et al., 1995). Valdav osa bakteritest on
voimelised mingil eluetapil biofilmi moodustama. On leitud, et koguni 90% bakteritest elab
teatud aja biofilmi koosseisus (Costerton, 1995; Geesey, 1977). Kuna biofilm on keskkonnas,
samuti taimsetes ja loomsetes peremeestes, Usna laialdaselt levinud, vdib arvata, et grupis
elamine on evolutsiooniliselt kinnistunud kui bakteri eluks kasulik fenotttp (Hall-Stoodley et al.,
2004).

Kinnitunud eluviis pakub bakteritele mitmeid eeliseid vabalt elavate bakterite ees, kaitstes
baktereid nii abiootiliste kui ka biootiliste tegurite eest. VVOrreldes vabalt elavate bakteritega, on
biofilmis elavad bakterid paremini kohanenud toitainete puuduse, pH muutuste,
hapnikuradikaalide ja bakteritele kahjulike ainetega (Costerton et al., 1995). Lisaks eelnenule
vOimaldab biofilmi moodustumine bakteril sobivasse keskkonda pikemaks ajaks plisima jaada
(Timmis, 2002).

Taimejuurtel olev kasulike bakterite biofilm kaitseb taime patogeenide eest. Naiteks
Bacillus subtilis kaitseb Arabidopsis’'t patogeeni P. syringae pv. tomato DC3000 eest,
moodustades Arabidopsis’e juurtele biofilmi (Bais et al., 2004). Agregeerunud bakterid
mdjutavad ka inimeste elu. Biofilmi koosseisus olevad rakud tunduvad vdrreldes planktiliselt
elavate rakkudega olevat antibiootikumide suhtes tolerantsemad, olles seega ka paljude
krooniliste haiguste pdhjustajateks (Watnik ja Kolter, 1999; Stewart, 2002; Mah et al., 2003;
Heithoff ja Mahan, 2004; Costerton et al., 2005; Fux et al., 2005; Lee et al., 2005; Obst et al.,
2006; Manos et al., 2007). Tsustilist fibroosi pddevate inimeste kopsudes areneb P. aeruginosa
biofilm, kus bakterid on kaitstud antibiootikumide ja organismi enda kaitsevGime eest (Davies,
2002). Samuti on naidatud, et mikroorganismid koloniseerivad mitmeid meditsiinilisi seadmeid ja
implanteeritavaid proteese (Costerton et al., 1999; Donlan, 2001). Naiteks E. coli, P. aeruginosa

ja teised gram-negatiivsed bakterid vdivad moodustada biofilmi kateetritel (Stickler, 1996).

1.2.1 Biofilmi arenguetapid

Biofilmi moodustumine on kompleksne protsess, mida mdjutavad mitmesugused
keskkonnast tulevad signaalid (Danhorn ja Fuqua, 2007; Lugtenberg et al., 1999; O’Toole ja
Kolter, 1998; Rudrappa et al., 2007; Sauer ja Camper, 2001). Uleminekul planktiliselt kasvult



kinnitunud olekusse muutub geenide ekspressioon (Mathesius, 2009; Matilla et al., 2011; Ramos-
Gonzales et al.,, 2005). Vorreldes planktilise eluviisiga bakteritega, on biofilmis elavatel
bakteritel ekspresseeritud véga vaike osa geenidest. Naiteks on nii P. aeruginosa’l, Vibrio
cholerae’l, E. coli’l kui ka Staphylococcus aerus’el biofilmi koosseisus olles ekspresseeritud
umbes 10% geenidest, vorreldes planktiliselt elavate rakkudega (Schoolnik et al., 2001; Whiteley
et al., 2001; Schembri et al., 2003; Beenken et al., 2004).

Biofilmi teke on mitmeetapiline (Stoodley et al., 2002). Esimeses etapis toimub
planktiliste rakkude kinnitumine pinnale. Kinnitumine vdib olla nii juhuslik kui ka keemilistest
atraktantidest pdhjustatud (Freter ja Obrien, 1981; Pratt ja Kolter, 1998; Meibom et al., 2004).
Esmane kinnitumine on sageli pdérduv ning bakterid vBivad pinna kiljest eemalduda (Klausen et
al., 2003). Pusiva kinnitumise jarel jatkavad bakterid kasvamist ja jagunemist, mis 18peb tiheda
rakukogumi ehk mikrokoloonia tekkega. Mikrokolooniat peetakse biofilmi teiseks etapiks. Kilipse
biofilmi ehk kolmanda etapi kujunemiseks on oluline bakterite ekstratsellulaarne maatriks, mida
eritatakse valiskeskkonda ning mis moodustab peamise kaitsva kihi bakterite Gmber. Maatriks
vOib olla erineva koostisega, kuid peamiselt koosneb see veest ja erinevatest poliimeeridest:
polusahhariidest, ekstratsellularsest DNAst ja/vdi valkudest (Flemming et al., 2007; Flemming ja
Wingender, 2010; Ryder et al., 2007). Kipses biofilmis olevad geneetiliselt identsed rakud
vOivad biofilmi koosseisus erineda metaboolse aktiivsuse (Xu et al., 1998), antibiootikumide
tolerantsuse (Balaban et al., 2004), spooride moodustumise (Branda et al., 2001) vO0i
ekstratsellulaarsete polumeeride sekretsiooni poolest (Vasseur et al., 2005; Vlamakis et al.,
2008).

Biofilmi neljas ja viimane etapp on biofilmi lagunemine ehk rakkude vabanemine
biofilmist. Klipsest biofilmist eraldumiseks peavad Uksikbakterid vabanema ekstratsellulaarsest
maatriksist. See vOib toimuda nii passiivselt kui aktiivselt. Passiivse, Vvélistegurite abil,
eraldumise néiteks on bakterite irdumine biofilmist vedelikuvoolu jarsu tugevnemise tulemusena
(Telgmann et al., 2004). Bakterite eraldumise iheks aktiivseks néiteks on V. cholerae, kes eritab
valiskeskkonda ensiiime, mis I6huvad rakke Umbritsevat maatriksit nii, et rakud péésevad
biofilmist vélja (Hammer ja Bassler, 2003; Zhu ja Mekalanois, 2003; Heithoff ja Mahan, 2004;
Liu et al., 2007).



1.2.2 Perekonna Pseudomonas liikide biofilmi maatriks

Perekonna Pseudomonas liikide biofilmi maatriksi peamiseks komponendiks voivad olla
polusahhariidid vo6i valgud. Néiteks P. aeruginosa maatriks on peamiselt polisahhariidne,
koosnedes kas alginaadist vGi Pel- ja Psl-polisahhariididest (Ryder et al., 2007). Samas P.
fluorescens’i ja P. putida maatriksi peamiseks komponendiks on valk LapA (Boyd et al., 2014;
Gjermansen et al., 2010; Hinsa et al., 2003; Moor et al., 2014).

LapA on P. putida suurim valk, millele analoogseid valke on leitud ka teistes bakterites
(Lasa ja Penades, 2006; Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007). LapA on vajalik rakkude
kinnitumiseks pinnale, seega adhesiin on oluline biofilmi moodustumise varajases etapis, kui
toimub podrduvalt Kinnitumiselt Gleminek pddérdumatuks (Hinsa et al., 2003). P. putida lapA
mutant moodustab oluliselt vahem biofilmi nii labivoolukultuuris (Nelson et al., 2002) kui
suletud susteemis (Moor et al., 2014). P. fluorescens’i lapA mutandil sdilib kill vdime biofilmi
moodustada, olgugi et paljud eksopolisahhariide kodeerivad geenid on inaktiveerunud (Nilsson
etal., 2011).

P. putida’l on lisaks veel ks biofilmiks oluline adhesiin — LapF (Martinez-Gil, 2010),
mis P. fluorescens’il puudub (Fuqua, 2010). LapF on oluline P. putida kiipses biofilmis,
vastutades rakk-rakk interaktsioonide eest (Fuqua, 2010; Martinez-Gil et al., 2010).

LapA ja LapF-i hulka rakus mdjutab globaalne regulaatorvalk Fis (ptk 1.4). Fis-i
uleekspressiooni korral P. putida rakkudes suureneb LapA hulk 1,6 korda (Moor et al., 2014) ja
biofilmi moodustumine ligikaudu kolm korda, vdrreldes metsiktiivega (Jakovleva et al., 2012;
Moor et al., 2014). Samuti on néidatud, et Fis represseerib P. putida’s lapF-i transkriptsiooni
(Lahesaare et al., 2014), samas LapF-i puudumine ei mdjuta P. putida biofilmi moodustumist
(Moor et al., 2014). Vastupidiselt Fis-ile vBimendab statsionaarse faasi sigmafaktor RpoS LapF-i
ekspressiooni. RpoS-i ekspresseeritakse ndlja- ja stressitingimustes, seega suureneb ka LapF
ekspressioon rakkude statsionaarsesse kasvufaasi joudes (Martinez-Gil et al., 2010), kiirelt
kasvavates rakkudes LapF-i ei ekspresseerita (Lahesaare et al., 2014; Martinez-Gil et al., 2014;
Moor et al., 2014).

Geenide lapA ja lapF-i transkriptsioon on GacS/GacA kahekomponentse susteemi (ptk
1.3.1) kontrolli all. Geeni gacS katkestamine indutseerib P. aeruginosa labivoolukultuuris Kkdll
rakkude kinnitumist pinnale, kuid samas pole kinnitumine piisavalt tugev ning rakud eemalduvad
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pinnalt Gsna kergelt (Petrova ja Sauer, 2012). Samas gacA mutant nditas defektset biofilmi
moodustamist (Parkins et al., 2001). P. fluorescens’is tekitavad mutatsioonid gacA vOi gacS
geenides hiperliikuva fenottubi (Martinez-Granero et al., 2006; Navazo et al., 2009). Marinez-
Gil et al. nditasid 2014. aastal, et nii lapA kui ka lapF-i transkriptsioon on P. putida GacS-

defektses tlives madalam kui metsiktives (Martinez-Gil et al., 2014).

1.3 Biofilmi regulatsioon

Biofilmi teke on keeruline protsess, kaasates mitmeid signaaliradu ja —molekule. Naiteks
eubakterite universaalne signaalmolekul tsukliline diaguanosiin - 5’- monofosfaat (c-di-GMP;
ingl k cyclic dimeric guanosine monophosphate) reguleerib bakteri litkumist, virulentsusfaktorite
stinteesi, sekundaarset metabolismi, adhesiooni ja biofilmi moodustumist (Hengge, 2009; Jenal ja
Malone, 2006; Romling et al., 2013). Kdrgenenud c-di-GMP tase indutseerib P. aeruginosa’s
adhesiinide ja ekstratsellulaarse maatriksi komponentide produktsiooni, mis on vajalikud biofilmi
moodustumiseks. Madal c-di-GMP tase aga véhendab adhesiinide ja ekstratsellulaarse maatriksi
komponentide sunteesi ning bakterid lahevad paikselt eluviisilit Gle planktilisele (Romling et al.,
2013; Hengge, 2009; Fazli et al., 2014).

Kahekomponentsed regulatsioonisiisteemid v@imaldavad bakteritel Kiiresti reageerida
keskkonnasignaalidele, vottes keskkonnast tuleva signaali rakku ning reguleerides vajalike
geenide avaldumist (Gao et al., 2007). Néiteks GacS/GacA kahekomponente siisteem, mis on
leitud paljudest gamma-proteobakteritest, reguleerib bakteri virulentsusfaktorite siinteesi (Heeb ja
Haas, 2001; Lapouge et al., 2008) ja stimuleerib biofilmi moodustumist (Barahona et al., 2010;
Cheng et al., 2013; Duque et al., 2013).

1.3.1 GacS/GacA signaalirada

Kuigi GacS/GacA kahekomponentne slisteem koosneb tulpilisest sensorkinaasist ja
vastuseregulaatorist, siis signaali edasikandumisest biofilmi moodustumiseks vajalike geenide
regulatsioonini votab osa veel regulaatoreid. Sellest ldhtuvalt on otstarbekas radkida

signaalirajast, mis algab signaali vastuvdtmisega, signaali kaskaadse (lekandega tsiitoplasmas
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ning biofilmiks vajalike valkude ekspressiooni reguleerimisega. GacS/GacA signaalirada
koosneb membraanseoselisest sensorvalgust GacS ja signaali vastuvotvast regulaatorvalgust
GacA, mis aktiveerib SRNA-de transkriptsiooni. Need RNA-d reguleerivad RsmA aktiivsust, mis
omakorda reguleerib mRNAde translatsiooni (Jimenez et al., 2012). Signaalirada on tapsemalt

lahti Kirjutatud joonisel 1.

Sissetulev signaal I
Gacs LadS
-— V/<1]“,~- oort l \ ‘\, TCRaTr—— "
~ "\m. ')

Biofilmi (pel ja ps!)l ' Biofilmi (pel ja ps/)

HCN (henABC) HCN (hcnABC)

Puotsuaniin (phz) Puotsuaniin (phz)

1655 Sihtmérkgeenid\;f;h = 3 ! RsmA__ ’ Sihtmarkgeeni T65S
\ b M
RBS RBS I

Voogamine Voogamine
Lipaas (lipAH) }-—I Lipaas (lipAH)
Rhamnolipiidid Rhamnolipiidid
(rhlAB) (rhlAB)
T35S 135S

Joonis 1. Pseudomonas aeruginosa GacS/GacA signaalirada. GacS votab valiskeskkonnast vastu seni
teadmata signaali, mille tulemusena ta autofosforiileerub. GacS kannab fosfaatjdagi tle GacA-le, mis
aktiveerub. GacA aktiveerib omakorda vdikeste regulatoorsete RNA-de — RsmZ ja RsmY -
transkriptsiooni. Véikesed regulatoorsed RNA-d inaktiveerivad seondumisega RsmA. RsmA puudumisel
aktiveeritakse virulentsusfaktorite ja biofilmi tekkeks vajalike eksopoliisahhariidide suintees. Sensorkinaas
LadS soodustab signaali tlekandmist GacS-lt GacA-le, aktiveerides sRNA-de siinteesi, samas kui
sensorkinaas RetS moodustab kompleksi GacS-iga, mis blokeerib signaali Glekande GacA-le ning SRNA-
de siinteesi (Jimenez et al., 2012; modifitseeritud).
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Keskkonnafaktoreid, mille tunneb &ra GacS sensorkinaas, pole veel suudetud t&pselt
kindlaks teha. Siiski nditavad katsed E. coli, V. cholerae, P. fluorescens’i ja P. wasabiae’ga, et
GacS/GacA signaalirada aktiveeritakse, kui rakkude tihedus on piisavalt suur. Téheldatud on ka
signaaliraja aktivatsiooni bakterite kasvukiiruse aeglustumisel statsionaarse kasvufaasi alguses
(Heeb ja Haas, 2001; Hyytidinen et al., 2001; Kay et al., 2005,2006; Lenz et al, 2006; Molofsky
ja Swanson, 2003; Weilbacher et al., 2003).

Meie laboris on gacS geenist tilesvoolu ennustatud kaks Fis-i seondumisjarjestust, Fisll ja
Fislll, ja ndidatud ka Fis-i seondumine neile jarjestatustele in vitro (Lahesaare magistritoo, 2011).
Samuti on néidatud, et Fis-i Uleekspressioon aktiveerib gacS-i transkriptsiooni, kuid ainult M9
glukoos-CAA-s6otmes, mitte LB-s. Fis aktiveeris transkriptsiooni M9 s6dtmes ka siis, kui FislI
seondumisjarjestus gacS promootori ees on muteeritud (Moor bakalaureusetdo, 2011). Samas on
naidatud, et in vitro muteeritud Fisll jarjestusele Fis ei seondu (Lahesaare magistritoo, 2011).
Seega VvOib arvata, et gacS-i transkriptsioon on keeruline ning selle regulatsioonis osaleb Fis-ile

lisaks veel teisigi faktoreid.

1.3.2 Rsm susteem

Rsm (ingl k regulator of secondary metabolites) siisteem kuulub samasse signaalratta
koos GacS/GacA kahekomponendilise siisteemiga ja koosneb translatsiooni repressorist RsmA-st
(vBi RsmE-st) ja vaikestest mittekodeerivatest RNA-dest (Jimenez et al., 2012). RsmA reguleerib
P. aeruginosa’s lausa ~9% 5570-st ennustatud lugemisraamist (Brencic ja Lory, 2009; Burrowes
et al., 2005) RsmA kontrollib P. aeruginosa’s patogeensust, vesiniktsuaniidi stinteesi (Pessi ja
Haas, 2001), tidp IV piilide ekspressiooni (Brenic ja Lory, 2009), hulgatunnetust (Heurlier et al.,
2001) ning taup I ja thdp VI sekretsioonisiisteeme (Brenic ja Lory, 2009). Taimejuuri
koloniseerivas bakteris P. fluorescens kontollivad RsmA ja RsmE nii sekundaarsete metaboliitide
kui ka eksoensuiimide produktsiooni (Heeb et al., 2002).

RsmA inaktiveeritakse, kui temaga seonduvad sRNA-d (Jimenez et al., 2012). RsmA
seondumine sRNA-dega sOltub sRNA-de sekundaarstruktuuris olevatest GGA motiividest
(Valverde et al., 2004). Korduvad GGA jarjestused on olulised sRNA-de seondumiseks nii
RsmA-ga kui ka homoloogsete repressorvalkudega (Lapouge et al., 2008). Regulatoorsete SRNA-

de puudumisel rakus kaituvad RsmA ja RsmE repressoritena: RsSmA ja RsmE blokeerivad
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ribosoomi seondumissaidi ning takistavad seeldbi translatsiooni (Reimmann et al., 2005; Brenic
ja Lory, 2009).

Bakterites P. wasabiae ja P. aeruginosa on identifitseeritud Uks RsmA homoloog
(Blumer et al., 1999; Chatterjee et al., 1995), P. fluorescens’is kaks homoloogi — RsmA ja RsmE
(Reimmann et al., 2005) ning P. putida’s on valgu jarjestuse sarnasuse pohjal identifitseeritud
lausa kolm RsmA homoloogi — RsmA1l (PP_1746), RsmA2 (PP_3832) ja RsmA3 (PP_4472)
(Riho Teras avaldamata andmed). Bakteris P. fluorescens CHAO on kolm regulatoorset RNA-d:
RsmX, RsmY, RsmZ (Blumer et al., 2005; Heeb et al., 2002; Kay et al., 2005; Reimmann et al.,
1997; Valverde et al., 2003). Vastavad homoloogid RsmX-ile, RsmY-ile ning RsmZ-ile on
ennustatud ka P. putida’s. Regulaatorsete sSRNA-de geenid paiknevad P. putida genoomis
jargnevalt: RsmX (PP_4049-PP_4050) RsmY (PP_0370-PP_0371) RsmZ (PP_1624-PP_1625)
(Riho Teras avaldamata andmed).

Regulatoorsete  RNA-de, rsmX-i ja rsmY-i transkriptsioon soltub rakutihedusest,
suurenedes terve kasvufaasi valtel (Valverde et al., 2003; Kay et al., 2005). RsmZ-i ekspressioon
saavutab maksimumi ekponentsiaalse kasvufaasi 16puks (Heeb et al., 2002; Kay et al., 2005).
Kdigi eespool mainitud sRNA-de ekspressiooni aktiveerimiseks on vajalik Ulesvoolu jaav
konserveerunud jarjestus UAS (ingl k upstream activating sequence), millega seondub GacA
(Humair et al., 2010). Antud 18 nt pikkune konserveerunud jarjestus on leitav nii rsmX-i, rsmY-i,
rsmZ-i kui ka paljudes teistes gammaproteobakterite SRNA-des (Kulkarni et al., 2006; Lenz et
al., 2005). P. aeruginosa’s on antud jarjestus rsmY geeni ees TGTAAGCATTAACTTACA ja
rsmZ geeni ees TGTAAGCCAAGGCTTACA (Heeb et al., 2002; Kay et al., 2006; Kulkarni et
al., 2006). Antud jarjestuse deleteerimine rsmZ geeni eest P. fluorescens’i tives CHAOQ langetas

rsmZ ekpressiooni méargatavalt ning kadus séltuvus GacA-st (Heeb et al., 2002).

Sageli sarnanevad deletsioonid v6i mutatsioonid SRNA geenides fenotldbilt GacS/GacA
mutantidega. Naiteks P. aeruginosa ArsmYZ ja AgacA mutantidel on mdlemal hairitud
ekstratsellulaarsete virulentsusfaktorite, nagu vesiniktstaniidi, protsuaniini, elastaasi, Kitinaasi
stintees ja biofilmi moodustumine (Kay et al., 2006; Brencic et al., 2009). Sarnasusi rsm ja gac

mutantide fenotulpides on tdheldatud ka Pectobacterium wasabiae’s (Liu et al., 2008).
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1.4 Globaalne regulaatorvalk Fis

Fis (ingl k factor for inversion stimulation) on vdike DNA-seoseline homodimeerne valk,
mis osaleb nii DNA kokkupakkimisel, kuid samas v0ib kdituda ka kui globaalne
transkriptsiooniregulaator (Beach ja Osuna, 1998). Uldiselt on Fis levinud y-proteobakterites ning
on suhteliselt hasti konserveerunud (Beach ja Osuna, 1998; Boswell et al., 2004). Néiteks E. coli
ja P. putida Fis valgud on oma aminohappelise jarjestuse pdhjal 64,8% ulatuses identsed ja
81,7% ulatuses sarnased (www.tigr.org). E. coli Fis valgu subuhik on 11,2 kDa raskune ning
koosneb 98 aminohappest (Safo jt, 1997), P. putida Fis on 11,8 kD raskune ning koosneb 106
aminohappest (www.tigr.org). Lisaks on naidatud, et DNA-ga seondumiseks vajalikud
aminohapped on Fis valgus konserveerunud (Boswell et al., 2004). Samas Fis-i tdhtsus bakterile
vOib olla erinev. Kui varasemalt on néidatud, et E. coli Fis-defektsed tiived on elujdulised, siis
pseudomoonaste korral on fis geeni muteerimine bakterile surmav ning fis™ tlive pole suudetud
konstrueerida (Jakovleva et al., 2012; Liberati et al., 2006; Teras et al., 2009).

Fis-i olemasolu, funktsiooni ja regulatsiooni kohta teistes bakterites, kui E. coli ja
Salmonella typhimurium, on véhe teada (Ball et al., 1992; Finkel ja Johnson, 1992; Ninnemann et
al., 1992; Osuna et al., 1995; Pratt et al., 1997). Seega pdhineb suur osa Fis-i kohta kéivast
informatsioonist kahel eespool mainitud bakteril. Samas tuleb arvestada, et kuigi E. coli ja P.
putida Fis valkude omavaheline identsus on tsna suur (64,8%), vdivad Fis valgud erinevates
bakterites omada erinevaid sihtmérkgeene ja regulatoorseid funktsioone (Osuna et al., 1995;
Bradley et al., 2007).

DNA jérjestus, millega seondub E. coli Fis valk, pole véga tugevalt konserveerunud ning
sellest tulenevalt voib Fis seonduda teatud juhtudel DNA-ga mittespetsiifiliselt. (Ball et al.,
1992). DNA konsensus, millega E. coli Fis valk seondub, on GNTYAAAWTTTRANC, kus Y on
parimidiin, R puriin, W adeniin/timiin ja N mis tahes nukleotiid. Fis-i efektiivseks seondumiseks
on olulised jarjestuse alguses olev G ning I8pus olev C, lisaks A/T nukleotiidid. (Shao et al.,
2008) Fis-i seondumiseks DNA-ga toimub DNA paindumine, mitte valgu konformatsiooni
muutus (Stella et al., 2010). Seet6ttu on AT-rikkus seondumisjarjestuses oluline vajaliku DNA
painde tekkimiseks, mis voib ulatuda 40 kraadist kuni 90 kraadi (Pan et al., 1996; Kostrewa et
al., 1991)
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Fis valgu ekspressioon s6ltub bakterite kasvufaasist. E. coli’s ekspresseeritakse Fis-i enim
varajases eksponentsiaalses kasvufaasis, mil Fis-i molekulide arv raku koha v6ib ulatuda kuni
100 000-ni. Edasise bakteripopulatsiooni kasvu jooksul Fis-i ekspressioon véheneb ning
statsionaarses faasis on E. coli’s praktiliselt detekteerimatu (Ali Azam et al., 1999; Ball et al.,
1992).

E. coli’s mojutab Fis enda geeni transkriptsiooni nii otseselt kui kaudselt (Ball et al 1992).
E. coli fis-i promootoralas on kuus Fis-i seodumisjérjestust, millest kaks kattuvad promootoriga,
takistades transkriptsiooni initsiatsiooni (Ball et al., 1992; Ninnemann et al., 1992). Kuna fis-i
promootor aktiveerub tugeva negatiivse superspiralisatsiooni tingimustes ning Fis reguleerib E.
coli DNA topoisomeraaside ekspressiooni, siis Fis-i hulk mdjutab Idbi DNA topoloogia fis-i

transkriptsiooni (Schneider et al., 2000).

Fis reguleerib geenide transkriptsiooni, mis vastutavad liikumise, energia metabolismi,
aminohapete ja nukleotiidide biostinteesi ning toitainete transpordi eest (Bradley et al., 2007).
Lisaks on E. coli’s ja S. typhimurium’s néidatud Fis-i osalust ka virulentsusesgeenide
regulatsioonis (Kelly et al., 2004; Blot et al., 2006; Croinin et al., 2006). E. coli’s on néidatud, et
fis-i deleteerimine mdjutab ligi 21% geenidest (Cho et al., 2008). Fis aktiveerib E. coli’s rRNA ja
tRNA geenide transkriptsiooni ja tagada rRNA ja tRNA molekulide kdrge tase rakkude
eksponentsiaalses kasvufaasis, kui valgustintees on kdige alktiivsem (Xu ja Johnson, 1995).

Fis-i mdju biofilmile vdib olla nii positiivne kui negatiivne. Naiteks E. coli tiives 042
aktiveerib Fis aaf piilide geene, mis on olulised bakteri kinnitumiseks sooleepiteelile ja biofilmi
tekkeks (Chaudhuri et al., 2010; Czeczulin et al., 1997; Sheikh et al., 2001). Samas represseerib
Fis E. coli tives E2348/69 csg piilide geene (Saldana et al., 2009) ja Dickeya dadantii’s
tselluloosi sunteesi (Prigent-Combaret et al., 2012), mis on kummalegi bakterile vajalikud
biofilmi moodustamiseks. P. putida’s mdjutab Fis biofilmi teket positiivselt. Jakovleva et al.
(2012) nditasid, et Fis vahendab P. putida PawWa85 liikumist ning indutseerib biofilmi teket.
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Il EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmargid

Kirjandusest on teada, et GacS-i puudumisel langeb P. putida’s LapA ekspressioon
(Martinez-Gil et al., 2014) ning meie laboris on néidatud, et Fis-i Uleekspressioon soodustab P.
putida biofilmi teket (Jakovleva et al., 2012; Moor et al., 2014). Seost Fis-i ja GacS/GacA
signaaliraja vahel on meie laboris juba uuritud. Hanna Moor leidis oma bakalaureuset6os (2011)
et P. putida gacS geeni ees on vahemalt kaks Fis-i seondumisjérjestust ning Fis-i méju gacS-i
transkriptsioonile s6ltus sé6tmest, aktiveerides transkriptsiooni M9 gliikoos-CAA stdtmes, kuid
mitte LB-s (Hanna Moor bakalaureusettd, 2011). Lisaks eelnevale on meie laboris nahtud, et
lapA transkriptsioon on Fis-i Uleekspressiooniga P. putida tlives véga kdikuv. See s6ltub rakkude
vanusest LB tardsodtmel ning B-galaktosidaasi modtmiseks kasvatatud rakkude aeratsiooni
lakkamisesest (Hanna Moor avaldamata andmed). Geeni lapA transkriptsiooni kéikumine Fis-i
uleeskpressioonitiives vdib tuleneda asjaolust, et Fis mdjutab lapA transkriptsiooni mdne
regulaatori kaudu, mille ekspressioon sdltub bakteri fiisioloogilisest seisundist. Uheks
vOBimaluseks on, et Fis reguleerib GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide, rsmA ja sRNA
geenide transkriptsiooni. Sest teada on, et lapA transkriptsioon sdltub GacS/GacA signaalirajast

ning reguleerides raja alumisi geene on véimalik muuta signaali jdudmist sihtméarkgeenini.

Tuginedes eelnevatele tulemustele, on kaesoleva t66 eesmargiks valja selgitada, kas Fis
reguleerib GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja SRNA-geenide) transkriptsiooni. Lisaks,
kas nende geenide transkriptsioon soltub bakteri fusioloogilisest seisundist (rakkude seismisest

tardsodtmel ning laual).
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 TOos kasutatud tuved ja plasmiidid

T60s kasutatud tlived ja plasmiidid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Kasutatud bakterittved ja plasmiidid

Tiivi véi plasmiid | Genotiilip, iseloomustus | Allikas, viide

P. putida

PSm PaWa85; gImS geeni jarele inserteeritud mini- | Jakovleva jt, 2012
Tn7-QSm kassett (Sm7)

F15 PaWa85; gIlmS geeni jarele inserteeritud mini- | Jakovleva jt, 2012
Tn7-term-lacl?-Pic-fis-T1T2- QGm kassett
(Gm")

Plasmiid

pBLKT Test-vektor lacZ geeni ja  T1T2| Moor, 2011

terminaatoriga (KmF)

pBLKT-rsmAl

BamHI-ga avatud pBLKT-sse on
inserteeritud rsmAl (PP_1746) 157 nt
pikkune promootorala (Km"®)

Moor avaldamata andmed

pPBLKT-rsmA2

BamHI-ga  avatud pBLKT-sse  on
inserteeritud rsmA2 (PP_3832) 432 nt
pikkune promootorala (Km®)

Moor avaldamata andmed

pBLKT-rsmA3

BamHI-ga avatud pBLKT-sse on
inserteeritud rsmA3 (PP_4472) 333 nt
pikkune promootorala (Km"®)

Moor avaldamata andmed

pBLKT-rsmX

BamHI-ga  avatud pBLKT-sse  on
inserteeritud rsmX (PP_4049-PP_4050) 363
nt pikkune promootorala (Km®)

Moor avaldamata andmed

pBLKT-rsmY

BamHI-ga avatud pBLKT-sse on
inserteeritud rsmY (PP_0370-PP_0371) 321
nt pikkune promootorala (Km®)

Moor avaldamata andmed

pBLKT-rsmZ

BamHI-ga avatud pBLKT-sse on
inserteeritud rsmZ (PP_1624-PP_1625) 234
nt pikkune promootorala (Km®)

Moor avaldamata andmed
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2.2.2 S66tmed ja kasvatamine

P. putida rakke kasvatati temperatuuril 30 °C. Rakke kasvatati LB vedelsdétmes,
aereerides kultuure loksutil 180 rpm/min. LB tardsootmel kasvatati rakke temperatuuril 30 °C voi
toatemperatuuril. Vajadusel lisati s66tmesse jargmisi antibiootikume: streptomutsiin (Sm; 200
pug/ml), gentamiitsiin (Gm; 10 pg/ml), kanamiitsiin (Km; 50 pg/ml), ning Fis-i ekspressiooni
indutseerimiseks IPTG-d (isopropudl-p-tioglaktosiid, 1 mM). B-galaktosidaasi md&dtmiseks

kasutatavate rakkude s6otmesse lisati alati kanamutsiini, teisi antibiootikume ei lisatud.

Kontrollimaks, kas laual seismisel vedels66tmes hapniku sisaldus langeb, pandi
s0otmesse metileensinist. Metileensinine on redoksreaktiivne varv, mis hapniku puudumisel
muutub labipaistvaks ehk valastub (Campbell, 1963). Uletd 5 ml LB vedels66tmes kasvanud
rakud voeti loksutilt, katseklaasidesse lisati 15 pl metiileensinist ning jéeti lauale seisma kuni 4

tunniks.

2.2.3 PCR ehk poltimeraasi ahelreaktsioon

PCR-i reaktsioonisegu tldmahuga 20 pl sisaldas: 2ul 10x PCR puhvrit (75 mM Tris HCI
pH 8,8; 20 mM (NH,4),SO; 0,01% Tween 20; 2,5 mM MgCl,; 0,2 mM tartrasiin; 0,2 mM dNTP;
0,5% Ficoll 40), 0,1 ul Tag DNA poliimeraasi (5 U/ul), 10 pmol kumbagi praimerit, matriits

DNA ja I6ppmahuni destilleeritud vett. T66s kasutatud praimerid on toodud tabelis 2.

PCR-i etapid:

1. DNA esialgne denaturatsioon: 95 °C 3 min

2. DNA denaturatsioon: 95 °C 30 sek

3.Praimerite seondumine DNA ahelaga: 53-55 °C 30 sek
4. DNA suntees: 72 °C 30 sek 2 min

Etappe 2-4 korrati 25 korda
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Tabel 2. Kasutatud praimerid

Praimeri nimi

Praimeri jarjestus (5°— 3°)

Seondumiskoht

LacZ-AB GTGTTACCCAGAGTCAGC -20..-3 nt lacZ geenist
ulesvoolu

PP1746-Fw AAGGATCCAACTGAAACGCCAGGCC -212...-187 nt PP_1746
geenist

PP1746-Rev AAGGATCCTGCGAAAGGGAAAACCG -25 nt PP_1746 geenist
ulesvoolu

PP3832-Fw AAGGATCCGGAGAGTGAAGCCAAA -482...-458 nt PP_3832
geenist tlesvoolu

PP4472-Fw TTGGATCCAACATAGCTTTCTCCTTAC -274..-247 nt  PP_4472
geenist tlesvoolu

RsmX-Fw AAGGATCCGCTGGTGGCTTCGG -402...-382 nt rsmX geenist
ulesvoolu

RsmY-Fw AAGGATCCGCTGGTGGCTTCGC -264...-242 nt rsmY geenist
ulesvoolu

RsmY-Rev TCCTGTGCACAGTTCGAATAC -8 nt rsmY geenist Ules- ja
+11 nt allavoolu

RsmZ-Fw AAGGATCCGGTGGTGTGAGAGGAC -346...-322 nt rsmZ geenist
ulesvoolu

RsmY-Fw2 ACAGGTATCGCCTAAGTTTG -144...-124 nt rsmY geenist
ulesvoolu

RsmY-Rev2 CTGGCAGGTGGTCCTTC +46...+63 nt rsmY geenist

ulesvoolu

2.2.4 DNA geelelektroforees

DNA fragmentide olemasolu ja pikkuste kontrollimiseks kasutati geelelekroforeesi. PCR-i

proov kanti agaroosgeelile (1% agaroosi TAE puhvris: 50mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA,; pH

8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi (0,25 pg/ml). Elektroforees toimus 10 V/cm juures TAE

puhvris ning geeli pilt visualiseeriti UV valguses.
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2.2.5 P. putida elektroporatsioon ja transformatsioon

P. putida rakke kasvatati ile66 5 ml vajadusel antibiootikumi sisaldavas LB s60tmes
temperatuuril 30 °C. Rakud tsentrifuugiti péhja (16000 g, 60 sek) ning pesti seejarel kolm korda
1 ml 300 mM sahharoosi lahusega. Rakud suspendeeriti 500 ul 300 mM sahharoosi lahuses.

Plasmiidse DNA viimiseks bakterirakkudesse kasutati elektroporatsiooni. Selleks lisati 50
ul kompetentsetele rakkudele ~10 ng plasmiidset DNA-d. Elektroporatsioon toimus BioRad-i
elektroporaatoriga pingel 2500 V. Rakud pesti kuvetist vdlja 1 ml LB-s60tmega ning asetati
vahemalt 45 minutiks temperatuurile 30 °C aereerima. Aereerimise jarel tsentrifuugiti

bakterirakud s66tmest vélja ning plaaditi selektiivtassile.

Transformatsiooniks vajalike kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati P. putida rakke
iiledo temperatuuril 30 °C. Uledokultuurist tehti 50 x lahjendus 5 ml LB sodtmesse ning kasvatati
kuni tiheduseni ODsgy = 0,5. Seejdrel jahutati bakterikultuur, hoides katseklaase 5 min jaévees.
Eppendorfi tuubi valati 1,5 ml bakterikultuuri, rakud tsentrifuugiti pchja (16000 g 60 sek) ja
supernatant eemaldati. Rakkudele lisati 1 ml jaakilma 100 mM CaCl, lahust ja suspendeeriti
hoolikalt. Rakke hoiti 10 min jaal. Seejarel tsentrifuugiti rakud pdéhja (3300 g, 60 sek),
supernatant eemaldati, rakkudele lisati 100 ul ja&kilma 100 mM CacCl, lahust ja suspendeeriti
hoolikalt. Rakke hoiti 30 minutit jaal. 30 minuti moéodudes lisati 100 ul kompententsetele
rakkudele 10 ng DNA-d. Rakkudele tehti kuumaSokk, hoides rakke temperatuuril 42 °C 1,5
minutit, misjarel asetati rakud koheselt 5 minutiks tagasi jadle. Seejdrel pipeteeriti
transformatsioonisegule 1 ml LB s6ddet ning aereeriti 1 h temperatuuril 30 °C. Aereerimise jarel
tsentrifuugiti bakterirakud sootmest kokku 16000 g 60 sek ning plaaditi selektiivsootmele.

2.2.6 B-galaktosidaasi méotmine

Geenide transkriptsiooni aktiivsuse uurimiseks kasutati Milleri metoodikat, mis pdhineb
reportergeeni lacZ kasutamisel promootori aktiivsuse hindamisel (Miller, 1972). K&igil juhtudel
kasvatati P. putida’t B-galaktosidaasi eriaktiivsuse hindamiseks jargnevalt: 5 ml LB-vedelstddet
inokuleeriti P. putida’ga ning bakterit kasvatati 18 h temperatuuril 30 °C, aereerides

bakterikultuuri loksutil 180 rpm/min. Vajadusel lisati s6é6tmesse 1 mM IPTG-d.
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B-galaktosidaasi eriaktiivsust méddeti kollase produkti, orto-nitrofenooli tekkimise jargi
raku kohta. Rakutihedus moddeti spektrofotomeetriga 580 nm juures. Eriaktiivsuse modtmiseks
tehti reaktsioonisegu, mis sisaldas 800 ul Z-puhvrit (60 mM Na;HPQO,4, 35 mM NaH,PO4, 10 mM
KCI, 2 mM MgSQ,, 28 mM B-merkaptoetanool; pH 7), 50 ul kloroformi, 1-40 ul bakterikultuuri
ja 200 ul ONPG-d (orto-nitrofentil- -D-galaktoplranosiid, 4 mg/ml). Reaktsioon peatati kollase
varvuse tekkimisel 500 pl 1 M Na,CO3-ga.

Eriaktiivsuse arvutamiseks mdddeti kollase varvuse tekkimiseks kulunud reaktsiooniaeg.
Reaktsioonis tekkinud produkti, orto-nitrofenooli hulk maarati spektrofotomeetriliselt
lainepikkusel 420 nm ja liitisitud rakkude tihedus lainepikkusel 550 nm. [-galaktosidaasi

eriaktiivsus E arvutati valemiga:

E _ 1000 X (0D420 - 1,75 X 0D550)
- t X V X ODsg,

kus T on reaktsiooniaeg minutites, V on reaktsioonis kasutatud bakterikultuuri maht milliliitrites,
ODyy0 on lainepikkusel 420 nm mdddetud orto-nitrofenooli neeldumine, ODssp on 550 nm juures

mdddetud ltusunud rakkude tihedus ja ODsgo on 580 nm juures mdddetud rakutihedus.

2.2.7 Uuritavate geenide transkriptsiooni soltuvuse hindamine P. putida

fsioloogilisest seisundist ja Fis-st

Aeratsiooni mdju hindamiseks kasvatati bakterit LB vedelsodtmes 18 tundi, aereerides
bakterikultuuri loksutil. Aereeritud rakukultuurist moddeti B-galaktosidaasi eriaktiivsust kohe
bakterikultuuri loksutilt votmise jarel (0-ajapunkt). Aeratsiooni peatamise mdju hindamiseks hoiti
18 tundi kasvatatud rakke laual 2 ja 4 tundi (vastavalt 2 tunni ja 4 tunni ajapunkt). Kasvama
pandi kaks komplekti katseklaase: tiks komplekt O tunni jaoks ning teine komplekt 2 ja 4 tunni
jaoks. Kdik mddtmised on tehtud védhemalt 2 bioloogilise kordusena, mis antud juhul tdéhendab 2
erinevat poreerimist. Iga bioloogilise korduse puhul mdddeti 3-galaktosidaasi 5 erineva koloonia

rakkudest.

Bakterite LB tardsootmel seismise ehk vanuse mdju hindamiseks uuritavate geenide

transkriptsioonile toimiti jargnevalt. Vajalik plasmiid viidi elektroporatsiooniga P. putida’sse,
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selekteeriti Uksikolooniad ning tksikkolooniad kilvati edasi sektorisse LB tards66tmele, millele
oli lisatud vastav antibiootikum. LB tardsootme sektoris olevaid baktereid kasvatati tiledd 30 °C
termostaadis (vérsked rakud) ja lisaks sellele veel 4 60péeva toatemperatuuril (vanad rakud).
Tardsootmel kasvanud varskeid ja vanu rakke kasutati LB vedelsdétme inokuleerimiseks ning f3-

galaktosidaasi mdotmiseks nagu eespool kirjeldatud.

Uuritavate geenide transkriptsiooni s@ltuvust Fis-st hinnati P. putida Fis-i
uleekspressioonitives ~ F15.  Fis-i  Uleekrpessiooniks  lisati ~ s06tmesse  IPTG-d,

I6ppkontsentratsiooniga 1 mM.

Elektrisoki moju uuritavate geenide transkriptsioonile. Esmalt m6ddeti B-galaktosidaasi
eriaktiivust vérsketest rakkudest, millesse viidi vastav plasmiid elektroporatsiooniga ja
transformatsiooniga sisse. Seejdrel hinnati elektriSoki moju nn vanadele rakkudele, kuhu oli juba
eelnevalt plasmiid sisse viidud. Selleks kraabiti neli pdeva LB tards6otmel kasvanud rakud
kokku, suspendeeriti 1 ml LB vedelsd6tmes ning jatkati nende to6tlust nagu kompetentsete
rakkude valmistamisel (ptk 2.2.5). Saadud rakususpensioon jagati kaheks, millest (ht osa
mdjutati elektriga, teist mitte. Ulejaanud osas toodeldi rakke sarnaselt. Elektriga m&jutamiseks
pipeteeriti rakususpensioon kivetti ning pulseeriti pingel 2500 V. Seejérel pesti rakud kuvetist
vélja, pandi kasvama 5 ml LB sf6tmesse ning aereeriti loksutil temperatuuril 30 °C uks tund.
Tunni aja moddudes lisati katseklaasidesse sobiv antibiootikum ning 18 h motdudes madrati

rakkudest 3 -galaktosidaasi eriaktiivsus.

Kontrollimaks, kas kolooniaks kasvamine mdjutab geeni transkriptsiooni, viidi labi
eespool kirjeldatule sarnane katse, kus elektriga mdjutatud ja mdjutamata rakud selekteeriti
tardsootmel Uksikkolooniateks ja seejarel kulvati sektorisse. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse

hindamiseks inokuleeriti vedelsédde sektoris ileskasvanud bakteritega.

Mikroaeroobsuse tekitamiseks kasvatati rakke 3 ml LB vedelséotmes, 200 rpm/min
juures. Katseklaasid asetati kilekottidesse, millesse lisati CampyGen CNOO25A kotike (Oxoid,
LTD; UK) ning suleti klambriga. CampyGen kotike sisaldab redutseeritud askorbiinhapet, mis
seob kotis oleva hapniku ning tekitab mikroaeroobse keskkonna. Tootja andmeil tekib keskkond,
kus on 6% hapnikku ning 14% susihappegaasi. Mikroaeroobses keskkonnas olevad bakteritega
inokuleeritud katseklaasid pandi sarnaselt aeroobses keskkonnas olevate bakteritega loksutile.

Kasvama pandi kaks komplekti katseklaase CampyGen kottides: ks 0 h jaoks ja teine 4 h jaoks.
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18 h moddudes voeti mdlemad komplektid loksutilt: {iks komplekt avati ning moddeti kohe B-
galaktosidaasi eriaktiivsusi (0 h), teisel komplektil lasti laual seista 4 h ning mdodeti siis -
galaktosidaasi eriaktiivsust (4 h).

2.2.8 Fis-i seondumisjarjestuste ennustamine in silico

Fis-i seondumissaitide ennustamiseks GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide ette
kasutati  arvutiprogrammi  RSA-tools-matrix-scan  (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/).
Taustmudeliks (Background model) wvaliti Markovi suurusklass 0 (Markov order 0),
olulisusnivooks (o)) voeti 10 *, Ulejaanuid programmi poolt satestatud tingimusi ei muudetud.
Maatriksina kasutati E. coli Fis-i seondumisjarjestuste maatriksit (Gama-Castro et al., 2010). E.
coli maatriksi koostamisel on aluseks voetud 213 DNA jarjestust, mille korral on katseliselt
naidatud E. coli Fis-i seondumine.

2.2.9 DNaas | jalajalje analtiis

Fis valgu in vitro seondumise uurimiseks kasutati Dnaas | jalajalje analulsi. Esmalt
kineeriti soovitud praimeri 5’ otsa [y-?P] ATP. Reaktsioonisegu 1dppmahuga 20 ul sisaldas 10
pmol praimerit, 5 pCi [y->*P] ATP-d, Fermentase kineerimispuhvrit A (50 mM TrisHCI, ph 7,6;
10 mM MgCly; 5 mM DTT; 0,1 mM spermidiin; 0,1 mM EDTA), 5 U T4 polinukleotiid kinaasi
(Fermentas) ja I6ppmahuni vett. Reaktsioonisegu inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 37 °C.
Seejdrel sadestati proov 1/10 mahu 5 M NaCl ja 3 mahu 96% etanooliga temperatuuril -20 °C 10
minutit ning tsentrifuugiti 16000 g 10 minutit. Sadet pesti 75% etanooliga ning tsentrifuugiti 10

minutit 16000 g. Proovi kuivatati 5 minutit temperatuuril 37 °C ja lahustati 6 pl-s vees.

Radioaktiivse proovi saamiseks amplifitseeriti soovitud DNA 16ik PCR-iga, kus theks
praimeriks oli eespool saadud radioaktiivselt mérgistatud praimer, teine margistamata, tavaline
praimer. Praimereid vOeti 10 pmol. Saadud produkt puhastati 1abi 5% poliakriulamiidgeeli,
jooksutamiseks kasutati TBE puhvrit (45 mM TrisHCI; 45 mM boorhape; 0,9 mM EDTA, pH
7,5), lisati ka 1 pl etiidiumbromiidi (0,25 pg/ml). Geelelektroforees toimus pingel 12 V/cm. DNA
fragmendid 13igati vilja ultraviolettvalguses ning elueeriti tile6é 500 pl-s elueerimispuhvris (0,5
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M NHsAc; 10 mM MgAc; 1 mM EDTA; 0,1% SDS) 37 °C loksutil. Geelitiikkidest lahusesse
imbunud radioaktiivne proov sadestati 2 mahu 96% etanooliga temperatuuril -20 °C 10 minutit
ning tsentrifuugiti 10 minutit 16000 g. Sadet pesti 75% etanooliga ja tsentrifuugiti 5 minutit
16000 g. Proov kuivatati 3 minutit temperatuuril 37 °C ning lahustati 100 pl-s vees. Proovi

radioaktiivsus mdddeti Liquid Scintillation Analyzer (Perkin Elmer) masinaga.

Valgu seondumisreaktsiooniks DNA-Ie tehti reaktsioonisegu, 16ppmahuga 50 pl, mis
sisaldas 1 x jalajalje puhvrit (25 mM TrisHCI, pH 7.5; 0,1 mM EDTA; 50 Mm KCI; 10 mM
MgCl;; 1 mM CaCly; 5% gliitserool), 1 pug SS, 5 Mg BSA, 30000 CPM-i radioaktiivset proovi,
erineva kontsentratsiooniga Fis valku ning I6ppmahuni vett. Reaktsioon toimus toatemperatuuril
20 minuti jooksul. Seejarel toddeldi proove 0,075 U DNaas I-ga 1-3 minutit, olenevalt Fis valgu
kontsentratsioonist, reaktsioon peatati 50 ul stopp-lahusega (20 mM TrisHCI, pH 8,0; 20 mM
EDTA; 0,8% SDS; 0,1 pg/ul SS). Seejdrel proovid ekstraheeriti, lisades 50 ul fenooli ja 50 pl
kloroformi ning tsentrifuugiti 16000 g 5 minutit. Proovid sadestati 1/10 mahu 5 M NaCl ja 3
mahu 96% etanooliga. Sadet pesti 75% etanooliga, kuivatati 3 minutit temperatuuril 37 °C ning
lahustati 3 pl-s vees. Enne geelile kandmist lisati proovidele 3 ul sekventsivarvi (10 mM EDTA;
0,3% broomfenoolsinine; 0,3% ksuleentsianool) ja kuumutati 3 minutit temperatuuril 96 °C.
DNA sekveneerimisreaktsioonide valmistamiseks kasutati Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit-i (USB Corporation) ensiiime ja lahuseid. Reaktsioon teostati, kasutades tootja

protokolli.

Proovid lahutati 6.5% poluakrutlamiidgeelis, mis sisaldas 8 M uuread. Jooksupuhvriks
kasutati 0,5x TBE-d. Elektroforees toimus temperatuuril 53 °C, pingel 2000 V. Geel kuivatati
vaakumkuivatis ja eksponeeriti Phosphoimageri ekraanile (Amersham Bioscience) ning ilmutati

Phosphoimager Typhoon Il masinaga.

2.2.10 Statistiline analus

Statistiliseks anallitisiks  kasutati  paketti  Statistica 13. Tulemusi analliusiti
multifaktoriaalse ANOVA-ga usaldusnivool 0,05. P-véartused arvutati Bonferroni testiga
programmis PostHoc. Joonistel on nédidatud keskmised koos 95% usalduspiiridega. Statistilist

analudsi tehti PSm ja F15 rakkudele eraldi.
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2.3 Tulemused

Meie laboris on eelnevalt mdddetud lapA transkriptsiooni testvektoriga pBLKT (tabel 1),
mis pdhineb uuritava geeni promootorala kloneerimisel lacZ geeni ette ja [B-galaktosidaasi
eriaktiivsuse modtmisel. Panime tahele, et lapA promootorala korral sdltus B-galaktosidaasi
eriaktiivsus ettekasvatatud bakterite seismisest laual ehk aeratsiooni peatumisest. Tulemused
muutusid, kui katseklaasid jaid lauale seisma umbes 10 — 20 minutiks (Hanna Moor avaldamata
andmed). Voimalik, et lapA transkriptsiooni kdikumised tulenesid asjaolust, et Fis mdjutab
regulaatorit, mis kontrollib biofilmiks vajalike geenide transkriptsiooni, kuid mille enda
ekspressioon soltub rakkude fisioloogilisest seisundist. Téhelepanu koondus GacS/GacA
signaaliraja alumiste geenidele, nagu rsmA ja SRNA geenid. Sellest tulenevalt sai t60 eesmargiks
valja selgitada, kas Fis reguleerib GacS/GacA raja alumiste geenide transkriptsiooni ning kas
nende geenide transkriptsioon s@ltub rakkude fusioloogilisest seisundist. Seetdttu hinnati kolme

faktori m6ju GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide transkriptsioonile:

1. rakkude oldud aeg LB-tardso6tmel enne vedelséotmesse kilvamist (nn rakkude vanus)
2. LB vedelso6tmes kasvatamise jarel aeratsiooni lakkamine (nn laual seismine laual)

3. sbltuvust Fis-st.

Bakterite fusioloogilise seisundi mdju uuritavate geenide trasnkriptsioonile hinnati
esmajoones P. putida metsiktiives PSm ning Fis-i mdju geenide transkriptsioonile tlives F15,
valtimaks Fis-i Uleekspressiooni tiivest ldhtuvat valeintepretatsiooni ning t66 mahu tarbetut
suurenemist.

Kuna fis geeni deleteerimine arvatakse olevat P. putidale letaalne (Jakovleva et al., 2012;
Liberati et al., 2006; Teras et al., 2009), siis Fis-i rolli uurimiseks on kasutusel P. putida Fis-i
uleekspressioonitiivi F15. P. putida F15 tive kromosoomi on viidud Pic-kontrolli all olev fis-
uleekspressioonikassett ning IPTG lisamine sé0tmesse aktiveerib Fis-i ekspressiooni nimetatult
kassetilt. Sellest l&htuvalt hinnati esmalt IPTG mdju P. putida metsiktiivele PSm ning leiti, et
IPTG lisamine s60tmesse ei mojutanud mitte Uheski katses P. putida PSm-s p-galaktosidaasi
eriaktiivsust (joonised 2, 3, 5, 6, 7, 9)
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2.3.1 Geeni rsmA1l transkriptsiooni regulatsioon

Aeratsiooni lakkamine ei mgjuta rsmA1 transkriptsiooni P. putida’s. Kui vorrelda p-
galaktosidaasi eriaktiivsusi ajapunktides 0, 2 ja 4 tundi, siis vOib taheldada B-galaktosidaasi

eriaktiivsuste moningast suurenemist, kuid erinevused pole statistiliselt olulised (joonis 2).
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Joonis 2. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-
rsmAl plasmiidi. P. putida tlivesid PSm ja F15 kasvatati 18 tundi LB vedelstdtmes, millele lisati voi
jaeti lisamata 1 mM IPTG. Vérsked - rakud on seisnud LB tardsoétmel Gledd. Vanad- rakud on seishud
LB tarddotmel neli pdeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt séltumatu katse
10 paralleelist. Esitatud on artimeetilise keskmise 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

P. putida seismine tardsootmel ei mdjuta rsmAl transkriptsiooni. Vorreldes vérskete
ja vanade rakkude p-galaktosidaasi eriaktiivsusi, siis B-galaktosidaasi eriaktiivsused langevad

vaga hasti kokku ning nende vahel pole statistiliselt olulisi erinevusi (joonis 2).

Fis-i Uleekspressioon P. putidas voimendab rsmA1l transkriptsiooni. Vorreldes F15
IPTG-ta ja 1 mM IPTG-ga LB-s kasvanud rakkude p-galaktosidaasi eriaktiivust, siis IPTG-ga

kasvanud rakkudest moddetud LacZ-eriaktiivsus oli alati statistiliselt olulisel maaral kdrgem kui
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IPTG-ta kasvanud rakkudes, véalja arvatud F15 vanad rakud, mis olid laual seisnud 4 tundi (joonis
2). Fis-i Uleekspressioon suurendas LacZ-eriaktiivsust 1,4 kuni 1,5 korda, vadikseim erinevus oli
varskete rakkude 2 h punktis (p = 0,003), suurim erinevusvarskete rakkude 4 h punktis (p =
0,002) vanades rakkudes (joonis 2).

Nendest tulemustest lahtuvalt: rsmAl transkriptsioon ei sdltu P. putida aeratsiooni
lakkamisest ega vanusest LB tards6otmel, kill aga Fis-st, mis aktiveerib rsmA1 transkriptsiooni

sOltumata rakkude flsioloogilisest seisundist.

2.3.2 Geeni rsmA2 transkriptsiooni regulatsioon

P. putida metsiktives PSm langeb rsmA2 transkriptsioon aeratsiooni lakkamisel.
PSm vérsketes rakkudes, mis on kasvanud IPTG-ta, vdheneb O h ja 4 h ajapunkti vahel B-
galaktosidaasi eriaktiivsus 1,5 korda (p < 0,001; joonis 4). Samas, PSm vanades rakkudes ei
mojuta aeratsiooni lakkamine statistiliselt olulisel madral transkriptsiooni aktiivsust (joonis 3).

P. putida PSm-i vanus tardsootmel parsib rsmA2 transkriptsiooni. Rakkude seismine
LB tardsodtmel mdjutab B-galaktosidaasi eriaktiivsust P. putida IPTG-ta kasvanud varsketes
rakkudes (joonis 3). Kui vorrelda omavahel PSm vérskete rakkude 0 h punkti vanade rakkude 0 h
punktiga, siis transkriptsiooni aktiivsus on langenud 1,6 korda (p < 0,001), samas IPTG
juuresolekul kasvanud rakkudes on (-galaktosidaasi eriaktiivsused langenud 1,2 korda (p = 1).
Lisaks kui votta arvesse, et laual seismine mdjutas transkriptsiooni rsmA2 promootoralalt
varsketes rakkudes ja mitte vanades rakkudes (joonis 3), siis LB tardsd6tmel rakkude seismine

mojutab rsmA2 transkriptsiooni.

Kontrollimaks, kas PSm vanade rakkude transkriptsiooni aktiivsuse langus v@ib tuleneda
toitainetepuudusest tardsdotmel, kilvati 4 péeva tassil seisnud rakud uuele LB tardstdtmele,
millega taastati rakkudele vajaliku sisinikuallika olemasolu. Umber kilvatud rakkude
transkriptsiooni aktiivsus on IPTG-ta s66tmes nullpunktis ligikaudu 1,7 korda kdrgem (p <
0,001) ja IPTG-ga ligikaudu 1,4 korda kdrgem kui vastavates vanades rakkudes (p < 0,001;
joonis 3). Umberkilvatud rakkude IPTG-ta kasvanud rakkude O h punkt sarnaneb statistiliselt
varskete rakkude 0 h punktiga (p = 1) ja erineb statistiliselt vanade rakkude 0 h punkiga (p <
0,001). Ka umberkulvatud rakkude IPTG-ga kasvanud rakkude O h punkt sarnaneb statistiliselt
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varskete rakkude 0 h punktiga (p = 1) ning erineb vanade rakkude 0 h punktist (p < 0,001). Seega
umberkilvamine uuele s66tmele taastab rakkude rsmAz2 aktiivsuse varskete rakkude 0 h vaartuste
tasemele (joonis 3). Samas Umberkulvatud rakkudel laual seismisest tulenevalt B-galaktosidaasi

eriaktiivsuse langust polnud (joonis 3).
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Joonis 3. p-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmA2
plasmiidi. P. putida tive PSm kasvatati 18 tundi LB vedelsdé6tmes, millele lisati v6i jéeti lisamata 1 mM
IPTG. Varsked - rakud on seisnud LB tardsddtmel (led6. Vanad- rakud on seisnud LB tardootmel neli
paeva. Umberkiilv - neli paeva LB tardsootmel olnud rakud , mis on kiilvatud uuele LB tardé6tmele.
Keemilised — DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Tulemuste artimeetilised keskmised on
leitud 3 bioloogiliselt sBltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja
homogeensusriihmad.

Kuna vanade rakkude Umberkilvamisel LB tardsdédtmele ei taastunud [-galaktosidaasi
eriaktiivsuse soltuvus aeratsiooni lakkamisest, vaid séilis vanade rakkude fenotitp, uuriti kas
DNA viimine rakkudesse elektroporatsiooni teel voib sellist efekti esile kutsuda. Selleks kasutati
keemiliselt to0deldud rakkude transformatsiooni temperatuuriSoki abil ning rakke kasvatati
sarnaselt kui elektroporeeritud vérskeid rakke. VVorreldes omavahel transformeeritud rakkude 0 h
punkti ja varskete rakkude O h punkti, siis véartused on omavahel sarnased (p = 1).
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Transformeeritud rakkude korral ei esine aga O h ja 4 h ajapunktis B-galaktosidaasi eriaktiivsuse
langust, vaid eriaktiivsus jaédb mdélemas ajapunktis varskete rakkude O punkti tasmele, sdltumata
laual seismisest. Jarelikult sdltub PSm rakkudes transkriptsiooni aktiivsus sellest, mil viisil on
pBLKT-rsmA2 rakkudesse viidud.

Fis mdjutab rsmA2 transkriptsiooni positiivselt aeratsiooni véhenemisel. Taoline
efekt pusib kdigis mdddetud Kkatsevariantides, erandiks on vaid umber kilvatud rakud, kus Fis
suurendab 4 tunni punktis p-galaktosidaasi eriaktiivsust 1,3 korda (p = 1; joonis 4). Vérsketes
rakkudes suurendab Fis laual seistes [3-galaktosidaasi eriaktiivsust 4 h ajapunktis 1,5 korda (p <
0,001), vanades rakkudes 4 h ajapuntkis 1,4 korda (p = 0,017) ja transformeeritud rakkudes 4 h
ajapunktis 1,4 korda (p < 0,001).
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Joonis 4. p-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmA2
plasmiidi. P. putida tlve F15 kasvatati 18 tundi LB vedelsodtmes, millele lisati v0i jaeti lisamata 1 mM
IPTG. Vérsked - rakud on seisnud LB tardsddtmel tledd. Vanad- rakud on seisnud LB tardootmel neli
paeva. Umberkiilv - neli paeva LB tardsootmel olnud rakud , mis on kiilvatud uuele LB tardo6tmele.
Keemilised — DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Tulemuste artimeetilised keskmised on
leitud 3 bioloogiliselt sBltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja
homogeensusriihmad.
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Geeni rsmA2 transkriptsiooni mdjutab metsiktives rakkude seismine tardsodtmel,
toitainete olemasolu ja DNA rakku sisseviimise meetod. Fis aktiveerib rsmA2 transkriptsiooni,
siis kui rakke enam ei aereerita. Tapsemalt Geldes, Fis-i Uleekspressioon hoiab &ara rsmA2

transkriptsiooni languse parast aeratsiooni lakkamist.

2.3.3 Geeni rsmA3 transkriptsiooni regulatsioon

Geeni rsmA3 transkriptsioon on LB s66tmes vdga madal (joonis 5). Tuhja pBLKT
plasmiidi korral on P. putida’s B-galaktosidaasi eriaktiivsus 0,9 Milleri Ghikut (Lahesaare et al.,
2014). Seega pole rsmX LB so6dtmes aktiivne vdi on tegemist vaga madala transkriptsiooniga.
Seetdttu on LB tardagaril seismise, aeratsiooni ning Fis-i mdju hindamine geeni
transkriptsioonile raskendatud.

Aeratsiooni lakkamise mdju P. putida rsmA3 transkriptsioonile on keeruline Giheselt
hinnata. P. putida metsiktives PSm IPTG-ga LB-s kasvanud varsketes rakkudes tbuseb B-
galaktosidaasi eriaktiivsus laual seismisel 1,4 korda (p = 0,001), kuid IPTG-ta kasvanud
varsketes rakkudes laual seismine B-galaktosidaasi eriaktiivsust ei mojuta (p = 0,299). P. putida

vanades rakkudes laual seismine B-galaktosidaasi eriaktiivsust ei mdjuta (joonis 3).

Rakkude LB-tardsootmel seismise mdju rsmA3 transkriptsioonile on keeruline
Uheselt hinnata. Kui vorrelda PSm vérskete ja vanade rakkude nullpunkte, siis on LB
tards6otmel seisnud rakkudes B-galaktosidaasi eriaktiivsus moningal maéral langenud (kuni 1,2
korda). Siiski see langus pole statistiliselt oluline erinevus (joonis 5). Kui vorrelda B-
galaktosidaasi eriaktiivsuste muutust aeratsioonita rakkudes, siis on margata, et varsked ja vanad
rakud kaituvad erinevalt. VVorreldes P. putida metsiktive PSm-i vanade ja vérskete rakkude -
galaktosidaasi eriaktiivsusi, mis on seisnud 4 tundi laual, siis nii IPTG-ta (p = 0,004) kui ka

IPTG-ga kasvanud (p = 0,010) rakkude tulevad valja statistiliselt olulised erinevused.

Fis-i Uleekspressioon F15 tuves vahendab B-galaktosidaasi eriaktiivust. Vorreldes
F15 IPTG-ta ja 1 mM IPTG-ga LB-s kasvanud rakkude nullpunkte, siis IPTG lisamine so6tmesse
vahendab B-galaktosidaasi eriaktiivust vérsketes rakkudes 1,6 korda (p < 0,001) ja vanades
rakkudes 1,4 korda (p = 0,023; joonis 5). Kui rsmA2 promootori korral tuli Fis-i efekt vélja alles

laual seistes 4 tundi (joonis 5), siis rsmA3 korral mdjutab Fis transkriptsiooni antud promootorilt
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kdigis mdodetud ajapunktides, vélja arvatud vanade rakkude 4 h ajapunktis, kus [-galaktosidaasi

eriaktiivsuse vaartuste vahel statistilist olulisi erinevusi pole (p = 1).
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Joonis 5. p-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-
rsmA3 plasmiidi. P. putida tlive PSm ja F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelstédtmes, millele lisati voi
jaeti lisamata 1 mM IPTG. Vérsked - rakud on seisnud LB tardsodtmel tled6. Vanad- rakud on seishud
LB tardootmel neli pdeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt s6ltumatu katse
10 paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

Geeni rsmA3 transkriptsioon LB sd6tmes on vaga madal ning véimalik, et pole leitud
tingimusi, kus antud geen oleks aktiivne. Antud geeni korral vdib LB tardso6tmel seismine ning
laual seismine mdjutada geeni transkriptsiooni, kuid antud tulemuste puhul seda kindlalt vdita ei
saa. Fis avaldab rsmA3 transkriptsioonile negaiitvset mdju, kusjuures Fis-i inhibeeriv efekt ei

sOltu rakkude aeratsioonist ega vanusest.

2.3.4 Geeni rsmX transkriptsiooni regulatsioon

Sarnaselt rsmA3 transkriptsioonile, on rsmX-i transkriptsioon LB sf6tmes madal ning

voimalik, et geen on aktiivne teistuguses keskkonnatingimustes.
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Aeratsiooni lakkamine aktiveerib rsmX transkriptsiooni varsketes PSm rakkudes.
IPTG-ta LB-s kasvanud rakkude korral touseb [-galaktosidaasi eriaktiivsus neljatunnilise laual
seismisega 1,4 korda (p < 0,001), IPTG-ga so6tmes kasvanud rakkude korral aga 1,9 korda (p <
0,001).

Sarnaselt rsmA3 transkriptsioonile on ka LB tardsédtmel rakkude seismise mdju
rsmX transkriptsioonile keeruline Uheselt hinnata (joonis 6). P. putida PSm-i vanade ja
varskete rakkude nullpunktides mdddetud p-galaktosidaasi eriaktiivsused on sarnased. 4 tundi
laual seistes on vanade rakkude [B-galaktosidaasi eriaktiivsus on vdrreldes varskete rakkudega
IPTG-ta kasvanud rakkudes 1,7 korda madalam (p < 0,001) ja IPTG-ga kasvanud rakkudes 1,6
korda madalam (p < 0,001). See viitab rsmX-i transkriptsiooni sdltuvusele bakteri flsioloogiast,
mis tekib LB tardsodtmel seistes (joonis 6).
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Joonis 6. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm ja F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmX
plasmiidi. P. putida tive PSm ja F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsddtmes, millele lisati vOi jéeti
lisamata 1 mM IPTG. Vérsked - rakud on seisnud LB tardsoétmel (le6d. Vanad- rakud on seisnud LB
tardootmel neli paeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 2 bioloogiliselt séltumatu katse 10
paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

Fis represseerib rsmX transkriptsiooni. Fis-i suurim negatiivne mdju on F15 varsketes
rakkudes teisel tunnil, kus Fis inhibeerib transkriptsiooni aktiivsust 2,1 korda (p = 0,007),
vorreldes IPTG-ta kasvanud rakkudega. Fis-i mdju ei tule statistiliselt vélja F15 vérskete rakkude

nullpunktis (p = 1) ning F15 vanade rakkude neljandal tunnil (p = 1). Huvitav on asjaolu, et Fis-i
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negatiivne mdju rsmX-i transkriptsioonile ilmneb vérksetes rakkudes alles laual seistes, vanades

rakkudes on repressioon ilmne aga ka O-punktis ning véheneb rakkude seismisel laual (joonis 6).

Geeni rsmX transkriptsioon LB sd0tmes on vdga madal ning tden&oliselt pole leitud
tingimusi, kus antud geen oleks aktiivne. Antud geeni korral vdib LB tardso6tmel seismine
mdjutada geeni transkriptsiooni, kuid see ei pruugi nii olla tingimustes, kus geen on aktiivne.
Laual seismine mdjutab geeni rsmX transkriptsiooni ning Fis-i Uleekspressioon péarsib rsmX

transkriptsiooni ning see efekt s6ltub bakteri flisioloogilisest seisundist.

2.3.5 Geeni rsmY transkriptsiooni regulatsioon

P. putida vanus LB-tardsootmel ei mdjuta rsmY transkriptsiooni PSm-s. B-

galaktosidaasi eriaktiivusesed on PSm vérsketes ja vanades rakkudes sarnased (joonis 7).
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Joonis 7. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY
plasmiidi. P. putida tiive PSm rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsddtmes, millele lisati vOi jéeti lisamata 1
mM IPTG. Varsked - rakud on seisnud LB tardsootmel (iledd. Vanad- rakud on seisnud LB tard66tmel
neli péeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sdltumatu katse 15 paralleelist.
Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

Aeratsiooni lakkamine aktiveerib rsmY transkriptsiooni PSm-s. PSm vérsketes ja

vanades rakkudes suurendab laual seismine [3-galaktosidaasi eriaktiivsusi 1,3 korda (p < 0,001).
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Fis represseerib rsmY transkriptsiooni. Vdikseim Fis-i efekt ilmneb vérskete F15
rakkude nullpunktis, kus Fis-i tleekspressioon vahendab B-galaktosidaasi eriaktiivsusi 1,4 korda
(p = 0,002), suurim erinevus vanade F15 rakkude neljatunnisel laual seismisel, kus Fis-i

uleekspressioon véhendab p-galaktosidaasi eriaktiivsust 1,7 korda (p < 0,001).

Geeni rsmY transkriptsioon P. putida’s soltub aeratsiooni lakkamisest, kuid mitte rakkude

vanusest LB-tardsodtmel. Fis-i tileekspressioon represseerib rsmY transkriptsiooni.
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Joonis 8. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY
plasmiidi. P. putida tlive F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsodtmes, millele lisati vOi jaeti lisamata 1
mM IPTG. Varsked - rakud on seisnud LB tardsgotmel (iledd. Vanad- rakud on seisnud LB tard6dtmel
neli pdeva. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sGltumatu katse 15 paralleelist.
Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

2.3.6 Geeni rsmZ transkriptsiooni regulatsioon

Geeni rsmZ transkriptsiooni regulatsiooni uurimisel keskenduti [-galaktosidaasi
eriaktiivsusele P. putida metsiktiives PSm (joonis 9), sest Fis ei mdjutanud rsmZ transktriptsiooni
(joonis 10). Sellest l&htuvalt mdddeti -galaktosidaasi eriaktiivsust IPTG-ga kasvatatud PSm-s
ainult varsketest rakkudest, kontrollimaks, kas IPTG-l on mdju rsmZ transkriptsioonile

metsiktiives (joonis 9).
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Joonis 9. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ
plasmiidi. P. putida tlive F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsootmes, millele lisati voi jaeti lisamata 1
mM IPTG. Varsked - rakud on seisnud LB tardsootmel (iled6. Vanad- rakud on seisnud LB tard6dtmel
neli paeva. Umberklv - neli paeva LB tards6étmel olnud rakud , mis on kiilvatud uuele LB tardo6tmele.
Keemilised — DNA on rakkudesse viidud transformatsiooniga. Sartsuta Ule koloonia — elektriga
mdjutamata rakud, mis on selekteeritud (ksikkolooniateks. Sértsuga ule koloonia — elektriga m&jutatud
rakud, mis on selekteeritud Uksikkolooniateks. Sartsuta Gle66 — elektriga m&jutamata rakud, rakud mis on
kasvanud LB vedelsddtmes led6. Sartsuga uledd — elektriga mdjutatud rakud, mis on kasvanud LB
vedelsootmes Uledd. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sdltumatu katse 15
paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

Geeni rsmZ transkriptsioon s6ltub rakkude aeratsiooni lakkamisest. Varsketes PSm
rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ plasmiidi, langeb -galaktosidaasi eriaktiivsus 4 tunniga
laual seistes 1,5 korda (p < 0,001; joonis 9). Vanades, Umberkilvatud ja transformeeritud
rakkudes on kdik mdddetud ajapunktid omavahel vdga hasti vorreldavad ning laual seismine

transkriptsiooni aktiivsust antud rakkudes ei mdjuta.
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Joonis 10. pB-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida F15 rakkudes, mis sisaldavad pBLKTP-rsmzZ
plasmiidi. P. putida tlive F15 rakke kasvatati 18 tundi LB vedelsodtmes, millele lisati vOi jaeti lisamata 1
mM IPTG. Varsked - rakud on seisnud LB tardsootmel (iled6. Vanad- rakud on seisnud LB tard6dtmel
neli paeva. Umberkiilv - neli paeva LB tardso6tmel olnud rakud , mis on kiilvatud uuele LB tardéétmele.
Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud 3 bioloogiliselt sGltumatu katse 15 paralleelist. Esitatud on
95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

P. putida PSm seismine LB tardsodtmel vahendab rsmZ p-galaktosidaasi
eriaktiivsust IPTG-ta kasvanud rakkudes. Vorreldes vanade ja varskete rakkude nullpunkte,
on B-galaktosidaasi eriaktiivsus PSm-i vanades rakkudes ligikaudu 3 korda madalam, kuid 4
tundi seinud rakkudes 1,7 korda madalam (p < 0,001; joonis 9). Kontrollimaks, kas taoline langus
vOib olla tingitud toitainetepuudusest tardso6tmes nagu rsmA2 puhul (joonis 3), kilvati rakud
uuele LB tards66tmele. Rakkude imberkilvamine ei taastanud vérskete rakkudega vorreldavat 3-
galaktosidaasi eriaktiivsust. Umber kilvatud rakkude nullpunkt ei erine vanade rakkude
nullpunktist (p = 1), kdll aga erineb varskete rakkude nullpunktist (p < 0,001). Seega ei ole
vanade rakkude madalama transkriptsiooni aktiivsuse pohjuseks toitainetepuudus LB

tardsootmes.

Kontrollimaks, kas vérskete ja vanade rakkude erinevus B-galaktosidaasi eriaktiivsustes
vOib tuleneda DNA rakku viimise metoodist, viidi pBLKT-rsmZ PSm rakkudesse
transformatsiooniga. Sellistes rakkudes ei s6ltunud B-galaktosidaasi eriaktiivsus laual seismisest

ning oli vdrreldev vérskete rakkude 4 tunni ajapunktiga (p = 1), erinedes aga varsekete rakkude
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nullpunktist (p < 0,001). Seega vérsketes rakkudes esinenud jarsk langus transkriptsiooni

aktiivsuses 0 ja 4 tunni ajapunkti vahel on transformeeritud rakkudes kadunud (joonis 9).

Voimalik, et elektroporatsiooni kdigus rakkudele tehtav elektriSokk voib pohjustada raku
flsioloogias muutusi, mille tottu aktiveeritakse rsmZ geeni transkriptsioon. Kui vaadata varskete
rakkude O ja 4 tunni B-galaktosidaasi eriaktiivsusi, siis aeratsiooni lakkamisel eriaktiivus langeb
1,6 korda (p < 0,001). Kontrollimaks elektriSoki m&ju rsmZ transkriptsioonile, tehti jargnev
katse. Vanad rakud kraabiti LB tards6otmelt kokku, suspendeeriti 1 ml-s LB vedels6otmes ning
jatkati nende to6tlust nagu kompetentsete rakkude valmistamisel (2.2.5.) Saadud rakususpensioon
jagati kaheks, millest Ght osa kasutati elektriga mdjutamiseks (joonis 9, sartsuga rakud ledo),
teine osa jai kontrolliks (sértsuta rakud Ule6d) (ptk 2.2.7). Paralleelselt eespool Kkirjeldatud
katsega viidi 1abi ka katse, kus elektroporeeritud rakud (joonis 9, sartsuga rakud ule koloonia) ja
elektroporeerimata rakud (sértsuta rakud ule koloonia) selekteeriti tiksikkolooniateks (ptk 2.2.7).

Molemast katsest jareldus, et tassilt kraabitud PSm-i rakkudes, mis juba sisaldavad
pBLKT-rsmZ vektorit, elektriSokk ei mdjuta rsmZ transkriptsiooni (joonis 9). Rakkudes, millele
anti elektriSokk, ning rakkudes, mida kasutatati kontrollina laual seismine transkriptsiooni
aktiivsust ei mojuta. Koigil juhtudel v3ib ndha moningast f-galaktosidaasi eriaktiivsuste tdusu,

kuid vaid sartsuta ule koloonia kasvanud rakkudes on antud tdus statistiliselt oluline (p < 0,001).

Geeni rsmZ transkriptsioon soltub bakterite fusioloogilisest seisundist. Rakkude
elektroporeerimisel on rsmZ transkriptsioonile mdju ainult siis, kui rakud veel ei sisalda pBLKT-
rsmZ vektorit, samas kui vektoriga rakkude mdjutamine elektriga ei mdjuta rsmZ
transkriptsiooni. Rakkude laual seismine parsib rsmZ trankriptsiooni ainult DNA-ta rakkudesse
vektori sisseviimisel. Seega rsmZ-i transkriptsioon soltub bakterite flsioloogilisest seisundist,
kuid tépset fusioloogilist mehhanismi k&esolevas t60s vélja ei selgitatud. RsmZ geen on ainuke
antud t60s uuritavatest GacS/GacA slsteemi alumistest geenidest, mida Fis-i tleekspressioon ei

mdjutanud (joonis 10).

2.3.7 Uuritavate geenide transkriptsiooni sdltuvus hapniku sisaldusest s6otmes

Laual seismine vOib mdjutada geenide transkriptsiooni mitmeti: mdju vOib tuleneda

mehhaanilise liikumise voi aeratsiooni lakkamise kaudu. Hapniku sisalduse muutu aeratsiooni

38



lakkamisest tulenevalt mdodeti metileensinise lisamisega s66tmesse, mis muutub hapnikuvaeses
keskkonnas labipaistvaks (Campbell, 1963). Aereeritud bakterikultuuri seismisel laual 2 ja 4
tundi, valastus metileensinine juba esimese 20 — 30 minuti méddumisel (joonis 11). Joonisel 11
on toodud ainult 2 tundi laual seisnud rakud. Jarelikult katseklaaside laual seismisel vaheneb

sealne hapnikusisaldus.

Joonis 11. Metileensinisega varvitud (1) PSm, (2) PSm + IPTG rakud. Rakke kasvatati (le6d LB
vedelsootmes 1 mM IPTG juuresolekul voi IPTG-ta 18 tundi, lisati metuleensinine ning hoiti laual 2 tundi.
A) Rakud vahetult pérast metleensinise lisamist, aeroobne seisund. B) Rakud on seisnud laual 2 tundi,
anaeroobne seisund.

Kontrollimaks, kas aeratsiooni lakkamise mdju transkriptsioonile tuleneb hapniku
kadumisest vedelsodtmest, kasvatati P. putida rakke mikroaeroobsetes tingimustes.
Mikroaeroobsetes tingimustes kasvatatud rakkude -galaktosidaasi eriaktiivsuse O-punkt erineb 4
tunni ajapunkti omast, sest rakud on kasvanud mikroaeroobsetes tingimustes ning aeratsiooni
lakkamine ei vdhenda enam drastiliselt hapniku sisaldust bakterikultuuris. Uuriti rsmA2, rsmy,
rsmZ geenide transkriptsiooni séltuvust hapnikust, sest need geenid on LB sf6tmes kasvatades
aktiivsed ja s@ltuvad laual seismisest (joonised 3, 4, 7, 9) . Geenide rsmAl, rsmA3 ega rsmx

transkriptsiooni mikroaeroobsetes tingimustesei uuritud.

Kui omavahel vdrrelda PSm IPTG-ta kasvanud vérskete rakkude, mis sisaldavad pBLKT-
rsmA2 plasmiidi 4 h punkti mikroaeroobsetes tingimustes IPTG-ta kasvanud rakkude 0 h
punktiga, siis B-galaktosidaasi eriaktiivsused on omavahel vorreldavad (p = 1; joonis 12) ega

lange 4 tunni jooksul laual seismise ajal nagu aereeritud rakkudel (joonis 3). Siit jareldub, et
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transkriptsiooni rsmA2 promootorilt PSm rakkudes sdltub s66tme aereerimisest ehk hapniku

hulgast sd6tmes.
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Joonis 12. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY
plasmiidi, md6detuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tiive PSm rakke kasvatati 18 tundi LB
vedels6otmes. Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vahemalt 2 bioloogiliselt sdltumatu katse 8
paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

Fis aktiveerib rsmA2 transkriptsiooni, mis tuleb vélja aeratsiooni véhenemisel (joonis 4).
Fis-i aktiveerivat m&ju rsmA2-le aeroobsuse vahenedes kinnitab ka mikroaeroobsetes tingimustes
labi viidud katse (joonis 12), kus IPTG juuresolekul kasvanud rakkude transkriptsiooni aktiivsus
nii 0 h (p = 0,017) kui ka 4 h (p = 0,034) ajapunktis on ligikaudu 1,5 korda kdrgem kui seda on
IPTG-ta kasvanud rakkudes. Seega aeroobselt kasvatatud rakkude aeratsiooni lakkamisel tekkiv
Fis-i positiivne efekt transkriptsioonile (joonis 4) on juba olemas rakkudes, mis on kasvatatud

mikroaeroobsetes tingimustes (joonis 12).

Kuna aeratsiooni lakkamisel rsmY promootori transkriptsioon suurenes PSm rakkudes
(joonis 13), viidi labi katse, kus pBLKT-rsmY konstrukti sisaldavaid PSm rakke kasvatati
mikroaeroobseid tingimusi tekitavates CampyGen kottides. Aeroobselt kasvanud rakkudes [3-
galaktosidaasi eriaktiivsus aeratsiooni lakkamisel tduseb nii IPTG-ta LB-s kasvanud vérsketes ja

vanades rakkudes 1,3 korda (p < 0,001; joonis 7). Mikroaeroobsetes tingimustes kasvanud
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rakkude korral B-galaktosidaasi eriaktiivsus laual seistes statistiliselt ei erine (p = 0,452; joonis
13).

o I—J—i
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(Milleri Ghikud)

B- galaktosidaasi eriaktiivsus

Oh 4h

Joonis 13. B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmY
plasmiidi, md6detuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tiive PSm rakke kasvatati 18 tundi LB
vedelsdotmes.Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vahemalt 2 bioloogiliselt sGltumatu katse 8
paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

PSm vérsketes rakkudes, mis sisaldasid pBLKT-rsmZ plasmiidi, toimus aeratsiooni
lakkamisel 1,6-kordne [B-galaktosidaasi eriaktiivsuse langus (joonis 9), seepéarast kontrolliti
aeratsiooni mdju rsmZ transkriptsioonile. Analoogsete rakkude kasvatamisel mikroaeroobsetes
tingimustes -galaktosidaasi eriaktiivsus laual seistes statistiliselt ei erine (p = 0,452; joonis 14).

Seega rsmY transkriptsioon sdltub hapniku hulgast s66tmes.

Kokkuvdtvalt, koigi geenide puhul, mille transkriptsiooni uuriti mikroaeroobses
keskkonnas, laual seismine ei omanud transkriptsioonile enam efekti. Seetdttu, rsmA2, rsmY ja

rsmZ geenide transkirptsioon on hapniku sisaldusest s6ltuv.
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Joonis 14. p-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida PSm rakkudes, mis sisaldavad pBLKT-rsmZ
plasmiidi, md6detuna mikroeroobsetes tingimustes. P. putida tiive PSm rakke kasvatati 18 tundi LB
vedelsdotmes, Tulemuste artimeetilised keskmised on leitud vahemalt 2 bioloogiliselt s6ltumatu katse 8
paralleelist. Esitatud on 95% usalduspiirid ja homogeensusriihmad.

2.3.8 Fis-i seondumine rsmALl ja rsmY geeni promootoralale

Fis vBib mdjutada geenide transkriptsiooni otseselt, seondudes geeni promootoralaga, v0i
kaudselt, 1abi mdne teise transkriptsioonifaktori. Kéesolevas t66s uuriti Fis-i seondumist ainult

geenide rsmA1l ja rsmY eelsele DNA-le. Teised geenid jéid ajapuudusel uurimise alt vélja.

Arvutiprogrammiga RSA-tools (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/) ennustati Fis-i
seondumisjarjestus vaid rsmAl geeni ette (Tabel 3). Regulatoorse RNA geenide ja rsmY ette E.

coli Fis-i seondumisjarjestuste maatriksiga Fis-i seondumisjarjestusi ei leitud.

Tabel 3. Ennustatud Fis-i seondumisjarjestused rsmA1 promootoralas

Geen | Ahel Ennustatud Fisi Skoor | p-vaartus | Kaugus
seondumisjarjestus geeni
algusest

rsmAl | Kodeerivahel | GCGGTGAAATGCGGGCAAA |54 6,2x10" |-157..-138

Matriitsahel CCGCCACTTTTACGCCCGTT |49 6,2x 10" |-158...-139
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http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/

Fis seondub rsmAl promootoralale in vitro. Kuna Fis mdjutas rsmA1l transkriptsiooni
B-galaktosidaasi eriaktiivsuste pdhjal positiivselt (joonis 2), uuriti Fis-i seondumist in vitro
DNaas | jalajélje analtitisiga in silico ennustatud jarjestustele. Joonisel 15B on katkendjoonega
naidatud Fis-i seondumisjarjestused kodeerival ahelal positsioonides -157...-140 nt geeni algusest
ja matriitsahelal positsioonides -138...-158 nt geeni algusest. Joonisel 15A on musta joonega
margitud Fis-i tegelik seondumisjérjestus positsioonides -166...-140 nt geeni algusest (Fis-RA2).
Positsioonides -152 ja -140 on nooltega margitud nukleotiidid, mis on DNaas | suhtes
hlpersensitiivsed nukleotiidid.

Fis seondub rsmY promootorpiirkonda in vitro. Fis mdjutas rsmY transkriptsiooni [3-
galaktosidaasi eriaktiivsuste pdhjal negatiivselt. Olgugi et E. coli Fis-i maatriksiga
seondumisjarjestusi rsmY geeni ette ei ennustatud, uuriti Fis-i seondumist in vitro, sest Fis

mdjutas rsmY transkriptsiooni B-galaktosidaasi eriaktiivsuste pohjal negatiivselt (joonis 8).

Joonisel 16B on ndidatud Fis-i seondumisjérjestus in vitro kodeerival ahelal positsioonides -
203...-182 nt geeni algusest (Fis-Y2), joonisel 16A Fis-i seondumine matriitsahelal positsioonides
-22...-63 nt geeni algusest (Fis-Y1). Noolega on mérgitud ka DNaas | suhtes hlpersensitiivsed
nukleotiidid positsioonides -188 ja -194 nt geeni algusest kodeerival ahelal (joonis 16B) ning

positsioonis -52 nt geeni algusest matriitsahelal (joonis 16A).
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A Fis-RA1
kodeeriv ahel

Fis (uM) 0,050,55 -
GA T C1 2 3 4
-123—
-130—
-140—-| @ ¥
-150- <
: v
-160-{ § &
-166— ’ ' ’ , -
- e -
Fis-RA2
-200 -150 -180 -170 -160 -150

' | ] | - - - -
GCAACTGARACGCCAGGCCCCTGAGCGGCT GIATGACGAGATGACCGARATGGCGGTGARRATG
CGTTGACTT TGCGGTCCGGGGACTCGCCGACATACT GCTCTACCGGCTTTACCGCCACTITTAC
-140 -130 -120 -110 -l|00 -9|0
| I 1

GGC. GCCCCGICGCGATGATTGGTCTGTAGGAGTAGTTACTCARARAGTGTAAGAGGCTT
CCGITITCGGGGCAGCGCTACTAACCAGACATCCTCATCAATGAGTITTCACATTICTCCGAA
-80 -70 60 -50 -40 -30 -20

1 | ! | | | |
CIGAATCGCAGTGGAACTATTGAGTAGCTGAATGCCTACGGGGCAGGCTCCGGTTTIICCCTITIC
GACTTAGCGTCACCTTGATAACTCATCGACTTACGGATGCCCCGTICCGAGGCC GGGARAG

.1|c I—) rsmAl

GCAGGAGGATCGGAACATGCTGGTAATAGGGCGCGAAGTAGGGGAGGTCATCGTGATT GGCGAT
CGTICCICCTAGCCTTGTACGACCATTATCCCGCGCTTCATCCCCTCCAGTAGCACTAACCGCTA

Joonis 15. DNaas | jalajéalje analtis rsmAl geenile. A) Joonise pdises on margitud Fis valgu
kontsentratsioon (uM) proovides ning vasakul kaugus geeni algusest nukleotiidides. Vertikaalse musta
joonega on tahistatud Fis-i seondumisjérjestus rsmAl kodeeriva ahela promootoralas positsioonides -
166...-140 nt geeni algusest. Musta noolega on margitud hipersensitiivsed Dnaas | I8ikekohad. B) Geeni
rsmAlpromootorala positsioonides 0...-200 nt geeni algusest. Horisontaalse musta pideva joonega on
maérgitud Fis-i seondumisjarjestus rsmA1 promootoralaga. Horisontaalse katkendjoonega on mérgitud Fis-
i ennustatud seondumisjarjestused. Punktiirjoonega on margitud teine Fis-i véimalik in vitro seondumine.
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matriitsahel kodeeriv ahel
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GAAGGCGGGGAGTGAGTCGCTTTACCTGCT GGATGCCGAGCAGTTCT GATCGATTTTT GGGGCT
CTTCCGCCCCTCACTCAGCGARATGGACGACCTACGGCTCGTCRAAGACTAGCTARRRAACCCCGA

-IISO -170 -1|60 -1?0 -140 -130 -120
[

1 1 |
GCTGCGCAGCCCAATCGCGACGCAAGGCCGCTCCCACAGGT ATCGCCTAAGT TTGGATAGGTGG
CGACGCGTCGGGTTAGCGCTGCGTT CCGGCGAGGGT GTCCATAGCGGATTCAAACCTATCCACC

-110 -1]00 -50 -80 =70 ~6|0
| I | |
ARGCGGCCTCAGCCATCGCATATCTGTGAATGAATCTCCTGTGTAAGCTTITTTCCTACACGACG
TTCGCCGGAGTCGGTAGCGTATAGACACTTACTTAGAGGACACATTCGARAARGGATGTGCTGC
-50 —4|0 -30 -20 -10 rsmY
| | | |
TGGTGACTTTTICACCACTGTICTAAGATTGGATCCACTGTITAATCTT TACCACATGGACGTTIGC
ACCACTGARAAGTGGTGACAAGATT CTARCCTAGGT GACAATTAGAAATGGT GTACCTGCRACG

Fis-Y1

Joonis 16. DNaas | jalajalje analtitis rsmY geenile. A) Joonise péises on margitud Fis valgu
kontsentratsioon (M) proovides ning vasakul kiiljel kaugus geeni algusest nukleotiidides. Vertikaalse
musta joonega on téhistatud Fis-i seondumisjérjestus rsmY matriitsahela promootoralas positsioonides -
24...-63 nt geeni algusest. Musta noolega on margitud hUpersensitiivsed DNaas | 16ikekohad. B)
Vertikaalse musta joonega on tdhistatud Fis-i seondumisjérjestus geeni rsmY kodeeriva ahela
promootoralas positsioonides -203...-182 nt geeni algusest.C) Geeni rsmY promootorala positsioonides
0...-240 nt geeni algusest.
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2.3 Arutelu

Risosfaarsed bakterid, sealhulgas P. putida, koloniseerivad taimejuuri ning on vdimelised
moodustama taimejuurtel biofilmi. Taime juurel olev biofilm kaitseb taime patogeenide eest ning
soodustab seeldbi taimede kasvu (Espinosa-Urgel et al., 2002). Biofilmi teke on komplitseeritud
protsess, mis on ajaliselt tdpselt reguleeritud ning eeldab mitmete regulatsioonisiisteemide ja
regulaatorvalkude koordineeritud t66d (Danhorn ja Fuqua, 2007; Stoodley et al., 2002). Naiteks
vOib Uhe olulise regulaatorvalguna valja tuua ka meie laboris uuritava Fis valgu, mille
uleekspressioon soodustab rakkudes biofilmi teket (Jakovleva et al., 2012). Kuna Fis on
globaalne regulaator, siis on vdimalik, et Fis reguleerib veel mdnd regulaatorit, mis omakorda
reguleerib biofilmi geenide transkriptsiooni. Uhe vdimalusena vGib Fis ldbi GacS/GacA
signaaliraja mojutada postranskriptsioonlist regulaatorit RsmA. RsmA vdib seonduda biofilmi
tekkeks vajalike geenide mRNA-dega ning mojutada seeldbi nende translatsiooni. RsmA
aktiivsust mojutavad véikesed regulatoorsed sRNA-d. Sellest tulenevalt sai kéesoleva t60
eesmargiks valja selgitada, kas Fis reguleerib GacS/GacA slsteemi alumiste geenide
transkriptsiooni. Samuti sooviti teada, kas antud geenide transkriptsioon sdltub rakkude

seismisest tardso6tmel ning aeratsioonist.

Aeratsiooni lakkamine ehk hapniku hulga véhenemine s66tmes mdjutas P. putida PSm
varsketes rakkudes koOigi véikeste mittekodeerivate RNA-de transkriptsiooni. Geenide rsmX ja
rsmY Kkorral soodustas aeratsiooni vahenemine rakkudes transkriptsiooni (joonised 6 ja 7), samas
rsmZ korral aeratsiooni vahenemine langestas transkriptsiooni aktiivsust (joonis 9). Aeratsiooni
mdju SRNA-dele on nididatud ka varem. O’Callaghan et al. (2011) nditasid, et P. aeruginosa’s
mdjutab keskkonnas olev hapnik sRNA-de hulka rakus negatiivselt. Eelpool mainitud t60s
mdddeti rsmY ja rsmZ transkriptsiooni gPCR-iga, mdlema geeni RNA hulk oli mikroaeroobsetes

tingimustes madalam kui aeroobsetes tingimustes kasvatatud rakkudes.

Vorreldes kaesoleva to0 tulemusi P. aeruginosa’s labi viidud t60ga, siis rsmZ
transkriptsiooni langus hapniku vahenemisel langeb P. putida’s ja P. aeruginosa’s kokku, kuid
rsmY korral on tulemused vastupidised. Siiski, kui vaadata mikroaeroobsetes tingimustes
kasvanud rakkudest mdddetud rsmY transkriptsiooni (joonis 13) ja vorrelda seda aeroobsetes
tingimustes kasvanud rakkude tulemusega (joonis 7), siis on selgesti ndha, et pikajaliselt
mikroaeroobses keskkonnas olnud rakkudes on rsmY transkriptsioon promootorilt tugevalt

parsitud. Seega omab mikroaeroobsus transkriptsioonile justkui vastupidist m&ju. Aeroobses ja
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mikroaeroobses keskkonnas kasvanud P. putida rsmY-i -galaktosidaasi eriaktiivsuste erinevus
vOib tuleneda rakkude kasvukiirusest, sest on teada, et rsmY transkriptsioon P. aeruginosa’s
sOltub kasvufaasist (Valverde et al., 2003; Kay et al., 2005). Sellest lahtuvalt ei pruugi olla
aeroobses ja mikroaeroobses keskkonnas méddetud P. putida rsmY B-galatosidaasi eriaktiivsuste
absoluutvééartuste vordlemine olla usaldusvddrne. Samas kasvukiiruse ja rakutiheduse moju
rakkude seismisel 4 tundi laual on minimaalne. Sellest tulenevalt mdjutab hapniku hulga
vahenemine keskkonnas P. putida’s rsmY transkriptsiooni pigem positiivselt. Siiski, hapniku
hulga mdju rsmY transkriptsioonile vBib olla ka kahetine. P. putida lihiajaline mikroaeroobses
keskkonnas viibimine m&jub rsmY transkriptsioonile positiivselt, pikemaajaline mikroaeroobses

keskkonnas viibimine aga negatiivselt.

Hapniku hulga vahenemine s66tmes mdjutas RsmA geenidest kdige selgemalt rsmA2
transkriptsiooni (joonised 3 ja 12). Teiste geenide puhul efekt puudus, rsmA1 (joonis 2), voi oli
raske hinnata, kuna geeni transkriptsioon uurimistdds kasutatud sé6tmes oli vdga madal, rsmA3
(joonis 5). Hapniku vahenemine keskkonnas vdhendas rsmA2 transkriptsiooni PSm vérsketes
rakkudes (joonis 3).

Hapniku vahenemisest tingitud geenide transkriptsiooni muutus vdib olla tingitud
metoodist, mil viisil DNA on rakkudesse viidud. Vorreldes elektroporatsiooniga, kaotas
transformatsioon rsmA2 korral laual seismisest tuleneva jarsu languse [-galaktosidaasi
eriaktiivsustes (joonis 3) ehk transformatsiooni korral pole P. putidas rsmA2 transkriptsioon
sOltuv enam laual seismisest ehk hapniku hulga védhenemisest s66tmes. Kui geeni rsmA2 korral
transformeeritud rakkudes laual seismine ei véhendanud transkriptsiooni ning mdddetud p-
galaktosidaasi eriaktiivsus oli vorreldav elektroporeeritud rakkude nullpunktiga (joonis 3), siis
rsmZ-i  transkribeeriti  vastupidiselt rsmA2-le. Transformeeritud rakkudes oli rsmZ-i
transkriptsioon kohe madal ning oli vorreldav elektroporeeritud rakkude véartusega, mis saadi
hapniku langemisel s6tmes (joonis 9). PGhjuseid, miks elektroporeeritud rakkudes esineb taoline
jarsk transkriptsiooni aktiivsuse langus, v@ib olla mitmeid. Uheks vdimaluseks vdib olla, et
elekter 16hub peptidoglikaani (Huang ja Rubinsky, 1999; Pillet et al., 2016) ning lisaks tekitab
membraanis poore, mis paadib prootonite litkumapaneva jou lihiajalise langusega (Gao et al.,
2011). Seejérel peab rakkudes toimuma membraanide parandamine ja prootoni lilkumapaneva

jOu taastamine ja peptidoglikaani resilintees.
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Elektri mdju rakkudele ja rsmZ transkriptsioonile Kirjeldavad katsed, kus neli paeva laual
seisnud rakkudele anti elektsiSokk (joonis 9). Huvitaval kombel mdjutab elektiSokk rakke
pBLKT-rsmZ plasmiidi sisseviimisel rakkudessse, kuid mitte neli p&eva laual seisnud rakke, mis
juba sisaldavad plasmiidi. Samas kui vorrelda omavahel elektroporeeritud ja transformeeritud
rakke, siis voib jareldada, et elektriSokil on teatud efekt ning rakkude fiisioloogia on elektri$oki ja
temperatuuriSoki saanud rakkudel erinev (nt DNA topoloogia), kuigi sarnaselt elektriSokile
langeb ka transformatsiooni korral membraani prootonite liikumapanev joud ning tekivad
membraani poorid (Pillet et al., 2016; Gao et al,, 2011).

LB-tardso6tmel rakkude 4 pé&eva hoidmise moju transkriptsioonile oli Ullatav. Sest p-
galaktosidaasi mdotmiseks kulvati rakud vérskesse LB vedelsootmesse ning rakke kasvatati 18
tundi. Sedasi rakke kasvatades labib bakteri populatsioon koik tltpilised kasvufaasid: lag-, log-
ja statsionaarne kasvufaas. Rakkude tardsodtmel seismise efekt vdib tuleneda sellest, et
populatsioon on vedels66tmes kasvatades heterogeenne. Vaatamata enamikele rakkudele, teatud
vadike osa populatsioonist ei kasva vOi kasvab aeglasemalt, mis vdib mdjutada transkriptsiooni.
Siiski, bakteripopulatsiooni heterogeensus ei saa mojutada moddetud [B-galaktosidaasi
eriaktiivsust nii tugevasti kui néiteks rsmZ korral, sest tavaliselt on metaboolselt inaktiivseid
rakke populatsioonis vaga vahe. Geeni rsmZ transkriptsioon on aga nn vanades rakkudes
langenud umbes 3 korda, vorreldes vérskete rakkude nullpunktiga (joonis 9). Geenispetsiifilist
regulatsiooni kinnitab ka see fakt, et osa uuritud geenide korral, nagu rsmA1l, transkriptsioon ei

sOltu LB-tards6dtmel seismisest (joonis 2).

Rakkude seismine LB tardsootmel ehk nn rakkude vanus mojutab rsmZ-i (joonised 9, 10)
ning rsmA2 korral PSm-s (joonis 3), kus rakkude vanusega transkriptsiooni aktiivsus alaneb.
Transkriptsiooni aktiivsuse langus vG@ib olla tingitud toitainetepuudusest, mis tekib LB
tardsootmel pikaajalisel kasvamisel. Seet6ttu kiilvati rakud Umber uuele LB tards6odmetele. P.
putida PSm tlves taastas pBLKT-rsmA2 plasmiidi sisaldavate rakkude (mberkilvamine
transkriptsiooni aktiivsuse varskete rakkude tasemele, kuid rsmZ-i korral jaid Gmberilvatud
rakkude P-galaktosidaasi eriaktiivsused vanade rakkude tasemele. Sellest jareldub, et rsmA2
transkriptsioon soltub toitainete hulgast, rsmzZ-il sellist sdltuvust ei esine, ja seetbttu geenid

reguleeritakse bakteri erineva fusioloogilise seisundiga.

Fis mojutab sRNA-de transkriptsiooni Uldjoontes negatiivselt (joonised 6-10). Kuna

Kirjandusest on teada, et GacA aktiveerib SRNA-de regulatsiooni (Jimenez et al., 2012), siis
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sRNA-de hulga vahenemine rakus viitab asjaolule, et Fis surub maha GacS/GacA signaalirajaga
vahendatavat signaali. Véikesed regulatoorsed RNA-d ja RsmA-d on omavahel vastastikuses
seoses: mida enam on rakus sSRNA-sid, seda véhemaktiivsed on RsmA-d, kuna sRNA-d
seonduvad RsmA-ga ning inaktiveerivad selle (Liu et al., 1997). P. aeruginosa’s on néidatud, et
aktiivse RsmA hulga vahenemisel suureneb biofilmi moodustumine (Gooderham ja Hancock,
2009). Madal sRNA-de hulk rakus tahendaks aktiivse RsmA hulga suurenemist rakkudes ning
uhtlasi biofilmi tekke vahenemist. Fis-i tleekspressiooni korral vaheneb rakkudes sSRNA-de hulk
ning seega on rakus hulgaliselt aktiivset RsmA-d. Fis-i positiivset mdju RsmA-dele kinnitavad ka
kadesolevas t60s tehtud katsed, kus Fis-i Uleekspressioon soodustas rsmAl ja rsmA2
transkriptsiooni (joonised 2, 4). Gooderham ja Hancock (2009) kirjeldasid RsmA seost biofilmiga
P. aeruginosa’s, kus aktiivse RsmA hulga suurenemisega rakus vahenes bakterite biofilm

(Gooderham ja Hancock, 2009). Seega mdjutab RsmA biofilmi moodustumist negatiivselt.

Uurimaks, kas Fis-i mdju geenidele rsmAl ja rsmY on otsene (Fis seondub geeni
promootoralale) vdi kaudne (mdjub labi mdne muu regulaatori), tehti DNaas | jalajélje katse,
millest jareldus, et Fis seondub nii rsmAl kui ka rsmY geeni eelsele alale in vitro (joonised 15,
16). DNaas | jalajélje analtiis nditas Fis-i seondumist rsmY geeni promotooralale kahel jarjestusel
(Fis-Y2, Fis-Y1; joonis 16). Seondumisjarjestus Fis-Y2 asub -203...-182 nt kaugusel geeni
algusest, seondumisjarjestus Fis-Y1 -24...-63 nt geeni algusest. Tdendoliselt on Fis-i m&ju rsmY
transkriptsioonile reguleeritud labi Fis-Y1 seondumisjérjestuse, kuna antud seondumisjérjestus
asub Gsna rsmY geeni alguses, suure tdendosusega asub antud piirkonnas ka rsmY promootor. Ka
B-galaktosidaasi eriaktiivsuse mdotmisel jareldus, et Fis mdjutab rsmY transkriptsiooni
negatiivselt (joonis 8). Tdendoliselt seondub Fis rsmY promootorile v@i sellest allavoolu ning
represseerib transkriptsiooni. Kuigi rsmY geeni puhul on in vitro ndidatud seondumine kooskdlas
in vivo moodetud B-galaktosidaasi eriaktiivsustega, on Fis-i otsese moju kinnituseks vaja hinnata
Fis-i seondumist Fis-Y1 ja Fis-Y2 muteeritud jarjestusele. Lisaks tuleb mdota [3-galaktosidaasi

eriaktiivsust rsmY promootoralalt, mis sisaldab muteeritud Fis-i seondumisjérjestusi.

DNaas | jalajalje analtlis nditas Fis-i seondumist rsmALl geeni eelsele alale vahemikus -
166...-140 nt-d geeni algusest (Fis-RAZ2; joonis 15). Lisaks oli ndha ka vdimalik Fis-i seondumine
vahemikus -70...-54 nt geeni algusest, kuid DNaas | jalajélje pildi halva kvaliteedi tbttu pole
tdpset seondumisjarjestust vdimalik méaarata. Kirjandusest on teada, et transkriptsioonifaktori

seondumine geeni promootorist Ulesvoolu soodustab antud geeni transkriptsiooni (Ishihama,
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2010). Seondumisjérjestus Fis-RA2 asetseb rsmA1 geeni algusest sellisel kaugusel, et vdimalikud
promootorid asetsevad tdendoliselt Fis-RA2 seondumisjarjestusest allavoolu, ja Fis-i seondumine
soodustab rsmA1 transkriptsiooni. Fis-i aktiveerivat mdju rsmA1 transkriptsioonile kinnitab ka f3-
galaktosidaasi eriaktiivsuse mddtmine (joonis 2), kus Fis-i (leekspressioon soodustas rsmAl
transkriptsiooni. Seega on ka rsmA2 geeni korral in vitro naidatud Fis-i secondumine kooskdlas in
vivo mododetud [-galaktosidaasi eriaktiivsustega. Sarnaselt katsetele muteeritud Fis-i
seondumisjarjestustega rsmY promootoralas, tuleb seda teha ka rsmA1 promootorala puhul.

Ké&esolevas t00s mojutas Fis-i Uleekspressioon sRNA-de produktsiooni negatiivselt ja
RsmA-de transkriptsiooni positiivselt. Neist tulemustest lahtuvalt peaks P. putida biofilmi
moodustumise vdime Fis-i Uleekspressiooni korral védhenema. Samas on ndidatud, et Fis-i
uleekspressiooni korral suureneb P. putidas biofilmi moodustumine kuni 3 korda (Jakovleva et
al. 2012; Moor et al. 2014). Fis-i Uleekspressiooni tulemusena suureneb biofilmi maatriksiks
vajamineva adhesiini LapA hulk, mis omakorda v6imendab biofilmi moodustumist (Moor et al.,
2014). Seega on kéesoleva t66 tulemused vastuolus Moor et al. (2014) saadud tulemustega. P.
putida LapA on biofilmi moodustumisel keskse rolliga (Gjermansen et al., 2010). Vdimalik, et
Fis-i ulekspressiooni moju LapA ekspressioonile on keerulisem ning Fis mdjutab biofilmi

moodustumist, sealhulgas LapA ekspressiooni, mitme regulatoorse mehhanismi kaudu.

Geeni lapA transkriptsioon voib olla mitmesuguste keskkonnafaktoritega mojutatud Ule
GacS/GacA signaaliraja alumiste geenide transkriptsiooni regulatsiooni. On teada, et GacS/GacA
signaalirada mdjutab LapA ekspressiooni positiivselt (Martinez-Gil et al., 2014) ning seet6ttu
vOib lapA transkriptsioon sdltuda signaaliraja geenide transkriptsioonist, mis on tundlikud bakteri
flsioloogilisele seisundile. Naiteks rsmZ-i transkriptsioon soltus rakkude fusioloogilisest
seisundist kdige rohkem. Olles sBtluvuses nii aeratsioonist, rakkude vanusest kui ka meetodist,
mil viisil DNA on rakkudesse viidud (joonis 9). Geeni rsmA2 korral tuli Fis-i positiivne efekt
valja alles mikroaeroobsetes tingimustes (joonised 4 ja 12). Taolised transkriptsiooni aktiivsuste
sOltuvused bakteri fusioloogilisest seisundist vOivad moju avaldada ka lapA transkriptsioonile

ning pohjustada lapA tulemuste kéikumist.

Hapniku kattesaadavus on risosfadrsetele bakteritele sageli limiteerivaks faktoriks. P.
aeruginosa puhul on ndidatud, et biofilmi sligavamates kihtides leidub hapniku véhem kui
pealmistes (de Beer et al., 1994). Samuti on P. aeruginosa’s naidatud, et biofilmi koosseisus
olevate bakterite flsioloogiline seisund on varieeruv ning et antud varieeruvus tuleneb hapniku
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kattesaadavusest (Xu et al., 1998). Samuti v6ib olla muutunud ka GacS/GacA signaaliraja
geenide regulatsioon. Naiteks kdesolevas t66s mdddetud rsmA2 geen, kus Fis-i positiivne moju
transkriptsioonile ilmnes alles mikroaeroobsetes tingimustes (joonis 4).

Lisaks eelnevale ilmneb, et vdhemalt teatud geenide transkriptsioon s6ltub DNA
rakkudesse viimise meetodist, mille tbttu vOib eksperimentaator jouda vastupidiste jareldusteni.
Néiteks kasutades elektroporeerimist vdib rsmZ geeni korral teha jarelduse, et geeni
transkriptsioon pérsitakse hapniku kadumisega keskkonnast (joonis 9). Samas, kasutades
transformatsiooni vOib sama geeni puhul teha vastupidise jarelduse, transkriptsioon ei soltu
hapniku hulgast so6tmes (joonis 9). Tdendoliselt pole enamike geenide transkriptsioon DNA
rakkudesse viimise meetodist siiski tundlik, vaid pigem on seda globaalsete regulaatorite geenide
transkriptsioon. Sest globaalsete regulaatorite abil bakter reageerib keskkonnast tulnud

signaalidele.

Ké&esoleva t00 eesmaérgiks oli vélja selgitada, kas Fis mdjutab GacS/GacA signaaliraja
alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkiptsiooni. Samuti, kas antud geenide
transkriptsioon sdltub rakkude seismisest tardsédtmel ning aeratsioonist. Tulemustest jareldus, et
Fis mojutab Gldjoontes rsmA geenide transkriptsiooni positiivselt, ning sRNA-geenide
transkriptsiooni negatiivselt. Lisaks sOltus GacS/GacA signaaliraja geenide transkriptsioon

bakteri flsioloogilisest seisundist.
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KOKKUVOTE

Pseudomonas putida peab muutuvate ning sageli ebasoodsate keskkonnatingimustega
kohanemiseks olema piisavalt konkurentsivéimeline. Selleks peab bakteril olema slisteeme ning
regulaatoreid, mis v@imaldaksid kiiresti ning tapselt keskkonnasignaalidele reageerida ning
muuta oma flsioloogiat. Taolisteks regulaatoriteks Pseudomonas putidas on néiteks GacS/GacA
stisteem ning Fis valk. Kaesoleva t00 eesmargiks oli vélja selgitada, kas Fis reguleerib
GacS/GacA raja alumiste geenide (rsmA ja sRNA-geenide) transkriptsiooni. Samuti, kas nende

geenide transkriptsioon sdltub rakkude seismisest tardsodtmel ning aeratsiooni vahenemisest.

T066 peamised tulemused on jargmised:

e Tardsootmel seismine ehk rakkude vanus mdjutab transkriptsiooni rsmA2 ja rsmZ
promootoritelt PSm-s.

e Hapniku hulga vahenemine s66tmes mdjutas kdigi vaikeste mittekodeerivate SRNA-de
transkriptsiooni PSm-s. Geenide rsmX ja rsmY korral soodustas aeratsiooni vahenemine
rakkude transkriptsiooni, rsmZ korral vahendas.

e Geeni rsmZ transkriptsioon soltus bakteri flsioloogilisest seisundist enim. Olles
sdltuvuses nii aeratsioonist, rakkude vanusest, kui ka DNA rakkudesse viimise meetodist.

e Hapniku hulga véhenemine sO06tmes mojutas rsmA geenidest selgemalt rsmA2
transkriptsiooni. Ka Fis-i efekt aeroobselt kasvatatud rakkudes ilmnes hapniku kadumisel
sootmest.

e Fis mdjutab sRNA-de transkriptsiooni Gldjoontes negatiivselt. Fis represseerib
transkriptsiooni rsmX ja rsmY promootoritelt, kuid ei mdjuta rsmZ transkriptsiooni.

e Fis mdjutab rsmA geenide transkriptsiooni uldjoontes posiitvselt. Fis soodustab rsmAl ja
rsmA2 transkriptsiooni, kuid méjutab negatiivselt transkriptsiooni rsmA3 promootorilt.

e Fis seondub geenide rsmA1l ja rsmY eelsele alale in vitro.

e Fis mdjutab GacS/GacA signaaliraja geene ning vOib seeldbi mdjutada ka biofilmi

tekkeks vajalikke geenide transkriptsiooni.
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The effect of physiology of Pseudomonas putida and Fis on the transcription of

lower genes in GacS/GacA system

Liisbeth Kose

SUMMARY

Pseudomonas putida is a rhizospheric bacterium, that colonizes plant roots and develops
biofilm. Biofilm on plant roots is beneficial to both parts: bacterium protects plant from
phytopathogens and plant releases root exudates providing bacterium with nutrients and carbon

sources.

Biofilm formation is a complicated process, where many signalling networks and global
regulators are involved, for example GacS/GacA two-component system and global regulator Fis.

P. putida’s biofilm matrix is mainly composed of large adhesins LapA and LapF in P.
putida. It has been previously shown in our laboratory, that the transcription of lapA in P. putida
varies on the presence of Fis overexpression. This variation could be explained by Fis influencing
a regulator, that affects the expression of genes needed for biofilm formation. It is possible that
Fis influences a post-transcriptional regulator called RsmA. RsmA is part of a GacS/GacA
signalling pathway and its’ expression is controlled by the level of sSRNA-s in the cell. RSmA as a
RNA-biding protein can bind to mRNA-s of genes that affect biofilm formation, therefore

regulating their translation.

The aim of this paper was to investigate, whether Fis influences the genes in GacS/GacA
(rsmA and sRNA genes) signalling pathway and whether their transcription depends on the
physiological activity of the bacterium. Experiments showed that Fis regulates rsmA transcription
positively and sSRNA genes negatively. Also, their transcription depended on the physiological
activity of the bacterium. Fis regulates the genes in GacS/GacA system and could thereby

regulate the translation of genes necassary in biofilm formation.
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