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Kasutatud liithendid

BCIP — 5-bromo-4-kloro-3-indoliiiilfosfaat (ingl. k. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
EDTA — etiileen-diamiin-tetradddikhape (ingl. k. ethylenediaminetetraacetic acid)
HEPES — (N-2-hiidroksii-etiiiilpiperasiin-N"-2- etaansulfoonhape)-NaOH (ingl. k. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)- NaOH)

IPTG — isopropiiiil-p-tio-galaktopiiranosiid

L-Ara4N — 4-amino-4-deoksii-L-arabinoos

LPS — lipopoliisahhariid

MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (ingl. k. minimal inhibitory concentration)
NBT — nitrosinine tetrasool (ingl. k. nitro blue tetrazolium)

ONPG - orto-nitrofentiiil-B-D-galaktopiiranosiid

SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat (ingl. k. sodium dodecyl sulphate)

SM — sisemembraan

TP — tsiitoplasma

VM — vilismembraan



Sissejuhatus

Mitmed metallid nagu raud ja tsink on looduses laialt levinud maavarad ja osad neist on
vajalikud ka elusorganismidele. Eelkoige kasutavad organismid looduses rohkem levinud ja
lihtsamini kattesaadavaid siirdemetalle nagu niiteks rauda, tsinki, mangaani, vaske, koobaltit
ja niklit. Olles ensiilimide kofaktoriteks voi aidates sdilitada valkude struktuuri, on neil
metallidel oluline roll paljudes rakusisestes protsessides. Samas on kdik metallid suures
koguses elusorganismidele toksilised.

Viga erinevates elupaikades kasvavad bakterid peavad hakkama saama mitmesuguste ja
muutuvate keskkonnatingimustega, sealhulgas metallide liia v0i véhesusega. Seetottu
reguleerivad nad nii metalliioonide importi kui eksporti, muudavad metalliioone sisaldavate
valkude koguseid rakus ja modifitseerivad ka rakumembraani, et takistada liigsete
metalliioonide sisenemist. Véliskeskkonna tingimuste tunnetamises ja selle vastavalt
reageerimises on bakteritele olulised kahekomponentsed signaaliiilekanderajad. Need on
kahest valgust koosnevad siisteemid, millest iiks tunneb &ra signaali ja vastusena sellele
aktiveerib teise valgu, milleks on enamasti transkriptsioonifaktor.

Uheks kahekomponentseks signaaliiilekanderajaks on ka meie laboris uuritav ColRS
siisteem. Pseudomonaadides konserveerunud ColRS siisteem, mis on olemas ka niiteks
taimepatogeene sisaldava perekonna Xanthomonas liikides, on seotud mitmesuguste
protsessidega. ColRS signaaliraja olemasolu on pseudomonaadidele vajalik nii taimejuurtel
kasvades (Dekkers jt., 1998; Ramos-Gonzalez jt., 2005), virulentsuse tagamises (Garvis jt.,
2009; Gutu jt., 2013) kui membraani terviklikkuse sdilitamises (Kivistik jt., 2009; Putrins jt.,
2011). Samas ei ole seni teada, millisele signaalile ColRS silisteem reageerib. Kuna
kaadmiumiresistentses Pseudomonas putida CD2 tiives leiti, et ColRS signaalirada on vajalik
metalliliia talumiseks (Hu ja Zhao, 2007), siis piistitati kdesoleva t60 eesmérgiks selgitada,
kas ColRS siisteem voiks olla oluline metalliliia tingimustes ka P. putida tiivele PaW85 ja kas

metalliliig voiks olla ColRS siisteemi aktiveerivaks signaaliks.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Siirdemetallid

Enamasti nimetatakse siirdemetallideks perioodilisustabeli keskmises osas, 3. kuni 12.
riihmas paiknevaid elemente, kuigi definitsiooni jérgi 12. riihma elemendid siirdemetallide
hulka ei kuulu. Siirdemetallid on defineeritud kui elemendid, millel endal voi millest
moodustuval ioonil on osaliselt tdidetud d alakiht. 12. riihma elementidel, tsingil, kaadmiumil
ja elavhdbedal, on d alakiht elektronidega tiielikult tdidetud ning ka ioonide moodustamisel ei
anna nad dra mitte d, vaid viimase s alakihi elektrone (Joonis 1) (Jensen, 2003). Kéesolevas
toos kasutatakse siirdemetallide laiemat tdhendust kaasates ka 12. riihma metalle. Nimetus
siirdemetallid tuleneb sellest, et nendes metallides suureneb perioodilisustabelis vasakult
paremale litkkudes eelviimases elektronkihis olevate elektronide arv  kaheksast
kuueteistklimneni,  mistottu on  need metallid ileminekuelementideks  viga
reaktsioonivoimelistelt 1. ja 2. rilhma metallidelt vihem reaktsioonivOimelistele
poolmetallidele ja mittemetallidele. Siirdemetallide {ihiseks omaduseks on viimase
elektronkihi s elektronide kasutamine sidemete moodustamises, kuid sageli osalevad sidemete
moodustamises ka d alakihi elektronid. Sama siirdemetall v3ib sidemete loomiseks kasutada
erineval arvul d elektrone ja seetdttu on paljudel siirdemetallidel mitu vdimalikku
oksiidatsiooniastet. Lisaks on d elektronide kasutamine pohjuseks, miks erinevate
siirdemetallide lahused on sdltuvalt siirdemetallist, tema oksiidatsiooniastmest ja ligandist

erineva virvusega (Atkins ja Jones, 2008).
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Joonis 1. Zn* ja Fe?* ioonide elektronide asetus elektronkihtidel. Definitsiooni jirgi siirdemetallide
hulka kuuluval rauaioonil on d alakiht osaliselt, tsingiioonil aga tdielikult elektronidega tdidetud.
Elektronkihid on tdhistatud numbritega, alakihid tdhtedega, orbitaalid ruudu voi ruutude reana ja

elektronid poolnooltena. Ioonist puuduvad elektronid on tdhistatud katkendlike nooltega.



1.2. Siirdemetallide vajalikkus prokariiootidele

Mitmed siirdemetallid on elusorganismidele vajalikud. Kuigi eukartioodid,
prokartioodid ja arhed kasutavad erinevaid siirdemetalle erinevates kogustes, on peamised
vajaminevad siirdemetallid samad. Koik organismid vajavad rauda ja tsinki, kuid olulised on
ka mangaan, koobalt, nikkel, vask ja moliibdeen. Moned bakteriliigid kasutavad ka
vanaadiumi ja volframi. Siirdemetallide pohiliseks iilesandeks rakkudes on olla ensiiiimide
kofaktoriteks, kuid nditeks tsink on sageli vajalik ka dige valgustruktuuri sdilitamiseks
(Frausto da Silva ja Williams, 2001; Nies ja Grass, 2009).

Sarnaselt eukariiootidele, on ka bakterirakkudes kdige suuremas koguses rauda ja tsinki
(Outten ja O'Halloran, 2001). Enamus rauast on sdltuvalt bakteriliigist kas hingamisahela,
fotosiinteesi voi ka lammastiku fikseerimisega seotud valkude koostises, moodustades seal
Fe-S klastreid koos tsiisteiinide vaavli aatomitega (Py ja Barras, 2010). Rauda sisaldavad aga
ka mitmed rakusisese keskkonna tunnetamisega seotud transkriptsioonifaktorid (Kiley ja
Beinert, 2003). Teine rakkudele oluline siirdemetall, tsink, on samuti paljude ensiiiimide
kofaktor. E. coli’s on teada umbes sada tsinksdltuvat valku, sealhulgas DNA poliimeraas I,
RNA poliimeraas ja tRNA siintetaasid (Flo jt., 2004; Nies ja Grass, 2009). Lisaks aitab tsink
sdilitada teatud valkude, nagu niiteks ribosoomivalgu RpmE, Giget struktuuri (Nanamiya jt.,
2004).

Oluliseks siirdemetalliks on ka mangaan, mida kasutatakse eelkdige hapnikuradikaalide
kahjutustamisel. Mitmes bakteriliigis on mangaan superoksiidi dismutaasi kofaktoriks.
Superoksiidi dismutaas on ensiiiim, mis kataliitisib hapnikuradikaalide muutmist H,O;’ks
(Horsburgh jt., 2002). On leitud, et mangaan kaitseb rakke hapnikuradikaalide eest ka
superoksiidi dismutaasist sdltumatult (Tseng jt., 2001). Erinevalt niiteks rauast ei peeta
mangaani rakkudele eriti ohtlikuks siirdemetalliks, sest tema afiinsus valkude tioolrithmade
suhtes on viike ja ta ei tekita hapnikuradikaale (Nies ja Grass, 2009). Seetdttu arvatakse, et
tsiitoplasmas leidub vabu Mn?" ioone, mis seonduvad valkudele norgalt ja mittespetsiifiliselt,
varjestades dra radikaalide suhtes tundlikud kohad (Tseng jt., 2001).

Vask, nikkel ja koobalt on rakkudele vihem vajalikud. Vask kuulub teadaolevalt vaid
tiksikute valkude koostisesse ning mitte kodik bakteriliigid ei kasuta neid valke (Solioz jt.,
2010). Naiteks E. coli’s on vask hingamisahelaga seotud ja arvatavasti anaeroobsetes
tingimustes vajaliku ensiiimi NADH dehiidrogenaas-2 kofaktoriks (Rapisarda jt., 2002).
Niklit sisaldavaid valke on teada rohkem kui vaske sisaldavaid, kuid E. coli’s on nendest

ainult kaks, hiidrogenaas ja gliioksalaas I, sellised, kus niklit ei vdi asendada moni teine



siirdemetall (Hausinger ja Zamble, 2007). Koobaltit siduvaid ensiilime on teada sama vihe,
kui vaske siduvaid valke ning sarnaselt nikkelvalkudele voidakse neis Co®* asendada mdne
teise metalliga (Nies ja Grass, 2009).

Moliibdeen on samuti iiks bakteritele vajalikest siirdemetallidest. Ta on kofaktoriks
mitmesugustele ensiiimidele, mis on seotud nii ldmmastiku sidumise kui siisiniku- ja
vadvliithendite metabolismiga. Naiteks sisaldavad moliibdeeni nitraadi reduktaas,
dimetiiiilsulfoksiidi reduktaas ja CO dehiidrogenaas (Hénzelmann ja Meyer, 1998;
McNicholas ja Gunsalus, 2002). Levinud arvamuse kohaselt oli aga algselt, enne
hapnikurikka atmosfédéri tekkimist, kui keskkond oli redutseerivam, levinumaks metalliks
valkudes volfram ning hiljem, seoses lahustunud moliibdeeni hulga suuremisega, on volfram
asendatud moliibdeeniga (Kletzin ja Adams, 1996). Tanapéeval leidub volframi sisaldavaid
ensiiiime vaid iiksikutes anaeroobsetes tingimustes kasvavates merebakterites ning need
ensiiiimid on seotud mdnede siisinikuithendite metabolismiga (Roy ja Adams, 2002).

Koik organismidele vajalikud siirdemetallid, tsink, mangaan, raud, koobalt, nikkel, vask
ning moliibdeen, on lihtsasti kéttesaadavad (Frausto da Silva ja Williams, 2001). Esiteks
leidub neid siirdemetalle maakoores suures koguses. Raud on maakoores koige levinum
siirdemetall ja moliibdeen peamistest vajalikest siirdemetallidest kdige vihem levinum, olles
siiski leiduvuselt 14. kohal (www.science.co.il). Teiseks piisivad nende metallide, vélja
arvatud raua, ioonid vees lahustunult, sest nad esinevad vees madala, +2,
oksiidatsiooniastmega ioonidena. Mida madalam on elemendi oksiidatsiooniaste, seda raskem
on teda redutseerida ja seda vihem tdenéoliselt moodustub vastava metalli hiidroksiid. Kuna
koikide siirdemetallide hiidroksiidid on vees lahustumatud, siis sadenevad suurema
oksiidatsiooniastmega ioonid veest vilja (Atkins ja Jones, 2008; Frausto da Silva ja Williams,
2001).

1.3. Siirdemetallide toksilisus

Koik siirdemetallid, ka need, mis on vajalikud, on rakkudele suures koguses toksilised.
Sageli on siirdemetallide toksilisus pohjustatud sellest, et liias olev metall konkureerib teised
siirdemetallid valkudest vélja. Siirdemetallide voime moodustada sidemeid valkude tiool- ja
hiidroksiiiilriihmadega on erinev ja seda iseloomustab Irving-Williamsi rida — Mn®* < Fe** <
Co*" < Ni** < Cu?* > Zn®" (Irving ja Williams, 1953). Seega on vask vdimeline kaiki teisi
siirdemetalle valkudest vélja torjuma, samas kui raud suudab konkureerida vaid mangaaniga.
Tsingi liheks toksilisuse pohjuseks peetakse seondumist hingamisahelas osalevate valkudega,

mis vajavad rauda, et elektronide transpordiahel tootaks (Lee jt., 2005; Nies, 2007). Teiseks
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siirdemetallide toksilisuse pohjuseks on osade nende vOime tekitada hapniku- ja
hiidroksiiiilradikaale. Liigne raud on toksiline, sest Fe?" ioonide vahendusel tekivad H,O,
lagunemisel reaktiivsed hiidroksiitilradikaalid, mis kahjustavad nii valke, lipiide kui DNA’d
(Touati, 2000). Sarnaselt rauale tekitab ka liigne vask vabu radikaale (Solioz jt., 2010).

1.4. Siirdemetallide hulga reguleerimine

Kuna siirdemetallid on rakkudele vajalikud, kuid suures koguses toksilised, siis on
bakteritele oluline, et rakusisesed metalliioonide kogused hoitaks kindlates vahemikes.
Siirdemetallide hulka reguleeritakse nii metalliioonide sisse- kui véljatranspordiga, kuid
metallide liia voi vdhesusega hakkama saamiseks muudetakse ka metalle siduvate valkude
koguseid ja membraani valgulist ning lipopoliisahhariidset koostist (Kato jt., 2012; Nies ja
Grass, 2009).

1.4.1. Siirdemetalle transportivad siisteemid

Uheks voimaluseks, kuidas bakterid saavad rakusisest siirdemetallide kontsentratsiooni
mojutada, on reguleerides nende ioonide sisse- ja viljatransporti. Kuna metalliioonid ei
difundeeru ise ldbi lipiidse rakumembraani, siis vahendavad nende transporti valgulised

kompleksid (Nies, 2007).

1.4.1.1. Metalliioonide transport rakku

Kui Fe** ioonid vélja arvata, siis on bakteritel metalliioonide sissetransportimiseks
kahte tiiiipi transpordisiisteeme: madala spetsiifilisusega siisteemid, mis enamasti kasutavad
metalliioonide transpordiks mingite teiste molekulide gradienti, ja kdrge spetsiifilisusega
sisteemid, mis kasutavad ATP energiat. Tavalises olukorras kasutatakse vajalike
siirdemetallide kéttesaamiseks eelkdige madala spetsiifilisusega siisteeme. Kui aga mingit
kindlat metalli on rakus vidga vihe, siis vdetakse kasutusele korge spetsiifilisusega
transpordisiisteemid (Blencowe ja Morby, 2003). Niiteks kasutab E. coli tsingi rakku
transportimiseks MntH ja ZupT transportereid ning vajadusel ka korge spetsiifilisusega
ZnuABC siisteemi. E. coli on gramnegatiivne bakter ning need siisteemid asuvad tema
sisemembraanis, transportides ioone periplasmast tsiitoplasmasse (Joonis 2). Periplasmasse
péadsevad metalliioonid 1dbi vdlismembraani valguliste kanalite — poriinide (Nikaido, 2003).

Periplasmast siirdemetalle edasi transportiv MntH siisteem on prootonsdltuv Mn?* transporter,

10



mis lisaks mangaanile transpordib ka Zn**, Cd**, Co®" ja viiksemas koguses Ni** ning Cu®*
ioone (Makui jt., 2000). Teine madala spetsiifilisusega siisteem, ZupT, transpordib Zn®*, Fe?*
ja Co?*, kuid tdengoliselt ka Mn?* ja Cd** ioone (Grass jt., 2005). Rakusisest tsingi hulka
tunnetab Zur regulaatorvalk, millel on kaks Zn** seondumiskohta ja mis tsingiga seondunult
on mitmete geenide, sealhulgas ZnuABC transporterit kodeeriva operoni, repressoriks (Joonis
2). Seega, kui rakusisese tsingi hulk vidheneb, hakatakse siinteesima ZnuABC siisteemi, mis
transpordib rakku ainult tsingiioone, kasutades selleks ATP energiat (Outten jt., 2001; Patzer
ja Hantke, 1998).

§ é § § § § = UNlpopolusahheriidid

W%Mwwwwwﬁ%/

periplasma
m""fﬁfm”?ﬂ”mjg =

tsutop|asma 3 oo

—  poriinid

o

-
zZnuABC ?
=

8
P IVr‘towc rxxxr.x,),uw! XJT)J OOORORO0OOC ,w nzx rTO N E
/I N -
,'>}— 

A
IR

Joonis 2. Zn* import E. coli rakku. Zn?" ioonid padsevad ldbi poriinide periplasmasse, kust nad

transporditakse MntH, ZupT ja ZnuABC transporterite abil tsiitoplasmasse. ZnuABC kompleksi
kodeeriva operoni ekspressiooni reguleerib Zur regulaatorvalk, mis tsingiga seondunult on znuABC

geenide repressoriks. Joonis muudetud (Cui jt., 2008) jargi.

Enamus rauast on looduses lahustumatute Fe®* iihenditena ja raua kittesaamiseks
kasutavad bakterid eraldi transpordisiisteeme. Selleks, et lahustumatut rauda rakku
transportida, stinteesivad bakterid madala molekulmassiga iihendeid, siderofoore, mis viiakse
rakust vélja ja mille afiinsus Fe** suhtes on viaga suur (Ji jt., 2012). Fe**-ga seondunud
siderofoorid tuntakse &ra raku pinnal paiknevate TonB-sdltuvate retseptoritega ja
transporditakse seejérel periplasmasse, kasutades selleks prootonite gradiendi energiat, mida
vahendab sisemembraani valk TonB (Noinaj jt., 2010). Periplasmast tsiitoplasmasse saavad
rauaioonid ABC transporterite abil, mis s3ltuvalt siderofoorist vahendavad kas ainult Fe®'
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1ooni voi siderofooriga seondunud Fe** iooni transporti 14bi membraani. Ka grampositiivsed
bakterid kasutavad raua impordis ABC transportereid (Braun ja Hantke, 2011; Kdoster, 2001).
Tsiitoplasmasse sattunud siderofoorid lagundatakse esteraasidega ja siderofooridega
seondunud raud vabaneb (Zhu jt., 2005). Nii Fe** iooni transpordil 1ibi ABC transporteri kui
siderofoori lagundamise kiigus redutseeritakse Fe** ioonid Fe?* ioonideks (Hood ja Skaar,
2012).

1.4.1.2. Metalliioonide transport rakust vélja

Sarnaselt siirdemetalle sisse transportivatele siisteemidele, on olemas metalliioone
rakust vilja transportivad kompleksid, mis kasutavad ioonide véljapumpamiseks kas ATP
energiat vOi prootonite gradienti. Erinevalt impordisiisteemidest on pumbad aga enamasti
metalliioonide suhtes valivamad, transportides ainult keemilistelt omadustelt ja elektronkatte
struktuurilt sarnaseid ioone (Blencowe ja Morby, 2003). Lisaks vOib gramnegatiivsetes
bakterites eraldi gruppi paigutada RND valguperekonda kuuluvad siisteemid, mis ekspordivad
metalliioone nii periplasmast kui tsiitoplasmast. Ulejisinud siisteemid transpordivad
metalliioone ainult tsiitoplasmast periplasmasse (Nies, 2007). P. aeruginosa’s transpordib
niiteks CopA1l siisteem ATP energia abil Cu” ioone periplasmasse, kust need vdidakse RND
perekonda kuuluva ja prootonite gradienti kasutava transporteri vahendusel rakust vélja viia
(Gonzalez-Guerrero jt., 2010). Uheks enim uuritud RND perekonna siisteemiks on P.
aeruginosa CzcCBA katioon-prooton antiporter, mis ekspordib Co**, Zn** ja Cd** ioone ning
mille geenide transkriptsioonitaset reguleerib CzcRS kahekomponentne signaalirada (Perron
jt., 2004). Kahekomponentsed signaalirajad on kahest valgust, enamasti membraanis
paiknevast signaali dra tundvast sensorvalgust ja tslitoplasmas paiknevast regulaatorvalgust,
koosnevad siisteemid. Sensorvalk autofosforiileerub signaali dratundmisel, kannab
fosfaatriihma iile regulaatorvalgule ja regulaatorvalk voib seejiarel nii aktiveerida kui
represseerida teatud geenide transkriptsiooni (Stock jt., 2000). CzcRS siisteemis on
sensorvalguks CzcS, mis autofosforiileerub, kui Zn®* kogus keskkonnas suureneb (Joonis 3).
CzcS-It kantakse signaal edasi CzcR-le, mis aktiveerib czcCBA operoni trankriptsiooni ja

metalliioone viljutava CzcCBA antiporteri hulk membraanis suureneb (Perron jt., 2004).
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Joonis 3. czcCBA operoni transkriptsiooni regulatsioon ja CzcCBA vahendatud ioonide transport.
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Tsingi liig aktiveerib CzcRS kahekomponentse siisteemi, mille regulaatorvalk CzcR aktiveerib
czcCBA operoni transkriptsiooni. czcCBA kodeerib prootonite gradiendi abil Zn**, Cd** ja Co*" ioone

vilja transportivat valgukompleksi (Perron jt., 2004).

1.4.2. Siirdemetalle siduvate valkude hulga reguleerimine

Lisaks siirdemetallide sisse- ja véljatranspordile reguleerivad bakterid metalli
sisaldavate valkude kogust, et metallide vdhesuse voi lilaga hakkama saada. Kui vajalikku
siirdemetalli on vihe, siis siinteesitakse vastavat metalli sisaldavaid valke vidhem voi
asendatakse need valgud sarnase funktsiooni, kuid teist metalli kasutavate valkudega.
Metalliliia korral siinteesitakse metalli siduvaid ja tleliigsete metalliioonide hoiustamiseks
moeldud valke rohkem (Nies ja Grass, 2009).

Rauda sisaldavate valkude siinteesi reguleerib Fur, mis on rakusisest raua kogust
tunnetav regulaatorvalk ja mis Fe**-ga seondunult represseerib oma mirklaudgeene (Bagg ja
Neilands, 1987). Lisaks paljudele teistele geenidele represseerib Fur valk E. coli’s ryhB geeni.
ryhB kodeerib vidikest RNA-d, mis seondub ferritiini, bakterioferritiini ja superoksiidi
dismutaasi SodB mRNA-dega, takistades sellega nende RNA-de transleerimist (Masse ja
Gottesman, 2002). Ferritiin ja bakterioferritiin on iileliigse raua hoiustamiseks moeldud

valgud, mis on olulised, sest vabad raua ioonid on vdimelised tekitama rakus hapniku- ja
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hiidroksiiiilradikaale (Andrews, 1998). SodB on ainuke E. coli kolmest superoksiidi
dismutaasist, mille kofaktoriks on Fe®* (Dubrac ja Touati, 2000). Seega, kui rakus on palju
rauda, siis siinteesitakse rauda hoiustavaid valke ja rauda sisaldavat superoksiidi dismutaasi,
kui aga rauda on vihe, siis neid valke ei siinteesita (Masse ja Gottesman, 2002).

Uleliigse Zn** hoiustamiseks mdeldud valgud, metallotioniinid, on olemas véga
paljudes eukartiootsetes rakkudes, kuid neid on leitud ka tslianobakteritest ja
pseudomonaadidest (Blindauer jt., 2002). Tsiianobakterites reguleerib metallotioniin SmtA
hulka transkriptsiooniregulaator SmtB. Zn?*-ga seondunud SmtB ei suuda SmtA
promootoralale seonduda ja smtA geeni transkribeerimist takistada. SeetOttu siinteesitakse

metallotioniini siis, kui rakus on palju Zn?* (Morby jt., 1993).

1.4.3. Membraani modifitseerimine

Vastusena metallide liiale voi vdhesusele muudavad bakterid ka membraani valgulist
koostist ja modifitseerivad lipopoliisahhariide. Osa membraani valgulisest muutusest on
seotud metalliioone sisse- ja viljatransportivate komplekside hulga muutmisega, kuid
reguleeritakse ka teiste valguliste komplekside, peamiselt poriinide, koguseid (Manara jt.,
2012; Nishino jt., 2006).

Membraani valgulise koostise muutumist kaadmiumiliia korral on uuritud Pseudomonas
putida CdOO01 tiives. Leiti, et kaadmiumiliia tingimustes vdheneb vélismembraanis paiknevate
poriinide OprD ja Oprl hulk ja suureneb poriinide OprF, OprL, OprH ja OprB kogus (Manara
jt., 2012). OprH sarnase valgu H1 koguse suurenemist on ndidatud ka teise P. putida tiive
vélismembraanis vase- ja kaadmiumiliia korral (Miller jt., 2009). OprF ja OprL on
peptiidogliikaaniga seonduvad poriinid (Hancock ja Brinkman, 2002) ja teatud tingimustes
voib OprF olla vajalik raku kuju sdilitamiseks (Rawling jt., 1998). Seetdttu arvatakse, et
nende poriinide suurem kogus vOib olla vajalik metalliliia tingimustes membraani
terviklikkuse sdilitamiseks, mis passiivselt kaitseks rakku metalliioonide eest (Manara jt.,
2012). Lisaks metalliioonide transporterite ja poriinide koguste muutumisele suureneb P.
putida Cd001 membraanis ka raua omastamiseks vajalike TonB-sdltuvate retseptorite arv
(Manara jt., 2012). Kuna kaadmiumiliias hakkavad P. aeruginosa rakud tootma ka
siderofoore (Dao jt., 1999), siis viitab see, et kaadmiumiliig tekitab rakkudes rauanélja.

Lisaks membraani valgulise koostise muutmisele voidakse metallilita korral
modifitseerida ka vélismembraanis paiknevaid lipopoliisahhariide. Salmonella enterica

serovar Typhimurium’s on nididatud, et raualiig aktiveerib PmrAB kahekomponentse
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signaaliraja (Wosten jt., 2000), mis reguleerib mitmete lipopoliisahhariide modifitseerivate
ensiilimide ekspressiooni (Gunn jt., 1998; Nishino jt., 2006). Nende ensiiiimide vahendatud
modifikatsioonide tulemusena vdheneb lipopoliisahhariidide negatiivne laeng, mistottu
seondub bakteriga vihem Fe** ioone ja see aitab rakkudel raualiiga paremini taluda (Nishino
jt., 2006).

1.4.4. Siirdemetallidega seotud kaitsemehhanismid eukariiootides

Eukariiootidel on erinevaid kaitsevastuseid neid riindavate patogeensete bakterite vastu.
Uheks kaitsevastuseks on organismis bakterite liheduses raua, mangaani, tsingi ja vase hulga
muutmine (Hood ja Skaar, 2012).

Raud on vajalik koigile organismidele ning selgroogsed organismid iiritavad muuta raua
bakteritele voimalikult vdhe kittesaadavaks. Raud on juba algselt organismides bakteritele
raskesti kéttesaadav, sest vaba rauda on vdhe ja peamiselt on ta rakusiseste valkude nagu
ferritiini ja hemoglobiini koostises voi rakuviliselt transferriinis ja laktoferriinis (Hood ja
Skaar, 2012). Sel ajal kui bakterid siinteesivad Fe** siduvaid siderofoore, siinteesivad
eukariiootsed organismid valke, mis seonduvad siderofooridega ja takistavad seeldbi
bakteritel raua omastamist (Flo jt., 2004). Selgroogsetes organismides tegelevad bakterite
hivitamisega makrofaagid. Kui makrofaagil dnnestub fagotsiitoosiga bakter alla neelata, siis
satub bakter fagosoomi, mille membraanis asuvad Nrampl valgukompleksid transpordivad
Fe? ja Mn*" ioone fagosoomist vilja (Forbes ja Gros, 2003; Jabado jt., 2000). Seega
vihendatakse fagosoomis bakterile kittesaadava raua ja mangaani hulka veelgi.

Vastupidiselt rauale ja mangaanile suurendatakse makrofaagi fagosoomis vastusena
bakterile tsingi ja vase kogust. Tsink ja vask on suures koguses rakkudele toksilised ja pirast
bakteri fagotsiiteerimist suureneb Zn”* ja Cu®* ioonide import fagosoomi (Botella jt., 2012).
Transporditav tsink vabaneb makrofaagis olevate metallotioniin valkude koostisest (Botella
jt., 2011). Seega kasutab eukariiootne organism bakterivastases voitluses nii bakterite

ndljutamist oluliste siirdemetallide suhtes kui ka nende metallidega miirgitamist.

1.5. ColRS kahekomponentne signaalirada

Kahekomponentsed  signaalirajad on  bakteritele  vajalikud  mitmesuguste
keskkonnatingimuste, muu hulgas ka metallide hulga tunnetamiseks. Uheks konserveerunuks
kahekomponentseks signaalirajaks pseudomonaadides on ColRS siisteem (Winsor jt., 2009),
mis on kdesoleva t66 eksperimentaalse osa uurimisobjektiks.
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ColRS on tiiiipiline kahekomponentne silisteem (Joonis 4). ColS on membraanis paiknev
sensorvalk, mis koosneb periplasmas asuvast signaali vastuvotvast doméiénist ja
tsiitoplasmasse jadvast histidiinkinaasse aktiivsusega osast (Dekkers jt., 1998). Signaali
dratundmisel autofosforiileerub ColS’1 konserveerunud histidiinijdédk, millelt kantakse
fosfaatrihm edasi tsiitoplasmas paikneva ColR regulaatorvalgu konserveerunud
asparagiinhappejaagile (Horak jt.,, 2004). Fosforiileeritud ColR on vdimeline geenide

transkriptsiooni nii aktiveerima kui represseerima (Kivistik jt., 2009).

x vilismembraan

ColS sisemembraan

N

‘ \ ColR
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\
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Joonis 4. ColRS signaalirada. Signaali dratundmise jérel fosforiileerib ColS sensorvalk ColR
regulaatorvalgu, mis on seejérel voimeline nii aktiveerima kui represseerima oma mairklaudgeenide

transkriptsiooni.

ColIRS siisteemi kirjeldati esmakordselt Pseudomonas fluorescens’is kui siisteemi, mis
on vajalik taimejuurte edukaks koloniseerimiseks konkurentsi tingimustes (Dekkers jt., 1998).
Sellele sarnaselt on leitud, et P. putida’s on colS korgelt ekspresseeritud just maisijuurtel
kasvades (Ramos-Gonzalez jt., 2005).

P. fluorescens’is ja P. putida’s on ColRS signaalirada tdendoliselt vajalik
vilismembraani struktuuri kontrollimiseks kuna molemas organismis reguleerib ColRS
siisteem enda geenide korval paiknevat metiililtransferaasi ja lipopoliisahhariidi fosfataasi
kodeerivat operoni, mis oletatavalt osaleb lipopoliisahhariidide modifitseerimises (de Weert
jt., 2006; Kivistik jt., 2009). P. putida’s on ColR-reguleeritavaid geene teada rohkem ja
enamus neist kodeerivad samuti kas membraanis paiknevaid vOi ~membraani
modifitseerimisega seotud valke (Kivistik jt., 2009). Lisaks on teada, et P. putida’le on ldbi
ColRS siisteemi toimuv signaalililekanne vajalik, et taluda membraanistressi, mille tekitab
gliikoosinappusest pohjustatud OprB1 suhkruporiini suurenenud ekspressioon (Putrin§ jt.,

2011).
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Mitmetes bakteriliikides on ColRS signaalirada seotud virulentsusega. P. aeruginosa
virulentsust on moddetud bakteri voimega tappa nematoodi C. elegans ja on niidatud, et colS
geeni rikkumisel P. aeruginosa virulentsus viheneb (Garvis jt., 2009). Viimaste andmete jérgi
on ColRS siisteem tdendoliselt seotud P. aeruginosa lipopoliisahhariidide modifitseerimisega,
mille tulemusena muutuvad P. aeruginosa rakud tsiistilise fibroosi haigete kopsudes
poliimiiksiini rea antibiootikumide suhtes resistentseks (Gutu jt., 2013). ColRS siisteemi
seotust virulentsusega on ndidatud ka taimi nakatava Xanthomonas perekonna liikides.
Xanthomonas citri subsp. citri’le on ColRS signaalirada vajalik tsitruseliste lehtede
nakatamiseks, kuid ka biofilmi moodustamiseks ja lipopoliisahhariidide siinteesiks (Yan ja
Wang, 2011). Xanthomonas campestris patovar campestris’el on kolm ColRS siisteemi
homoloogi ja nendest iiks on vajalik bakterile rediselehtede nakatamisel (Zhang jt., 2008).

On ka mitmeid artikleid, mis viitavad, et ColRS siisteem osaleb metallide homdostaasi
reguleerimisel. P. putida CD2 colR- ja colS-defektsed tiived on vorreldes algse tiivega palju
tundlikumad Mn®* suhtes, kuid suurenenud on ka nende tiivede Cd**, Zn?*, Co®*, Cu®*, Ni** ja
Pb* tundlikkus (Hu ja Zhao, 2007). Xanthomonas citri subsp. citri on colR ja colS geenide
defektsuse korral tundlikum Cu®* suhtes (Yan ja Wang, 2011) ja Xanthomonas campestris
patovar campestris Cd®* suhtes (Zhang jt., 2008). Samas on niidatud, et Xanthomonas oryzae
patovar oryzae colS-defektne tiivi kasvab halvemini rauavaestes tingimustes, mis vastupidiselt
tilejddnud ndidetele viitab, et ColRS siisteem on vajalik metallivaestes tingimustes
(Subramoni jt., 2012).

Kokkuvotlikult voib 6elda, et kuigi ColRS signaaliraja kohta on andmeid erinevatest
bakteriliikidest ja tema osalust on kirjeldatud véga erinevates fenotiilipides, pole seni siiski
selge, mis on selle signaaliraja tipne funktsioon. Enamus andmeid viitab, et ColRS siisteemi
on vaja membraani stabiilsuse kontrollimiseks, aga seni pole teada, millistel tingimustel see
signaalirada aktiveerub ja millised muutused vastusena membraanis toimuvad. Enamikus
bakterites ei teata ka ColRS siisteemi mirklaudgeene ja kuigi P. putida’s on kiimmekond

ColR-soltuvat geeni teada, pole see ilmselt veel kogu ColR regulon.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. T66 eesmargid

Mitmetes bakteriliikides on ColRS kahekomponentne signaalirada seotud metalliliia
talumisega. P. putida CD2 tiivi muutub ColRS siisteemi puudumisel Mn®*, Cd?*, Zn?*, Co*",
Cu?*, Ni** ja Pb* tundlikumaks (Hu ja Zhao, 2007). X. citri subsp. citri’le on CoIRS siisteem
vajalik Cu®* lila (Yan ja Wang, 2011) ja X. campestris patovar campestris’le Cd** liia
talumiseks (Zhang jt., 2008). Nendest andmetest lahtuvalt piistitasime hiipoteesi, et ColS on
metallisensor, mis vastusena metalli liiale aktiveerib ColR’i ning jdrgnev ColR reguloni
aktivatsioon kaitseb bakterit metallistressi tingimustes. Selle hiipoteesi kontrollimiseks

pustitati kdesoleva t60 eesmarkideks:

1) selgitada, kas P. putida PaW85 tiivele on ColRS siisteem vajalik metalliliia

tingimustes;
2) teha kindlaks, kas metalliliig aktiveerib ColRS signaaliraja;
3) teha kindlaks, kas metalliioonid on signaaliks, mida ColS valk &ra tunneb;

4) analiiiisida, kas ColRS siisteem on metalliliia tingimustes vajalik védlismembraani

lipopoliisahhariidide mustri vdi valgulise koostise muutmiseks.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud s60tmed, bakteritiived ja plasmiidid

To6o6s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid on toodud Lisas 1. So6tmena kasutati LB
soodet (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl). Tardso6tmed sisaldasid 1,65% agarit.
Erinevate tiivede metallitundlikkuste hindamise LB tards66tmed sisaldasid 2 voi 2,3 mM
ZnS0y, 2 voi 2,3 mM FeSOg4, 2 mM FeClz, 3 mM MnCl,, 0,2 mM CoCl,, 3,5 mM CuSQyq, 1
MM NiSO; voi 0,3 mM CdSO,;. Rakkude kasvatamisel LB vedels6otmes lisati sootmele
metallisooli jargmiste l0ppkontsentratsioonidega: 0,6 voi 1,7 mM ZnSOy, 0,2 MM FeSQOq, 0,5
mM MnCl,, 0,1 mM CoCl,, 2 mM CuSQy, 0,5 mM NiSO,4 vdi 0,2 mM CdSO,. Selektsiooniks
kasutati antibiootikume kanamiitsiin (Km; 50 pg/ml), streptomiitsiin (Sm; E. coli jaoks 20
ug/ml ja P. putida jaoks 200 pg/ml), ampitsilliin (Amp; 100 ug/ml) ja bensiiilpenitsilliin (Bp;
800 pg/ml). Escherichia coli rakke kasvatati 37°C ja Pseudomonas putida rakke 30°C juures.

Vedelsootmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

2.2.2. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR’1 reaktsioonimahuks oli 20 pl ja reaktsioonisegu sisaldas 1x PCR puhvrit (75 mM
Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH,4)2SO4; 0,01% Tween 20), 2,5 mM MgCl;, 0,2 mM dNTP, 10
pmol praimereid, 0,5 tihikut Taq vdi Pfu DNA poliimeraasi ja matriits-DNA’d. Matriitsina
kasutati kas bakterirakke vO0i puhastatud plasmiidset DNA’d. Praimeritena kasutatud
oligonukleotiidid on toodud Tabelis 1. PCR’] viidi ldbi 25 tsiiklit, mis sisaldasid jérgmisi
etappe:

1) DNA denaturatsioon — 1 minut temperatuuril 95°C

2) praimeri seondumine matriits-DNA’le — 30 sekundit temperatuuril 55°C

3) DNA siintees — 30 sekundit kuni 4 minutit sdltuvalt siinteesitava DNA pikkusest ja

kasutatud DNA poliimeraasist.

Tabel 1. T66s kasutatud oligonukleotiidid

Oligonukleotiidi Jérjestus Kasutamine
nimi
Smut_1 5-TTT GCC CTG ATG AGC GCG CT-3'
Smut_2 5-GCA ACC AGC CAG CCA AGG AT-3'
S_E38Q 5-GAA ATC AGT CGC TCT TGG ACC AGG
TGC AC-3'
S_D57N 5-TCACTG ACG CTG TTC ATACGC AGC
AG-3'
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S_E96Q

5-CGC GGT TTC CAC CAG GTG TTC CGA
GA-3'

Mutatsiooniga colS
geeni sisaldavate

S E126Q 5-CAG AGC GAC TTC CAG GAG CGC GA- | colS-defektsete
3 tiivede
S E129Q 5-TTC GAG GAG CGC CAG CGC GTG CTT | konstrueerimine ja
TTT GC-3' kontrollimine
S E126Q E129Q |5-CAG AGC GAC TTC CAG GAG CGC CAG
CGCGTGCTTTTT GC-3'
prtac 5-AA TTA ATC ATC GGC TCG TAT AA-3'
Tn7R109 5'-CAG CAT AAC TGG ACT GAT TTC AG-3'
Tn7GImS 5-AAT CTG GCC AAG TCG GTG AC-3'
cptAees 5-GTATGC CTC GTC GTACCT T-3'
2580Sacl 5-CCG AGC TCATCATGA CGC GCATCA | PP2579 geeni
TT-3 deletsioontiivede
cptApikk 5-AAG GTA CGA CGA GGC ATA CTA CCG | konstrueerimine ja
CAA GAATGG CTT GCG-3' kontrollimine
2578Sall 5-CAG GTC GAC CGC CCACAG T-3
33EcoRlI 5-TTAGAA TTC CAG ATTTGA AGATTT
AAC G-3' PP0035-PP0034-
33lopp 5-AAT GCG GAA ACG CCT CGC AA-3 PP0033 operoni
35pikk 5-TTG CGA GGC GTT TCC GCA TAG CCT | deletsioontiivede
ATG GAG GCA AAG GT-3' konstrueerimine ja
35Sall 5-ATT GTC GAC AAA CAC GGG AGC ACC | kontrollimine
AA-3'
PP0036alg 5-AAG GAT CCA ATATGT CAG GGC TGT-
3
903Sacl 5-TAG AGC TCACCCTGT ATT TCG ATG
GC-3' PP0903-PP0904-
orf222alg 5-TTC AAG CTT GAT GGG GCT ACG-3' PP0905 operoni
905jarel 5-GTA GCC CCATCA AGC TTG AAT GCG | deletsioontiivede
TTA GCT GGA AAA GCC-3' konstrueerimine ja
905Kpnl 5-TAT GGT ACC CAG GTC GGG CTG GTG | kontrollimine
A-3'
Fw 5-GTA AAA CGA CGG CCAGT-3 kloneerimiste
Rev 5'-AAC AGC TAT GAC CAT G-3' kontrollimine
psw-F 5-GGA CGC TTC GCT GAA AAC TA-3' pSW (I-Scel)
psw-R 5-AAC GTC GTG ACT GGG AAA AC-3' plasmiidi kontroll

2.2.3. Kloneerimine

Kloneerimisel kasutati firma Thermo Scientific ensiitime. Iga ColR-reguleeritava geeni

vOi operoni deletsiooni sisaldava DNA 16igu tekitamiseks viidi 14bi kolm PCR reaktsiooni

(Tabel 2). I ja II PCR reaktsioon viidi 1dbi paralleelselt ja selle kdigus amplifitseeriti umbes

500 aluspaari pikkused jarjestused mdlemalt poolt deleteeritavat piirkonda. Saadud PCR

produkte toodeldi 2,5 iihiku eksonukleaas I’ga (Exol) ja neid kasutati matriitsina kolmandas

PCR reaktsioonisegus, mille kidigus kleebiti 1 ja II reaktsioonisegu DNA fragmendid
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omavahel kokku. Tekkinud fragmente 1digati sobivate restriktaasidega (Tabel 2) ning
kloneeriti samade restriktaasidega avatud pEMG vektorisse. Selle tulemusena saadi
PEMG/A35-33, pEMG/A903-905 ja pPEMG/A2579 plasmiidid.

Tabel 2. ColR-reguleeritava geeni vdi operoni deletsiooniga fragmentide tekitamiseks kasutatud

praimerid ja nende Kloneerimisel kasutatud restriktaasid

deletsioon | I PCR praimerid I1 PCR praimerid I11 PCR praimerid | kasutatud
restriktaasid
A35-33 33EcoRI1+33lopp 35pikk+35Sall 33EcoRI+35Sall EcoRl ja Sall

A903-905 | 903Sacl+orf222alg | 905jarel+905Kpnl | 903Sacl+905Kpnl | Sacl ja Kpnl

A2579 2580Sacl+cptAees | cptApikk+2578Sall | 2580Sacl+2578Sall | Sacl ja Sall

Iga erineva mutatsiooniga colS geeni fragmendi tekitamiseks viidi 1dbi kaks PCR
reaktsiooni. Esimeses PCR reaktsioonis kasutati ColS’i periplasmaatilist osa kodeeriva
jarjestusega komplementaarset, kuid kindlat mutatsiooni sisaldavat praimerit ja teise
praimerina Smut 1 v6i Smut 2’de (Tabel 3). Saadud PCR produkte toddeldi 2,5 iihiku
Exol’ga ja kasutati koos Smut 1 vdi Smut 2 praimeriga teises PCR reaktsioonis (Tabel 3).
Koigis reaktsioonisegudes kasutati matriitsina pUCNot/lacltaccolS plasmiidi. Teises PCR
reaktsioonis saadud DNA fragmente t66deldi Dpnl, Mval2691 ja Bpul102I restriktaasidega
ning fragmendid kloneeriti Mval2691 ja Bpull02l restriktaasidega avatud ning aluselise
fosfataasiga (FastAP) toodeldud pUCNot/lacltaccolS plasmiidi. Tulemusena saadi
pUCNot/lacltaccolS-E38Q, pUCNot/lacltaccolS-D57N, pUCNot/lacltaccolS-E96Q),
pUCNot/lacltaccolS-E126Q, pUCNot/lacltaccolS-E129Q ja pUCNot/lacltaccolS-
E126QE129Q plasmiidid (Lisa 1).

Tabel 3. Mutatsiooni sisaldavate colS geenifragmentide tekitamiseks kasutatud praimerid

ColS’i viidav mutatsioon | PCR praimerid Il PCR praimerid

E38Q S E38Q+Smut_1 I PCR produkt+Smut_2
D57N S D57N+Smut_1 I PCR produkt+Smut_2
E96Q S E96Q+Smut_2 I PCR produkt+Smut_1
E126Q S_E126Q+Smut_2 | PCR produkt+Smut_1
E129Q S_E129Q+Smut_2 | PCR produkt+Smut_1
E126 ja E129Q S _E126Q E129Q+Smut_2 | PCR produkt+Smut_1

Mutantseid ColS valke kodeerivatest plasmiidest ja ka esialgsest pUCNot/lacltaccolS

plasmiidist Notl restriktaasiga vidlja 10igatud erinevad lacltaccolS jirjestused kloneeriti
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Notl’ga avatud pBK-miniTn7-QSm plasmiidi, Tn7 minitransposooni sisse. Sel viisil saadi
pminiTn7lacltac-colS, pminiTn7lacltac-colS-E38Q, pminiTn7lacltac-colS-D57N,
pminiTn7lacltac-colS-E96Q, pminiTn7lacltac-colS-E126Q, pminiTn7lacltac-colS-E129Q ja
pminiTn7lacltac-colS-E126QE129Q plasmiidid (Lisa 1).

2.2.4. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

E. coli CC118ipir DNA-kompetentsete rakkude valmistamiseks kiilvati 150 pl iile6o
4,5 ml LB s66tmes 37°C juures kasvanud rakke timber 4 ml YENB so6tmesse (0,75% ,,Bacto
yeast extract®; 0,8% ,,Bacto nutrient broth) ja kasvatati 37°C juures optilise tiheduseni 0,5-
0,9 (A=580 nm). S66tmes olnud rakud tsentrifuugiti pdhja (30 sekundit, 12100 g), kallati
sO00de pealt dra ja rakke pesti kaks korda 800 ul destilleeritud veega ning iiks kord 800 pul 10%
gliitserooliga. Rakud suspendeeriti 100 pl 10% gliitseroolis.

P. putida kompetentide valmistamiseks kasvatati rakke {ile66 4,5 ml LB s66tmes 30°C
juures. Rakud tsentrifuugiti kokku 250 pl rakukultuurist (1 minut, 12100 g), pesti kolm korda
300 mM sahharoosiga ja voeti iiles 100 pl 300 mM sahharoosis.

Kompetentsetele rakkudele lisati 0,1-1 pg vees lahustatud DNA’d. Rakud pipeteeriti
elektroporatsiooni kiivetti ja elektroporatsioon teostati BioRad elektroporaatoriga pingel 2500
V. Kiivetist pesti rakud vélja 1 ml LB s66tmega, mille jérel E. coli rakud kasvasid 45 minutit
37°C juures ja P. putida rakud 45 minutit kuni 3 tundi (pEMG derivaatide puhul) 30°C juures

loksutil. Seejérel plaaditi rakud selektiivsodtmele.

2.2.5. DNA eraldamine ja restriktsioonanaliiiis

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firma Favorgen DNA eraldamise Kitti
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit ja jérgiti tootja protokolli. DNA elueeriti 60 pul Milli-
Q veega.

Eraldatud DNA’d kontrolliti restriktsiooniga, mida analiiiisiti geelelektroforeesiga.
DNA proovile lisati viarv (0,04% broomfenoolsinine; 50% gliitserool) ja kanti 1%-sele
agaroosgeelile 1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat; 1 mM EDTA, pH 8,2), mis sisaldas
etildiumbromiidi 16ppkonsentratsiooniga 0,33 pg/ml. Elektroforees toimus toatemperatuuril

pingel 10-15 V/cm. Geeli pildistati ultraviolettvalguses.
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2.2.6. DNA sekveneerimine

Sekveneerimisproovi valmistamiseks kasutati firma Applied Biosystemsi BigDye
Terminator v3.1 sekveneerimiskitti ja tootjafirma modifitseeritud protokolli, millele vastavalt
sisaldas 10 ul reaktsioonisegu 2 ul 5x lahjenduspuhvrit (200 mM Tris pH 9,0; 6 mM MgCly);
1,6 pmol praimerit; 0,7 ul premix’i (Big Dye PR-100 mix v3.1); 1 ul sekveneeritavat PCR-i
produkti. Reaktsioon toimus 35 tsiiklina tingimustel

1) 15 sekundit 95°C

2) 10 sekundit 50°C

3) 45 sekundit 60°C

Reaktsioonisegus kasutatud PCR produkti oli eelnevalt toodeldud 2,5 hiku
eksonukleaas I’ga (Exol, Thermo Scientific) ning 1 iihiku aluselise fosfataasiga (FastAP,
Thermo Scientific) jargmistel tingimustel: 37°C 15 minutit ja 80°C 15 minutit.

DNA sekveneeriti Applied Biosystems 3730x1 kapillaarsekvenaatoriga ning saadud

jarjestusi analiiiisiti BioEdit programmiga.

2.2.7. Deletsioonmutantide konstrueerimine

Deletsioonmutantide konstrueerimiseks kasutati Victor de Lorenzo laboris vilja
tootatud metoodikat (Martinez-Garcia ja de Lorenzo, 2011). Sellele vastavalt viidi geeni voi
operoni deletsiooniga fragmenti sisaldav pEMG plasmiid P. putida erinevate tiivede
rakkudesse ja selekteeriti kanamiitsiiniresistentsed kointegraadid, mis sisaldasid nii tervet kui
deletsiooniga lookust. Kointegraatidesse viidi sisse I-Scel nukleaasi kodeeriv plasmiid
pSW(I-Scel). [1-Scel ekspressiooni indutseerimiseks ja homoloogilise rekombinatsiooni
voimaldamiseks kasvatati rakke viahemalt 16 tundi 1,5 mM metiiilbensoaati sisaldavas
soOtmes. Seejdrel kiilvati rakud LB sootmele ja selekteeriti vélja kanamiitsiinitundlikud
rakud. Deletsiooni olemasolu kontrolliti PCR abil (Tabel 1) ja I-Scel nukleaasi kodeerivast
plasmiidist vabanemiseks kasvatati rakke paar paeva mitteselektiivses sootmes ning valiti

vilja bensiiiilpenitsilliini suhtes tundlikud kloonid.

2.2.8. colS-defektse tiive komplementeerimine algse voi mutantse ColS’ga

Algse ja mutatsiooniga colS geeni sisaldavate tiivede konstrueerimiseks viidi erinevat
lacltaccolS ekspressioonikassetti sisaldav pBK-miniTn7-QSm plasmiid (Lisa 1) koos

pUXBF13 plasmiidiga P. putida colS tive rakkudesse. Selekteeriti vilja
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streptomiitsiiniresistentsed,  kuid  bensiiiilpenitsilliinitundlikud ~ transformandid  ja
ekspressioonikasseti olemasolu genoomis Tn7 insertsioonikohas kontrolliti PCR abil
kasutades prtac ja Smut_2 ning Tn7R109 ja Tn7GImS praimereid.

2.2.9. Metallitundlikkuse analuts

P. putida colR ja colS tiivede metallitundlikkuse hindamiseks tehti iile6dé 4,5 ml 30°C
juures kasvanud rakkudest 10- kuni 10°-kordne lahjenduste rida ja igast lahjendusest kiilvati 5
ul erinevat siirdemetalli sisaldavale LB tardsootmele. Siirdemetallide kontsentratsioonid
sootmetes olid 2 MM ZnSOq4, 2 mM FeSO4, 3 mM MnCl,, 0,2 mM CoCly, 3,5 mM CuSQ,, 1
mM NiSO4 voi 0,3 mM CdSO,. Fe** ja Fe** tundlikkuse hindamiseks kiilvati tiived nii
vahetult enne katset valmistatud kui umbes kuu aega seisnud 2 mM FeSO, sisaldavatele LB
tards6otmetele ning 2 mM FeClj sisaldavale sd66tmele.

Tsingi minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIC) maaramiseks kasvatati baktereid
mikrotiiterplaadis, mille kannudesse tehti LB s66tmesse ZnSO4 kontsentratsiooni alanev rida.
Kasutati kahte erinevat ZnSO,4 lahjendusrida: 1) 12 mM, 6 mM, 3 mM, 1,5 mM ja 0,75 mM
ning 2) 5 mM, 4 mM, 3,5 mM, 3 mM, 2,5 mM, 2 mM, 1,75 mM ja 1,5 mM. Uless 30°C
juures kasvanud rakkude 10-kordsest lahjendusest kiilvati igasse kannu 5 pl (~5x10° rakku).
Rakud kasvasid 24 tundi 100 pl s66tmes 30°C juures loksudes. Kasvu vordlemiseks mdodeti

rakukultuuride optilised tihedused lainepikkusel 580 nm.

2.2.10. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse méidramine

[-galaktosidaasi eriaktiivsused méadrati P. putida PaWa85, colR ja colS tiive rakkudest,
mis sisaldasid p9TTglacZ/35, p9TTglacZ/268, p9TTglacZ/900, p9TTglacz/903,
p9TTglacz/737, p9TTglacZ/1636, p9TTglacZ/2579 voi p9TTglacZ/5152 plasmiidi ja lisaks
PaW85 tiive rakkudest, mis sisaldasid p9TTglacZ/36, p9TTglacZ/colR, p9TTglacz/1288,
p9TTglacz/1915, p9TTglacZ/2560, p9TTglacZ/2561 voi p9TTglacZ/3766 plasmiidi (Lisa 1).

Rakud kasvasid umbes 20 tundi 30°C juures 4,5 ml LB sd6tmes voi metallisoola
sisaldavas LB so6tmes. Metallisoolade Idppkontsentratsioonid s6otmes olid jargmised: 0,6
voi 1,7 mM ZnSOy, 0,2 mM FeSQO4, 0,5 mM MnCl;, 0,1 mM CoCl,, 2 mM CuSOy, 0,5 mM
NiSO;4 voi 0,2 mM CdSOsa.

B-galaktosidaasi eriaktiivsuse madramiseks kasutati Milleri meetodit (Miller, 1972),
millele vastavalt valmistati reaktsioonisegu: 1,6 ml Z-puhvrit (60 mM Na,HPO,4, 40 mM
NaH,PO4, 10 mM MgSO,, 50 mM B-merkaptoetanool, 0,0005% SDS, pH 7), 0,4 ml ONPG
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(orto-nitrofeniiiil-B-Dgalaktopiiranosiid, 4 mg/ml) lahust, 100 ul kloroformi ja 50 pl
rakukultuuri. Piisavalt kollase virvuse tekkimisel peatati reaktsioon 1 ml 1 M NaCOs3-ga,
fikseeriti aeg ja moddeti reaktsioonisegu optilised tihedused lainepikkustel 420 ja 550 nm.

Eriaktiivsuse (E) vdartus arvutati vilja Milleri iihikutes kasutades valemit

A420 — A550

E = 1000 — e txnv

kus A420 ja A550 on reaktsioonisegu optilised tihedused lainepikkustel 420 ja 550 nm, A580
rakkude optiline tihedus lainepikkusel 580 nm, t reaktsiooniaeg minutites ja V

reaktsioonisegusse lisatud rakukultuuri ruumala mi-tes.

2.2.11. Western blot analiiiis

Western blot meetodit kasutati ColR valgu hulga hindamiseks LB sd6tmes ja ZnSOq4
sisaldavas LB so6tmes kasvanud PaW 85 tiive rakkudes.

Uledd 5 ml-s kasvanud rakud koguti tsentrifuugimisega (1 minut, 12100 g). Rakud
suspendeeriti 300 ul 1 M NaCl sisaldavas 50 mM fosfaatpuhvris (pH 7,6) ja purustati
ultrasonikaatoriga (4710 Series Ultrasonic Homogenizer, Cole-Parmer Instruments
Co.;output=100) kahe 10-sekundilise tsiikliga, hoides rakke jdél. Purustatud rakkude
lahustumatu fraktsioon tsentrifuugiti pdhja (10 minutit, 10 000 g, 4°C) ning eraldatud
supernatandis mdérati valgukontsentratsioon Bio-Rad’i Quick Start Bradfordi reagendiga
vastavalt tootja protokollile.

Valmistati valguproovid, mis sisaldasid 7 pg analiilisitavat valgususpensiooni ja 7 pl 2x
Laemmli puhvrit (0,125 M Tris, 20% gliitserool, 2% SDS, 2% B-merkaptoetanool, 0,001%
broomfenoolsinine, pH 6,8) ning mille maht viidi 50 mM fosfaatpuhvriga (pH 7,6) 15 ul-ni.
Valguproove kuumutati 96°C juures 10 minutit ja lahutati 12,5% Tritsiin-SDS-
poliakriiiilamiid geelis (Schagger, 2006) konstantsel pingel 120 V.

Geelis lahutunud valgud kanti membraanile (GE Healthcare Amersham™), kasutades
Trans-Blot® SD (BIO-RAD) iilekandeaparaati ja iilekandepuhvrit (25 mM Tris pH 8,3; 192
mM gliitsiin; 0,02% SDS; 20% metanool) ning rakendades voolutugevust 3-5 mA/cm? 30
minuti jooksul.

Membraanil olevate valkude visualiseerimiseks hoiti membraani jirgnevates lahustes: 1
tund blokeerimislahuses (1xTBS; 5% 10ss; 0,05% Tween 20), 1 tund ColR’i vastast
poliiklonaalset antikeha sisaldavas blokeerimislahuses (suhtes 1:280), 3x 4 minutit
pesulahuses (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20), 1 tund Goat anti-rabbit

IgG antikeha sisaldavas blokeerimislahuses (suhtes 1:5000) ning membraani pesti uuesti 3x 4
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mitutit pesulahusega. Valgud ilmutati AP puhvriga (100 mM Tris pH 9,5; 100 mM NaCl; 5
mM MgCly; 330 ug/ml NBT ja 165 pg/ml BCIP) ja reaktsioon peatati stopplahusega (1xTBS;
20 mM EDTA).

2.2.12. Vilismembraani valkude eraldamine

Vilismembraani valgud eraldati LB’s ja 0,6 mM ZnSO, sisaldavas LB sddtmes
kasvanud P. putida PaW85 ning colR tiivede rakkudest.

25 ml’s kasvanud rakud tsentrifuugiti pohja (10 minutit, 10 000 g, 4°C) ning voeti iiles
3 ml 10 mM HEPES puhvris (pH 7.,4). Rakke hoiti iile66 -20°C juures ning seejérel purustati
nad ultrasonikaatoriga kuue 10-sekundilise tsiikliga. Purustatud rakke tsentrifuugiti (10
minutit, 10 000 g, 4°C) ja eraldatud supernatandist sadestati membraanivalgud (1 tund, 100
000 g, Beckman SW 55 Ti rootor, 4°C). Sade suspendeeriti 2 ml 1% N-lauroiiiilsarkosiini
sisaldavas 10 mM HEPES puhvris (pH 7.4) ning lahust inkubeeriti loksutil 37°C juures 30
minutit. Valismembraanid sadestati tsentrifuugimisel (1 tund, 100 000 g, 4°C). Sadet pesti N-
lauroiiiilsarkosiinist vabanemiseks 3 ml HEPES puhvriga (pH 7,4) ning vélismembraanid
sadestati tsentrifuugimisega samadel tingimustel. Saadud sade suspendeeriti 150 pl HEPES
puhvris (pH 7,4) ja preparaatide valgusisaldus maédrati Bio-Rad’i Quick Start Bradfordi
reagendiga vastavalt tootja protokollile.

Valkude lahutamiseks geelil valmistati valguproovid, mis sisaldasid 0,5 png
vélismembraani valke ja 3 ul 2x Laemmli puhvrit (0,125 M Tris, 20% gliitserool, 2% SDS,
2% B-merkaptoetanool, 0,001% broomfenoolsinine, pH 6,8). Proovi maht viid 6 pl-ni 10 mM
HEPES puhvriga. Valguproove kuumutati valkude denatureerimiseks 90°C juures 10 minutit
ning proovid kanti 10% Tritsiin-SDS-poliakriitilamiidgeelile. Valgud lahutati konstantsel
pingel 120 V ja vérviti AgNO3-ga vastavalt (Chevallet jt., 2006) protokollile.

2.2.13. Lipopoliissahhariidide eraldamine

Lipopoliisahhariidid eraldati iile66 LB’s ja 0,6 mM ZnSO, sisaldavas LB sddtmes
kasvanud P. putida PaW85, colR ja colS tiive rakkudest. 1 ml iile66 kasvanud kultuurist
koguti rakud tsentrifuugimisega (1 minut, 12100 g). Rakud suspendeeriti 50 ul liiisipuhvris
(2% SDS; 4% 2-merkaptoetanool; 10% gliitserool; 1 M Tris pH 6.,8; 0,0001%
broomfenoolsinine), kus neid inkubeeriti 10 minutit 100°C juures. Liitisisegule lisati 25 pg
proteinaas K’d ja inkubeeriti tund aega 60°C juures. Saadud preparaati kasutati
lipopoliisahhariide amaliitisimiseks ja sdilitati -20°C juures.
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Lipopoliisahhariidid lahutati 15% ilma SDS-ta poliiakriitilamiidgeelis konstantsel pingel
120 V. 25 korda lahjendatud lipopoliisahhariidide preparaati kuumutati 96°C juures 10
minutit ja geelile kanti 3 pl lahjendusest. Geeli vérviti AgNOs-ga vastavalt (Kittelberger ja
Hilbink, 1993) protokollile.

2.2.14. Lipopoliisahhariidide suhte médramine

Pika- ja lithikeseahelaliste lipopoliisahhariidide suhte maddramiseks kasutati ImageQuant
programmi, mille abil leiti LPS’1 vo6tide tugevuse jargi mitu protsenti moodustavad pikad ja
mitu protsenti lithikesed lipopoliisahhariidid iihel geelirajal olevatest lipopoliisahhariididest.
Lipopoliisahhariidide suhte arvutamisel jagati lithikeste lipopoliisahhariidide protsent pikkade

lipopoliisahhariidide protsendiga.
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2.3. Tulemused

2.3.1. P. putida PaW85 colR- ja colS-defektsed tiived on tundlikud tsingi-, raua- ja

mangaaniliiale

ColRS siisteemi vajalikkust metalliliia talumisel on ndidatud mitmetes bakteriliikides
(Hu ja Zhao, 2007; Zhang jt., 2008; Yan ja Wang, 2011). Selleks, et kindlaks teha, kas ka P.
putida PaW85 tiives on ColRS siisteem seotud metalliliia talumisega, vordlesin P. putida
PaWa85 ja tema colR- ning colS-defektsete tiivede kasvamist erinevaid metalle sisaldavatel
sootmetel. Selgus, et CoIR- ja colS-defektsed tiived ei suuda kasvada LB s66tmel, kus on palju
ZnS04, FeSO,4 voi MnCl; sooli (Joonis 5). CoCl,, CuSQO4, NiSO4 voi CdSO4 voimalikult
suured kogused, kus P. putida algtiive rakud veel kasvada suudavad, mutantsete tiivede kasvu
vorreldes algtiivega ei mojutanud. Seega vajab P. putida coIRS geene eelkdige tsingi-, raua- ja

mangaaniliias kasvamisel.

IPTG

PaW
colS
StacS
colR
RtacR

RtacRpsia

Joonis 5. P. putida erinevate tiivede kasv metallisooli sisaldavatel LB s66tmetel. Tiived on tdhistatud
jargmiselt: PaW — algtiivi PaW85; colS — colS-defektne tiivi; StacS — colS-defektne tiivi, millesse on
viidud tac promootorilt ekspresseeritav colS geen; colR — colR-defektne tiivi; RtacR — colR-defektne
tiivi, millesse on viidud tac promootorilt ekspresseeritav COIR geen ja RtaCRpsia — COIR-defektne tiivi,
millesse on viidud tac promootorilt ekspresseeritav mutatsiooni D51A kandev colR geen. IPTG
lisamine sootmesse on tdhistatud pluss mérgiga. Tasse pildistati péarast 20-tunnist kasvamist 30°C

juures. Uhes tipis oli kiilvihetkel ligikaudu 5000-50 000 rakku.

Kui colR- ja colS-defektsete P. putida tiivede tsingi-, raua- ja mangaanitundlikkuse

suurenemine on pdhjustatud ColR v&i ColS valgu puudumisest, siis peaksid nende tiivede
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metallitaluvused taastuma, kui mutantsetes tiivedes vastavate valkude siintees taastada. Selle
testimiseks kasvatasin metalle sisaldavatel sootmetel ka selliseid colR- ja colS-defektseid
tiivesid, kuhu on sisse viidud colR voi colS geen, mis ekspresseerub IPTG-ga indutseeritavalt
tac promootorilt (RtacR ja StacS tiived). Tulemused nditasid, et kui ilma IPTG-ta kasvavad
StacS rakud ZnSO,4, FeSO,4 vdi MnCl, sisaldaval so6tmel algtiivest halvemini, siis IPTG-d
sisaldaval s66tmel kasvab StacS tiivi kdikide metallide liia korral sama hésti kui algtiivi
(Joonis 5). Seega taastab ColS valgu ekspressioon colS-defektse tiive tsingi- raua- ja
mangaanitaluvuse ja jarelikult on colS-defektse tiive metallitundlikkus seotud just ColS valgu
puudumisega. Ka ColR valgu ekspresseerimine tac promootorilt taastab colR-defektse tiive
metallitaluvuse, kuid erinevalt StacS tiivest kasvavad indutseeritavat colR geeni sisaldavad
RtacR rakud juba ilma IPTG-ta ZnSO,4, FeSO, ja MnCl; sisaldaval s66tmel paremini kui
colR-defektse tiive rakud (Joonis 5). See tulemus oli ootuspdrane, sest varem on néidatud, et
RtacR rakkudes pole tac promootor tdielikult represseeritud ja ka ilma IPTG induktsioonita on
ColR’i ekspressioon piisav COIR-defektsuse komplementeerimiseks (Horak jt., 2004).

Kuna P. putida metalliresistentsuses on olulised nii ColS kui ka ColR, siis oletasime, et
vajalik on nende valkude vaheline signaalililekanne. ColRS siisteemis toimub
signaaliiilekanne sensorvalgult ColS regulaatorvalgule ColR nii, et ColS’lt kantakse
fosfaatrithm iile ColR’i 51. aminohappele, asparagiinhappele, ning selle muteerimine
alaniiniks (D51A) muudab ColR’i fosforiileerumisvoimetuks (Horak jt., 2004). Et kindlaks
teha, kas metallitaluvuse tagamisel on lisaks ColR ja ColS valgu olemasolule oluline ka, et
toimuks signaali iilekanne ColS’lt ColR’le, testisin D51A asendusmutatsiooniga ColR’1
voimet COIR-defektse tiive metalliresistentsust komplementeerida. Jooniselt 5 on néha, et
muteeritud ColR’i ekspresseeriv tiivi RtacRps;a €i suuda kasvada ei IPTG-ta ega IPTG-ga
ZnSQ,, FeSO,4 ja MNCl;, sisaldavatel s6otmetel. Seega ei taasta mutantne ColRps;a COIR-
defektse tiive tsingi- raua- ega mangaanitaluvust ja jirelikult on metalliliia korral lisaks ColR

ja ColS valkudele oluline ka nendevaheline signaaliiilekanne.

2.3.2. ColRS siisteemi defektsus mdjutab rohkem Fe?* kui Fe** tundlikkust

P. putida PaW85 erinevate tiivede rauatundlikkuse médramisel kasutasin raualiia
tekitamiseks FeSO, lahust, kus raud on oksiidatsiooniastmega +2. Fe?* oksiideerub aga
aeroobsetes tingimustes Fe**-ks. Seda on niha ka raualahuse virvuse muutumisest, sest
siirdemetallide lahuste vdrvus soltub metalliioonide oksilidatsiooniastmest (Atkins ja Jones,
2008). Seetdttu eeldasime, et FeSO, sisaldavas sdotmes on Fe?* ioonid oksiideerunud Fe®*

ioonideks ja colR- ning colS-defektsed tiived on eelkdige tundlikud Fe®* ioonide suhtes. Selle
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hiipoteesi kontrollimiseks vordlesin P. putida algtiive ja erinevate CoOIR- ja colS-defektsete
tiivede rauatundlikkust, kasutades so6tmete tegemisel umbes ithe kuu vanust FeSO,4 lahust,
vahetult enne katset valmistatud FeSO, lahust ja FeCl; lahust, kus raud on juba algselt
oksiidatsiooniastmega +3. Selgus, et ColRS signaaliraja suhtes defektsed tiived on iihtviisi
tundlikud uue ja vana FeSO, lahuse suhtes, kuid oluliselt vidhem tundlikud FeCls suhtes
(Joonis 6). Tundlikkuste erinevus ei ole pdhjustatud anioonide erinevusest, sest nditeks ZnSOy
ja ZnCl;, sisaldaval s66tmel kasvavad samad tiived lihtemoodi (tulemusi pole ndidatud).
Seetdttu nditab antud katse, et vastupidiselt eeldatule on colR- ja colS-defektsed tiived pigem
tundlikud Fe?* suhtes, kuigi ka FeCls sisaldaval sotmel kasvavad colR- ja colS-defektsed

tiived halvemini kui algtiivi.

2 mM FeSO, (2 mM FeSO,| 2 mM FeCl,
(uus lahus) | (vana lahus)

IPTG
Joonis 6. P. putida erinevate tiivede Fe** ja
PaW Fe** tundlikkuse hindamine. Tiived on
s tahistatud samamoodi nagu Joonisel 5.
co
Tasse pildistati péarast 20-tunnist kasvamist
StacS 30°C juures. Tapis oli kiilvihetkel ligikaudu
5000 rakku.
colR
RtacR

2.3.3. Tsink mdjutab P. putida ColR-reguleeritavate geenide promootorite aktiivsust ldbi
ColRS signaaliraja

Arvestades ColRS siisteemi vajalikkust P. putida tsingi-, raua- ja mangaanitaluvuses
piistitasime hiipoteesi, et nende metallide liig aktiveerib ColRS signaaliraja, mis viib ColR
reguloni geenide ekspressiooni muutumisele ja metalliliias vajalike valkude siinteesile. P.
putida’s on teada umbes kiimmekond geeni, mille transkriptsiooni ColR reguleerib (Kivistik
jt., 2009). Nende geenide transkriptsioonitaset on voimalik hinnata geenide promootorite
aktiivsuse jargi, mida omakorda saab madrata [-galaktosidaasi eriaktiivsusega (Kivistik jt.,
2009; Kivistik jt., 2006). Selleks, et selgitada, kas metallide liig vdib mdjutada ColR reguloni
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geenide ekspressiooni, testisin esmalt tsingiliia mdju ColR-reguleeritavate geenide
transkriptsioonitasemele. Maédrasin B-galaktosidaasi eriaktiivsuse abil ColR-reguleeritavate
geenide promootoraktiivsused nii tavalises LB kui 1,7 mM ZnSO, sisaldavas LB st6tmes
kasvanud algtiive rakkudes. Tulemused néitasid, et tsingiliia korral on P. putida algtiives
ColR-reguleeritavate promootorite aktiivsus selgelt muutunud (Joonis 7). Tsingiliig
represseerib vilismembraani valke kodeerivate geenide PP0268 ja PP0737 promootoreid ja
aktiveerib geenide PP0035, PP0900, PP0903, PP1636, PP2579 ja PP5152 (geenide kodeeritud
valkude kohta vt Tabel 4) promootoreid (Joonis 7). Kuna PP0268 ja PP0737 transkriptsioon
on teadaolevalt ColR’i poolt represseeritav ja teiste geenide ekspressioon ColR’ga
aktiveeritav (Kivistik jt., 2006; Kivistik jt., 2009), siis viitavad saadud tulemused ColR’i

osalusele nende geenide tsinksoltuval repressioonil/aktivatsioonil.

Joonis 7. ColR-reguleeritavate

70
9 o LB geenide  promootoraktiivsused
0 60 i i
:; @ LB+1,7 mM ZnSO4 moddetuna B-galaktOSIdaaSI
v
8 § >0 eriaktiivsuse kaudu. Erinevate
S 2 4 . )
5 E promootorite testplasmiide
@ 5 -4
S T 30 I sisaldavad P. putida algtiive
v —
§ § 20 H ] rakud kasvasid LB sdotmes,
% 10 U _ millele kas polnud v&i oli
oo
@ Flﬁ &H A | visatud 1,7 mm znso,. Esitatud
O T T T T = T T T 1
268 737 35 900 903 1636 2579 5152 on vidhemalt kolme katse
keskmised koos 95%

usalduspiiridega.

Lisaks eespool mainitud kaheksale promootorile testisin tsingi mdju ka teistele
varasemalt ColR reguloni ennustatud geenide proomotoritele (Kivistik jt., 2009). Selgus, et
geenide PP0036, PP1288, PP1915, PP2560, PP2561 ja PP3766 promootorite aktiivsusi tsink
ei mojutanud (tulemusi pole ndidatud), mis viitab, et ColR reguloni ennustus sisaldab ka

mitmeid valepositiivseid geene.

31



Tabel 4. Kdesolevas t66s analiitisitud ColR-reguleeritavad geenid P. putida’s.

Geen/ Kodeeritav valk Oletatav iilesanne ColR’i mdju
operon (lokalisatsioon*) rakus ekspressioonile
(viide)
PP0035 GtrA perekonna valk (SM) lipopoliisahhariidide aktiveerib
PP0034 fosfaat-L-Ara4FN transferaas (LPS’de) siintees | (Kivistik jt., 2009)
ArnC (SM)

LPS’de

PP0033 4-amino-4-deoksii-L-arabinoosi modifitseerimine

transferaas ArnT (SM)

PP0268 poriin OprE3 (VM) ? represseerib
(Kivistik jt., 2006)
PPO737 lipiid A 3-O-deatsiilaas PagL LPS’de represseerib
(VM) modifitseerimine | (Kivistik jt., 2009)
PP0900 PAP2 perekonna valk (SM) fosfolipiidide aktiveerib
metabolism (Kivistik jt., 2009)
PP0903 metiiiltransferaas (TP) LPS’de metabolism aktiveerib
PP0904 LPS’i kinaas InaA (TP) LPS’de (Kivistik jt., 2009)
modifitseerimine
PP0905 hiipoteetiline valk (SM) ?
PP1636 diatsiiiilgliitserooli kinaas DgkA fosfolipiidide aktiveerib
(SM) metabolism (Kivistik jt., 2009)
PP2579 fosfoetanoolamiini transferaas LPS’de aktiveerib
CptA (SM) modifitseerimine (kdesolev t60)
PP5152 konserveerunud hiipoteetiline ? aktiveerib
valk (SM) (kdesolev t60)
PPS151 hiipoteetiline valk (?) ?

* VM — vilismembraan, SM — sisemembraan, TP — tsiitoplasma

Selleks, et kindlaks teha, kas testitud promootorite transkriptsioonitaseme tsinksoltuv
regulatsioon vajab ColRS signaalirada, modtsin nendelt promootoritelt ldhtuvat
transkriptsiooni ka ZnSO, sisaldavas so6tmes kasvanud COIR- ja colS-defektsetes tiivedes.
Kuna ColRS siisteemi suhtes defektsed tiived on tsingi suhtes tundlikumad ja ei suuda
kasvada 1,7 mM ZnSO, juuresolekul, siis kasvatasin selles katses baktereid 0,6 mM ZnSQO,
sisaldusega sootmes. Selgus, et ka 0,6 mM ZnSO4 mdjutab testitud promootorite aktiivsusi
algtiives, kuigi vahemal mééral kui 1,7 mM (vordle algtiive vaartusi joonisel 7 ja 8). Samas ei
mojutanud kasvukeskkonda lisatud tsink promootorite akiivsusi COIR- ja colS-defektsetes
tivedes (Joonis 8). Vaid PP0035 geeni promootor aktiveerus vastusena tsingile ColRS
slisteemist soltumatult, kuid see muutus ei ole COIR- ja colS-defektsetes tiivedes nii suur, nagu
algtiives  (Joonis  8). Jdrelikult vajab  analiilisitud  promootorite  tsinksoltuv

aktivatsioon/repressioon funktsionaalset ColRS signaalirada.
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Joonis 8. ColR-reguleeritavate promootorite aktiivsused P. putida algtiives PaW85 ja colR- ning colS-
defektsetes tiivedes. Erinevate promootorite testplasmiide sisaldavad P. putida algtiive rakud kasvasid
LB s66tmes, millele kas polnud voi oli lisatud 0,6 mM ZnSO,. Esitatud on vdhemalt kolme katse

keskmised koos 95% usalduspiiridega.

2.3.4. Tsingiliig ei muuda colRS operoni ekspressiooni ega ColR valgu hulka rakus

Enamasti reguleerivad kahekomponentsed silisteemid oma mirklaudgeene seega, et
kahekomponentse siisteemi aktiveerumisel toimib fosforiileeritud regulaatorvalk efektiivsema
transkriptsiooni regulaatorina kui mittefosforiileeritud valk. Samas voib tingimustes, kus
kahekomponentne silisteem on vajalik, suureneda ka teda ennast kodeerivate geenide
ekspressioon (Perron jt., 2004) ja ka fosforiileerimata regulaatorvalk voib mdjutada geenide
transkriptsioonitaset, kui teda on rakus suures koguses (Kivistik jt., 2009). colRS operoni
kohta on teada, et operoni ees paikneb ColR’1 seondumisjérjestus (Kivistik jt., 2009) ja kuigi
varasemad katsed ei ole ndidanud, et ColR toimiks autoregulaatorina, kontrollisin siiski,
kuidas muutub ColR valgu enda kogus tsingiliia korral. Selleks kasutasin kahte meetodit:
coIRS operoni promootori aktiivsuse méadramist B-galaktosidaasi eriaktiivsusega ja ColR
valgu koguse hindamist Western blot meetodiga. Promootoraktiivsuste vordlus néitas, et 1,7
mM ZnSO, juuresolekul kasvanud rakkudes ei ole colR geeni ekspressioon oluliselt suurem,
kui tavalises s60tmes kasvanud rakkudes, mis viitab, et tsingiliig ei indutseeri COIRS operoni
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(Joonis 9A). Ka ColR valgu koguse hindamine Western blot meetodiga néitas, et ColR valgu
hulk ei soltu tsingi kogusest kasvukeskkonnas (Joonis 9B). Jarelikult, kuna tsingiliias ColR
valgu hulk rakkudes ei suurene, peab ColR-reguleeritavate geenide transkriptsioonitaseme

muutus olema pdhjustatud sellest, et tsingiliig aktiveerib ColRS signaaliraja.
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Joonis 9. Tsingiliia mdju colR promootori ekspressioonile (A) ja ColR valgu hulgale (B). A. colR
geeni promootoraktiivsused tavalises LB ja 1,7 mM ZnSO, sisaldavas LB s66tmes kasvanud P. putida
algtiive PaW85 rakkudes. Esitatud on kolme katse keskmised koos 95% usalduspiiridega. B. Western
blot ColR’i vastaste antikehadega. Koguvalk eraldati tavalises LB s66tmes, 0,6 mM ZnSQ, sisaldavas
ja 1,7 mM ZnSO, sisaldavas LB s66tmes kasvanud P. putida algtiive rakkudest. Kontrolliks kasutati
colR-defektsest tiivest eraldatud koguvalku. 12,5% SDS-PA geelile on kantud 7 ug valku.

2.3.5. Lisaks tsingile m&jutavad ColR-reguleeritavate promootorite aktiivsust ka raud,

mangaan ja kaadmium

Kuna P. putida colR- ja colS-defektsed tiived on lisaks tsingile tundlikumad ka raua ja
mangaani suhtes (Joonis 5), siis testisin, kas ka need v6i moni muu metall, voiksid ColRS
signaalirada aktiveerida. Selleks moStsin ColR-aktiveeritava PP0903 ja ColR-represseeritava
PP0268 promootori aktiivsusi erinevaid metalle sisaldavates sootmetes kasvanud rakkudes.
Selgus, et P. putida algtiives suurendavad PP0903 geeni promootorilt 1ahtuvat transkriptsiooni
lisaks tsingile ka raud, mangaan ja kaadmium (Joonis 10A). Samas aga koobalt, vask ja nikkel
PP0903 promootori aktiivsust ei mdjuta. Sarnase tulemus sain ColR-represseeritava PP0268
promootoriga, mille aktiivsus vihenes tsingi-, raua-, mangaani- ja kaadmiumiliia tingimustes

(Joonis 10B). Koobalti, vase ja nikli puhul selle promootori repressiooni ei taheldatud.
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Joonis 10. PP0903 (A) ja PP0268 (B) geenide promootoraktiivsused erinevate metallide liias
kasvanud P. putida algtiive PaW85 rakkudes. Mdlema geeni promootoraktiivsused moddeti tavalises
LB s66tmes ja 0,6 mM ZnSOy, 0,2 mM FeSQ,4, 0,5 mM MnCl,, 0,2 mM CoCl,, 2 MM CuSQOy, 0,5 mM
NiSQO, ja 0,2 mM CdSQ, sisaldavas LB s66tmes kasvanud rakkudest. Mdlemal joonisel on esitatud

viahemalt nelja katse keskmised vaartused koos 95% usalduspiiridega.

Selleks, et kontrollida, kas raud, mangaan ja kaadmium mdjutavad PP0903 ja PP0268
promootoreid ColRS signaaliraja kaudu, vordlesin nende promootorite aktiivsusi 0,2 mM
FeSOg4, 0,5 mM MnCl; ja 0,2 mM CdSO, juuresolekul kasvanud algtiive ja colS-defektse tiive
rakkudes. Ilmnes, et erinevalt algtiivest PaAW85 ei mojuta iikski metall colS-defektses tiives ei
PP0903 ega PP0268 promootori aktiivsust (Joonis 11), mis nditab, et nii tsink, raud, mangaan
kui kaadmium mojutavad nende geenide transkriptsiooni ldbi ColRS signaaliraja. Kuna ColR
valgu kogus metalliliias ei suurene (tsingi kohta Joonis 9B, teiste metallide tulemusi pole
ndidatud), siis viitab see, et ColRS siisteemi aktiveerivad nii tsingi-, raua-, mangaani- kui ka

kaadmiumiioonid.

35



70

B

=

(7)1

frd 50 ==

>

E 8 a0 T T i‘ oLs

= = 00,6 MM Zn
@ X~ '|'

‘< 30 7] 10 7] 00,2 MM Fe
g 3

% 20 00,5 mM Mn
] m0,2 mM Cd
E r

© 10

(1]

P [

o 0 — ) e p— ) oy

903 268

Paw ‘ colS ‘ Paw colS

Joonis 11. PP0903 ja PP0268 promootoraktiivsused P. putida algtiives PaW85 ja colS-defektses tiives.
Mblema geeni promootoraktiivsused moddeti ilma metallisoolata ja 0,6 mM ZnSO,, 0,2 mM FeSO,,
0,5 mM MnCI, ning 0,2 mM CdSOQ, sisaldavas LB s66tmes kasvanud rakkudest. Esitatud on vihemalt

nelja katse keskmised koos 95% usalduspiiridega.

2.3.6. Ukski teadaolev ColR-reguleeritav geen pole iiksinda vastutav ColRS siisteemi
defektsete rakkude suurema tsingitundlikkuse eest

Nagu eespool nididatud reguleerib ColRS siisteem metalliliiast soltuvalt kaheksa
geeni/operoni ekspressiooni (Joonis 8 ja Tabel 4). Selleks, et kindlaks teha, kas ja millised
neist geenidest voiksid olla P. putida’le vajalikud metalliliia tingimustes, vordlesin erinevate
ColR-reguleeritavate geenide suhtes defektsete P. putida tiivede ZnSO, taluvusi. Eeldasin, et
ColR-aktiveeritavate geenide katkestamine algtiives vdiks vihendada bakteri tsingitaluvust ja
ColR-represseeritavate geenide katkestamine colR-defektses tiives voiks suurendada selle
tilve metallitaluvust. Kasutades bakterite kasvatamist kahekordse ZnSO, lahjendusastmega
LB sootmetes sain tulemused, mis niitasid, et iikski neist geenidest ei mdjuta oluliselt
rakkude tsingitundlikkust (Joonis 12). Ei PP0900, PP0905, PP1636 katkestamine ega PPO035-
PP0034 ja PP0903-PP0904 topeltkatkestamine vdhendanud algtiive rakkude tsingitaluvust.
Samuti ei suurenenud colR-defektse tiive tsingitaluvus, kui katkestatud oli PP0268 voi
deleteeritud PP0737 geen (Joonis 12). Ka PP2579 deleteerimine voi PP5152 katkestamine ei
mdjutanud algtiive tsingitundlikkust (Tabel 5).
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Joonis 12. ColR-reguleeritavate geenide suhtes defektsete tiivede ZnSO, taluvused. Rakud kasvasid

enne optilise tiheduse mddtmist 30°C juures 24 tundi. Joonisel on iihe katse tulemused.

Kuna iihelgi geenil iiksikult ega ka kahel samasse operoni kuuluva geeni topeltmutandil
ei olnud mdju tsingitundlikkusele, siis oletasime, et COIR- ja colS-defektsete tiivede
metallitundlikkuse suurenemine vdib olla pdhjustatud mitme geeni koosmdjust. Seetdttu
konstrueeriti samaaegselt mitme ColR-reguleeritava geeni voi operoni suhtes defektsed tiived
(vt Lisa 1) ja vorreldi nende tsingitundlikkusi. Kasutades viiksemate ZnSO4
kontsentratsioonide vahedega sootmeid, selgus, et tiived, kus on deleteeritud kolmest geenist
koosnev PP0035-PP0034-PP0033 operon, on tsingi suhtes natuke tundlikumad kui algtiivi
(Tabel 5), kuid see pole vorreldav colR-defektse tiive tugevalt vahenenud tsingitaluvusega.
PP0900, PP0903-PP0905, PP2579 ja PP5152 geenide puudumine lisaks mone teise ColR-
reguleeritava geeni defektsusele tsingitundlikkust ei vihendanud (Tabel 5). Seega ei vastuta
colR- ja colS-defektsete tiivede tsingitundlikkuse suurenemise eest iikski teadaolev ColR-

reguleeritav geen liksinda ja ka mitmel geenil korraga ei ole suurt moju tsingitaluvusele.

37




Tabel 5. P. putida ColR reguloni geenide suhtes defektsete tiivede tsingitundlikkused. Esitatud on
minimaalne ZnSO, kontsentratsioon, mille korral vastavad tiived enam LB so6tmes kasvada ei suuda.

24 tundi 30°C juures kasvanud rakukultuuri optiline tihedus méaérati lainepikkusel 580 nm.

Katkestatud vdi deleteeritud geenidega tiivi Zn“* MIC* (mM) katsete arv
P. putida algtiivi PaW85 4 2
35-33 35

900 4 1
903-905 4 1
2579 4 1
35-33, 900 35 3
35-33, 903-905 35 1
35-33, 2579 35 2
903-905, 2579 4 1
35-33, 903-905, 2579 35 2
35-33, 903-905, 2579, 900 35 1
35-33, 903-905, 2579, 5152 35 2

*MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon

2.3.7. Tsingiliia korral muutub erineva ahelapikkusega lipopoliisahhariidide suhe, aga mitte

muster

Metalliliia paremaks talumiseks voOivad bakterid modifitseerida vélismembraani
lipopoliisahhariide (Nishino jt., 2006). Kuna Xanthomonas citri subsp. citri’s on leitud, et
ColRS siisteem puudumisel viaheneb pikaahelaliste LPS’ide siintees (Yan ja Wang, 2011) ja
kuna ka mitmed P. putida ColR-reguleeritavad geenid kodeerivad oletatavalt LPS’ide
stinteesis osalevaid valke (Tabel 4), siis analiiiisisin, kuidas muutub P. putida rakkude
LPS’ide muster tsingiliia korral ja kas see on seotud ColRS signaalirajaga. Selgus, et P.
putida algtiives PaW85 ei erine LPS’ide muster tsingiliias ja tavatingimustes ning samuti pole
erinevusi algtiive ja colR- ning colS-defektse tiive LPS’ide mustrites (Joonis 13A). Samas on
nii algtiives kui ka ColRS siisteemi suhtes mutantsetes tiivedes niha, et tsink muudab erineva
suurusega LPS’ide omavahelist suhet. Tsingiliias kasvanud rakkudel on suhteliselt vihem
pikki ja rohkem liihikesi lipopoliisahhariidi molekule (Joonis 13). Seega, ei muutu P. putida
rakkudes vastusena tsingi liiale LPS’ide muster, kuid muutub pikkade ja liihikeste
lipopoliisahhariidide suhe ja ColRS signaalirada ei ole nendes tingimustes

lipopoliisahhariidide siinteesiga nihtavalt seotud.
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Joonis 13. P. putida algtiive PaW85 ning coIR- ja colS-defektsete tiivede LPS’de mustrid (A) ja
lithikeste ning pikkade LPS’ide suhe (B). A. Algtiive LPS’d on eraldatud nii tavalises LB s66tmes, kui
0,6 mM ja 1,7 mM ZnSO, juuresolekul kasvanud rakkudest ja colR- ning colS-defektsete tiivede
LPS’d tavalises LB ja 0,6 mM ZnSQ, sisaldavas LB s66tmes kasvanud rakkudest. B. Liihikeste ja
pikaahelaliste LPS’ide suhte médramiseks on vastavad LPS’i hulgad kvantiteeritud kasutades
ImageQuant programmi. Algtiive ja colR-defektse tiive LPS’ide suhete arvutamisel on kasutatud
vidhemalt kolme geelipildi andmeid ja esitatud on 95% usalduspiirid, colS-defektse tiive suhted on

saadud kasutades joonisel A esitatud geelipilti.

2.3.8. colR-defektse tiive tsingiliias kasvanud rakkude vdlismembraani valguline koostis

erineb algtiivest

Varasemast on teada, et P. putida’s on ColRS siisteem tdendoliselt vajalik membraani
struktuuri ja eelkdige vilismembraani valgulise homdostaasi kontrollimiseks (Kivistik jt.,
2009; Putring jt., 2011). Seetdttu testisin, milline on tsingililas kasvanud rakkude
vélismembraani valgumuster ja kas on erinevusi algtiive ning CcoOIR-defektse tiive
vilismembraani valgulises koostises. Tulemused néitasid, et LB s66tmes kasvades on algtiive
ja colR-defektse tiive vdlismembraani valgumuster samasugune (Joonis 14). Tsingiliias on aga
nii algtiive kui colR-defektse tiive vélismembraani valguline koostis monevorra muutunud.
Lisaks sellele erineb tsingi juuresolekul kasvanud colR-defektsete rakkude vélismembraani
valgumuster mitmete valkude osas algtiive omast. See viitab, et ilmselt on ColRS siisteem

tsingiliias vajalik osade vilismembraanivalkude ekspressiooni reguleerimisel.
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2.3.9. ColS-i periplasmaatilises osas on neli konserveerunud glutamiinhapet ja tiks

asparagiinhape

Valkudes osalevad metalliioonide sidumises kindlad aminohapped. Kuna metalliioonid
on positiivse laenguga, siis on nendeks aminohapeteks sageli glutamiinhape ja
asparagiinhape, mille kdrvalahelad on neutraalse pH juures negatiivse laenguga, ja histidiin,
mis sisaldab vaba elektronpaariga lammastiku aatomit (Ma jt., 2009). Gramnegatiivsete
bakterite membraanis paiknevate kahekomponentsete siisteemide sensorvalkudes on enamasti
signaali &dratundvaks osaks valgu periplasmasse jadv osa ja juhul, kui signaaliks on
metalliioonid, toimub signaali dratundmine metalliiooni sidumisega (Wdsten jt., 2000).

P. putida ColRS signaaliraja sensorvalgul ColS on iiks periplasmaatiline osa, mis
koosneb 96 aminohappest (Joonis 15). Nende 96 aminohappe hulgas on viis histidiini (H),
kaksteist asparagiinhapet (D) ja kaheksa glutamiinhapet (E). Et selgitada, millised neist
aminohapetes on kdige konserveerunumad, joondati téielikult sekveneeritud genoomidega
pseudomonaadide ColS valkude (www.pseudomonas.com) periplasmaatiliste osade
valgujérjestused. Kolmekiimne seitsme sekveneeritud genoomiga pseudomonaadi ColS valgu
vordlus néitas, et ColS-1 periplasmaatilises osas on neli téielikult konserveerunud
glutamiinhapet positsioonides 38, 96, 126 ja 129 ning {liks asparagiinhape positsioonis 57

(Joonis 15). Kui eeldada, et P. putida ColS valk on metallisensor ja ColRS signaalirada on
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koikides pseudomonaadides sarnase funktsiooniga, siis vOiksid need viis aminohapet osaleda

metalliioonide sidumises.

E38 D57 E96 E126 £129
| | l I1
g l
bl e
iﬁﬁ%&@@%ﬁﬂdLﬂ

periplasmaatiline osa

ColS / (aminohapped 35-130)

T sisemembraan
N

C

Joonis 15. Kolmekiimne seitsme pseudomonaadi ColS valkude periplasmaatiliste osade vordlus.
Nooltega on tdhistatud tdielikult konserveerunud glutamiinhapped positsioonides 38, 96, 126 ja 129 ja
asparagiinhape positsioonis 57. Abijoonisel on skemaatiliselt kujutatud ColS oletatav asetus

sisemembraanis.

2.3.10. ColS’1 periplasmaatilise osa konserveerunud glutamiinhapete vdi asparagiinhappe
asendamine ei mdjuta P. putida tsingitundlikkust, kuid E126 ja E129 asendus vahendab

rauataluvust

Selleks, et testida, kas neli ColS’i periplasmaatilises 0sas asuvat konserveerunud
glutamiinhapet ja iiks asparagiinhape voiksid osaleda metalliionide sidumises, konstrueeriti
esmalt colS-defektsed tiived, mis sisaldavad IPTG-ga indutseeritavalt tac promootorilt
ekspresseeruvat mutatsiooniga colS geeni. ColS’i 38, 96, 126 voi 129 positsioonis paiknev
glutamiinhape asendati glutamiiniga (Q) (tiived StacSgssg, StaCSggsq, StaCSeizeo ja
StacSe1290) ja 57 positsiooni asuv asparagiinhape asendati asparagiiniga (N) (StacSps7n). Kui
need konserveerunud glutamiinhapped ja asparagiinhape seovad metalliioone negatiivse
laengu abil, siis peaks nende asendamisel vastavate hapete amiididega ColS’i funktsionaalsus
kaduma ja mutatsiooniga ColS valku sisaldavad rakud olema tsingi, raua ja mangaani suhtes

tundlikumad kui algtiivi vo1 induktsiooni tingimustes kasvav StacS tiivi. [lma mutatsioonita ja
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mutatsiooniga ColS valku sisaldavate tiivede vordlus ZnSO, sisaldaval LB s66tmel niitas, et
nii asendusmutatsiooniga kui algset ColS valku ekspresseerivad rakud kasvavad tsingiliias
vordselt histi (Joonis 16). Jarelikult ei modjuta ithe glutamiinhappe voi asparagiinhappe
muteerimine ColS’1 vOimet tunda dra tsingiliiga. Samade tiivede kasvu vordlus FeSO4
sisaldaval LB so6tmel nditas aga, et tiived, mis ekspresseerivad ColSg1o6q vO1 ColSg1299 ON
raua suhtes natuke tundlikumad kui algset ColS’i ekspresseerivad tiived (Joonis 16). Teiste

glutamiinhapete ega asparagiinhappe asendus rauatundlikkust ei mdjutanud.

LB 2,3 mM ZnSO, 2,3 mM FeSO,
[ A 1 i . 1
PTG - - + - *
10° 102 10° 10° 102 103
2O &0 &
cols [
StacS ‘ @
e @ &
StacSpsn K | 2
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StacSeieq [ &
StacSeineq [ R

&

g
StacSe1r6qe1290 '

Joonis 16. Erinevate colS-defektsete tiivede kasv tavalisel LB ning 2,3 mM ZnSO, ja FeSO, sisaldaval
LB so6tmel. Tiived on tihistatud jargmiselt: PaW — algtiivi PaW85; colS — colS-defektne tiivi; StacS —
colS-defektne tiivi, millesse on viidud tac promootorilt ekspresseeritav COIS geen; StacSgsgo, StacSpsn,
StacSegso, StaCSEixsq ja StacSEjg — colS-defektsed tiived, millesse on viidud tac promootorilt
ekspresseeritav mutatsiooni E38Q, D57N, E96Q, E126Q voi E129Q kandev colS geen; StacSgi260e1200
— colS-defektne tiivi, millesse on viidud tac promootorilt ekspresseeritav mutatsioone E126Q ja
E129Q kandev colS geen. Tulpade kohal on ligikaudne rakkude arv tépis kiilvihetkel. Tasse pildistati

pérast 20-tunnist kasvamist 30°C juures.

Kuna E126Q ja E129Q iiksikmutatsioonid vdhendasid vaid osaliselt ColS valgu
sensorfunktsiooni raua suhtes, siis kontrollisin ka hiipoteesi, et 126. ja 129. positsiooni
glutamiinhapped koos on vajalikud rauaiooni tajumiseks. Konstrueerisin E126Q ja E129Q
topeltmutatsiooni kandva tiive StacSgizegei2og ja analiiiisisin selle tiive kasvu FeSO,
sisaldaval s66tmel. Jooniselt 16 on ndha, et StacSgizsqei29q tlivi kasvab FeSO4 ja IPTG-d

sisaldaval tassil veidi halvemini kui StacSgizsq ja StacSgizeq tiived, kuid siiski paremini kui
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colS-defektne tiivi. See viitab, et positsioonide 126 ja 129 glutamiinhapped koos osalevad
raualiia tunnetamises, aga toendoliselt osaleb lisaks neile kahele aminohappele selles veel ka

moni teine aminohape.
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2.4. Arutelu

Varasemad uuringud viitavad, et ColRS signaalirada on bakterites seotud mitmesuguste
protsessidega. Pseudomonaadides on ColRS siisteem oluline nii taimejuurtel kasvades
(Dekkers jt., 1998; Ramos-Gonzalez jt., 2005), vilismembraani struktuuri kontrollimisel
(Kivistik jt., 2009; Putrins jt., 2011), virulentsuse tagamisel (Garvis jt., 2009; Gutu jt., 2013)
kui ka metalliliia talumisel (Hu ja Zhao, 2007). Samas ei olnud senini teada, mis tingimustes
see signaalirada aktiveerub. Kéesolev t60 niitab, et ColRS signaalida aktiveerub metalliliias

ja kaitseb P. putida’t tsingi-, raua- ja mangaaniliia tingimustes.

2.4.1. Tsink, raud, mangaan ja kaadmium aktiveerivad P. putida PaW85 tiive ColRS

signaaliraja, mis on vajalik tsingi-, raua- ja mangaaniliia talumiseks

P. putida PaW85 erinevate tiivede kasvu vordlemisel metallisooli sisaldavatel s66tmetel
selgus, et ColRS siisteem on vajalik tsingi-, raua- ja mangaaniliias, kuid mitte vase-, koobalti-,
nikli- voi kaadmiumiliia tingimustes (Joonis 5). Need tulemused on iildiselt kooskolas
kirjanduslike andmetega, sest ColRS siisteemi vajalikkust metalliliia tingimustes on ndidatud
varem Kka teistes bakteriliikides (Hu ja Zhao, 2007; Zhang jt., 2008; Yan ja Wang, 2011).
Samas on kéesolevas t60s saadud tulemused varempublitseeritutest moneti erinevad, sest kui
P. putida tiivele CD2 on ColRS signaalirada oluline eelkdige Mn*" liia korral, aga ka Cd*",
Zn**, Co®*, Cu®*, Ni** ja Pb?* talumisel (Hu ja Zhao, 2007), siis P. putida Paws85 vajab
ColRS siisteemi vaid Zn?*, Fe**/Fe** ja Mn?" liia tingimustes. Kuna P. putida CD2 on
isoleeritud kui kaadmiumiresistentne tiivi (Hu ja Zhao, 2007), siis on oodatav, et ta erineb
metallitaluvuse osas PaW85 tiivest. CD2 tiivi talub LB tards6otmel kasvades vahemalt kaks,
Co”* osas koguni 20 korda suuremaid metallikontsentratsioone kui PaW85 tiivi ja seega on
need tiived juba algselt erineva metallitaluvusega. See on arvatavasti pohjuseks, miks ColRS
stisteemi puudumise efekt on osade metallide puhul suurem CD2 tiives. Samas on nende
tiivede ColR valgud 100% ja ColS valgud 97% identsed, mistdttu metallitaluvuse erinevus ei
ole ilmselt seotud CoIRS siisteemiga. ColRS siisteemi vajalikkust metalliliia talumisel on
nédidatud ka Xanthomonas’e perekonna liikides. Xanthomonas citri subsp. citri’le on ColRS
sisteem vajalik Cu® talumisel (Yan ja Wang, 2011) ja X. campestris patovar campestris’le
Cd* talumisel (Zhang jt., 2008). Teiste metallide liias ei ole antud liikide ColRS siisteemide
vajalikkust uuritud, mis ei voimalda ka nende vordlust P. putida’s saadud tulemustega. Kuna

Xanthomonas perekonna liikide ColS valkude periplasmaatilised osad on vdga erinevad P.

44



putida ColS valgu omast, siis ei oleks iillatav, kui neil oleks rakkudes erinevad rollid ja erinev
spetsiifika metallitaluvuse osas.

Kaheksa ColR reguloni geeni promootori aktiivsuse mééramine nditas, et tsingi-, raua-,
mangaani- ja kaadmiumisoolade juuresolekul muutub nende promootorite aktiivsus P. putida
algtiives PaW85, kuid mitte colR- ja colS-defektsetes tiivedes (Joonised 8 ja 11), mis viitab, et
tsink, raud, mangaan ja kaadmium aktiveerivad ColRS signaaliraja. Samas ei mdjutanud need
metallid koikide, ennustuse kohaselt ColR reguloni kuuluvate geenide promootorite
aktiivsusi, mis viitab, et ColR reguloni ennustus (Kivistik jt., 2009) oli ebatédpne ja sisaldas
mitmeid valepositiivseid geene. See voib olla tingitud mitmest asjaolust, aga peamine on
ilmselt see, et varem ei olnud ColRS siisteemi aktiveeriv signaal teada. Kuna ColR-soltuvate
promootorite aktiivsusi analiiiisiti mitteindutseerivates tingimustes, siis oli ColR’i puudumise
efekt koikide promootorite korral oluliselt vdiksem, kui ColR’i iileekspresseerimise efekt
(Kivistik jt., 2009). Néiteks méérati in vitro footprint analiiiisiga ColR’i seondumisjarjestused
ka geenide PP2560 ja PP3766 ette, mille promootoraktiivsused colR-defektses tiives ja
algtiives ei erinenud, kuid suurenesid ColR’i iileekspressiooni korral (Kivistik jt., 2009).
Samas niitab kdesolev t60, et tsingiliig nende ja ka mitme teise ennustuse kohaselt ColR
reguloni paigutatud promootori aktiivsusi ei mojuta. Seetottu vajab ColR reguloni ennustus
edaspidist revideerimist.

Kuigi ka kaadmium aktiveerib ColRS signaaliraja, ei mojuta ColRS siisteemi
puudumine P. putida kaadmiumitaluvust (Joonised 5 ja 11). Kaadmium asub
perioodilisustabelis tsingiga samas rithmas ja on elektronkatte struktuurilt tsingiga sarnane
(Atkins ja Jones, 2008). Seetottu on voimalik, et kaadmium suudab sarnasuse tottu tsingile
aktiveerida ColRS signaaliraja, kuid 1dbi ColRS siisteemi toimuv geeniregulatsioon ei ole
kaadmiumiresistentsuse tagamisel bakterile oluline v&i on kiill oluline, kuid rakus on
kaadmiumiliia talumiseks mitmeid teisi mehhanisme, mis suudavad ColRS siisteemi
puudumist kaadmiumiliias kompenseerida. Headeks kandidaatideks voiksid olla niiteks
CzcCBA ja CadA transporterid, mis aitavad pseudomonaadides kaadmiumiliiga taluda. P.
aeruginosa CzcCBA valgukompleks pumpab rakust vilja nii Cd** kui ka Zn** ja Co*" ioone
ning selle transporteri geenide ekspressiooni reguleerib CzcRS kahekomponentne signaalirada
(Perron jt., 2004). CadA on ATP energiat kasutav transporter, mis on P. putida 06909 tiivele
vajalik kaadmiumiliia ja osaliselt ka tsingiliia talumisel (Lee jt., 2001).
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2.4.2. PP0035-PP0034-PP0033 operoni deleteerimine mdjutab monevorra P. putida

tsingitaluvust

Selleks, et selgitada, mis voOiks olla ColRS siisteemi suhtes defektsete rakkude
metallitaluvuse vdhenemise pdhjuseks, analiiiisisin, kuidas mojutab teadaolevate ColR-
reguleeritavate geenide puudumine rakkude tsingitaluvust. Ullatuslikult selgus, et iihegi geeni
deleteerimisel voi katkestamisel tiksikult ei ole olulist moju tsingitaluvusele (Joonis 12) ja ka
mitme ColR-reguleeritava geeni samaaegsel puudumisel ei muutu rakud nii tsingitundlikuks
kui on colR-voi colS-defektse tiive rakud (Tabel 5).

Teadaolevatest ColR-reguleeritavatest geenidest mojutab tsingitaluvust ainult PP0035-
PP0034-PP0033 operoni deleteerimine, kuigi vdhesel midral, mis ei selgita ColRS raja
defektsuse korral ndhtavat tugevat metallitaluvuse vdhenemist (Tabel 5). PP0034 ja PP0033
geenide homoloogid E. coli’s ja Salmonella enterica’s kodeerivad lipopoliisahhariidide
modifitseerimises osalevaid ensiiime ArmC ja ArnT. Molemad ensiiimid on seotud
lipopoliisahhariidi lipiid A osale 4-amino-4-deoksii-L-arabinoosi (L-Ara4N) molekuli
lisamisega (Breazeale jt., 2005; Trent jt., 2001). S. enterica’s on niidatud, et L-AradN
lisamine lipiid A’le vdhendab lipopoliisahhariidi negatiivset laengut ja sellega ka Fe* ioonide
seondumist rakupinnale, kaitstes seeldbi rakku raualiia eest (Nishino jt., 2006). ArnC ja ArnT
ja ka teiste L-Ara4N lisamisega seotud geenide ekspressiooni reguleerib PmrAB signaalirada
(Gunn jt., 1998), mis aktiveerub vastusena Fe** lijale (Wésten jt., 2000). Voimalik, et ka P.
putidas kodeerivad PP0034 ja PP0033 geenid lipopoliisahhariidide modifitseerimises
osalevaid ensiiiime, mille ekspressiooni ColRS siisteem tsingiliias aktiveerib ja seetdttu on
rakud PP0035-PP0034-PP0033 operoni deleteerimisel monevdrra tsingitundlikumad. PP0035-
PP0034-PP0033 operoni transkriptsioon suureneb tsingiliias védhesel méidral ka ColRS
siisteemist soltumatult (Joonis 8), mis samuti toetab selle operoni téhtsust tsingiliia korral.

Lisaks eeltoodule viitavad ka mitmed teised Kirjanduslikud andmed sellele, et ColRS
stisteem reguleerib LPS’ide siinteesi (de Weert jt., 2006; Kivistik jt., 2009; Yan ja Wang,
2011). Samas ei erine P. putida colR- ja colS-defektsete tiivede lipopoliisahhariidide mustrid
tsingiliias kasvades samades tingimustes kasvanud algtiive lipopoliisahhariidide mustrist
(Joonis 13A), mis nditab, et ColRS siisteem ei ole P. putida’s ndhtavalt lipopoliisahhariidide
stinteesiga seotud. Lipopoliisahhariidide modifikatsioonid muudavad aga LPS’de suurust liiga
vihe, et seda oleks LPS’de mustri analiitisimiseks kasutatud meetodiga néha, ja seetottu ei saa
valistada, et ColRS siisteem siiski on lipopoliisahhariidide modifitseerimises oluline.

LPS’de mustrite vordlemisel selgus, et tsingililas muutub erineva suurusega LPS’de

suhe (Joonis 13B). Tsingiliias kasvanud rakkudel on rohkem liihikesi ja vdhem pikki
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lipopoliisahhariide, soltumata ColRS siisteemi olemasolust. See voOib tuleneda sellest, et
tsingistressi korral on rakkudel raskusi pikaahelaliste lipopoliisahhariidide siinteesiga, kuigi ei
saa ka vilistada, et LPS’ide suhte muutus on spetsiifiline vastus metalliliiale.

Kuna tihegi teadaoleva ColR-reguleeritava geeni deleteerimisel voi katkestamisel ei
muutunud rakud nii tsingitundlikuks kui on ColRS siisteemi suhtes defektsed rakud, siis viitab
see, et analiilisitud kuus geeni ja kaks operoni ei ole ilmselt terve ColR regulon. ColR
reguloni geenide ennustamiseks kasutatud ColR’i seondumise konsensusjirjestus koostati
esialgselt vaid kahe jérjestuse pohjal ja kuigi iga uue ColR-sdltuva promootori tuvastamisel
ennustust uuendati (Kivistik jt., 2009), v&ib ennustus sellegipoolest olla kallutatud ja
tegelikult suudab ColR seonduda ka senikirjeldatud konsensusjirjestusest mdnevorra
erinevatele jirjestustele. Olemasoleva ColR’i seondumisjérjestuse abil ei ole neid geene
voimalik iiles leida ja uute ColR-reguleeritavate geenide tuvastamiseks oleks vaja kasutada
teisettiiibilisi katseid. Kuna niiiid on teada, et ColRS siisteem aktiveerub metalliliias, siis saaks
uute ColR-soltuvate geenide tuvastamiseks kasutada proteoomi analiiiisi, vorreldes néditeks

tsingiliias kasvanud algtiive ja cOlR-defektse tiive proteoome.

2.4.3. ColRS siisteem on tsingiliias vajalik vilismembraani valgulise koostise muutmiseks

Vilismembraani valgumustrite vordlus nditas, et P. putida algtiive PaW85 ja colR-
defektse tiive valgumustrid erinevad mitmete valkude osas, kui rakud on kasvanud tsingiliias,
kuid mitte siis, kui nad on kasvanud tavalises LB so6tmes (Joonis 14). Seega on CoIRS
stisteem tsingiliias vajalik osade vilismembraani valkude ekspressiooni reguleerimiseks.
Lisaks ColR-soltuvatele muutustele toimub tsingiliias kasvanud algtiive rakkude
véalismembraani valgumustris ka mitmeid ColR-s6ltumatuid muutusi, mis on ootuspérane, Sest
metalliliias vdhendavad bakterid metalliioonide importi ja suurendavad nende rakust vilja
pumpamist. Molemal juhul toimub see valguliste komplekside abil (Nies, 2007).
Gramnegatiivsetel bakteritel paikneb enamus transportereid sisemembraanis, transportides
tsingiioone tsiitoplasmast periplasmasse voi vastupidi, kuigi on ka 1dbi vdlismembraani ioone
vélja transportivaid komplekse (Blencowe ja Morby, 2003). Vilismembraanis paiknevad
poriinid, mille abil metalliioonid paddsevad véliskeskkonnast periplasmasse (Nikaido, 2003), ja
nditeks P. putida Cd0O1 tiives on ndidatud, et kaadmiumiliias muudetakse vilismembraani
poriinide koguseid vastusena metalliliiale (Manara jt., 2012). Seega on tdenéoline, et ka osa
P. putida PaW85 vilismembraani valgumustri muutusest, nii ColR-soltuvates kui ka ColR-

soltumatutest, on pdhjustatud poriinide koguste muutumisest.
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Ka varem on ndidatud, et P. putida’s on ColRS siisteem seotud vilismembraani
valgulise homoostaasi kontrollimisega ja colR-defektne tiivi ei talu liigsest poriinide
ekspressioonist tingitud membraanistressi (Putrin$ jt., 2011). Lisaks on teada, et ColRS
siisteemi suhtes defektsete rakkude membraan on lébilaskvam kui algtiive oma. Seega voiks
arvata, et ColRS siisteemi vahendatud geeniregulatsioon on vajalik vilismembraani
labilaskvuse vdhendamiseks ja et colR- ning colS-defektsete tiivede metallitundlikkuse
suurenemine on pdhjustatud sellest, et metalliliias pddsevad metalliioonid lihtsamini rakku
sisse. Samas ei ole colR- ja colS-defektsed tiived tundlikumad koigi metallide suhtes, vaid
ainult tsingi-, raua- ja mangaaniliiale. Rauda ja tsinki vajavad rakud siirdemetallidest kdige
suuremas koguses (Outten ja O'Halloran, 2001) ja mangaani peetakse laialtlevinud
siirdemetallidest kdige vdhem toksiliseks (Nies ja Grass, 2009). Seetdttu voib oletada, et
vihemvajalike ja toksilisemate metallide véljatransportimiseks on rakkudel rohkem
spetsiifilisi  sensor- ja transportsiisteeme, mis suudavad tsiitoplasmasse sattunud
metalliioonidele piisavalt kiiresti reageerida ja need vilja viia ning sellepérast ei mojuta

membraani libilaskvuse suurenemine rakkude tundlikkust nende metallide suhtes.

2.4.4. ColS kui metallisensor

P. putida Paw85 ColS valgu periplasmaatilises osas on neli glutamiinhapet (E),
positsioonides 38, 96, 126 ja 129, ja iiks asparagiinhape (D), positsioonis 57, mis on téielikult
konserveerunud koikides kolmekiimne seitsmes sekveneeritud genoomiga pseudomonaadi
ColS valkudes (Joonis 15). Kuna glutamiinhape ja asparagiinhape on iihed sagedasimad
metalliioone siduvad aminohapped valkudes (Ma jt., 2009), siis eeldades, et koikides
pseudomonaadides on ColRS siisteem sarnase funktsiooniga, vdiksid just need viis
aminohapet osaleda metalliioonide seondumises ColS valguga ja seeldbi ka signaali
dratundmises. Kui asendada ColS valgu positsioonides 126 ja 129 asuvad glutamiinhapped
(FEERE jarjestus ColS’is) glutamiiniga, siis vidheneb mdnevdrra rakkude rauataluvus (Joonis
16). Mdlema glutamiinhappe asendamisel samaaegselt viheneb rauataluvus veelgi, kuid siiski
mitte nii palju kui colS-defektsetel rakkudel. Uhegi teise konserveerunud glutamiinhappe voi
asparagiinhappe asendmine rauataluvust ei mdjuta (Joonis 16). Need tulemused viitavad, et
ColS valgu positsioonides 126 ja 129 paiknevad glutamiinhapped osalevad koos raualiia
tunnetamises, kuid arvatavasti on moni aminohape veel lisaks vajalik. Sarnaselt ColRS
stisteemile aktiveerib raud Salmonella liikides PmrAB signaaliraja, mille sensorvalgus PmrB
seob Fe** joone samasugune valgujarjestus, ExxE, kus x tdhistab suvalist aminohapet (Wdsten

jt., 2000). Sarnane jdrjestus RExxE on olemas ka mitmes eukariioodi rauda siduvas valgus
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nagu nditeks rauatransporterites FTR1 (Stearman jt., 1996), CaFTR1, CaFTR2 (Ramanan ja
Wang, 2000) ja imetajate ferritiinis (Trikha jt., 1995), mis toetab minu jareldust, et ColS’i
126. ja 129. glutamiinhapet sisaldav motiiv FEERE vdiks osaleda rauaioonide sidumises.

Ukski ColS’i periplasmaatilises 0sas tehtud mutatsioon ei vihendanud bakteri
tsingitaluvust (Joonis 16), mis niitab, et need asendusmutatsioonid ei mojuta ColS’i voimet
tunda dra tsingiliiga. See vdib tihendada, et antud aminohapped ei osale Zn** ioonide
sidumises. Voimalik, et kodikide pseudomonaadide ColRS siisteemid ei tunneta tsingiliiga,
mistdttu Zn?* siduv jirjestus ei ole ColS valkudes konserveerunud ja P. putida PaW85’s
seovad Zn”* moned teised periplasmaatilise osa aminohapped, mitte analiiiisitud
glutamiinhapped ega 57 positsioonis asuv asparagiinhape. Tavaliselt osaleb ithe Zn** iooni
sidumises mitu aminohapet korraga ja enamasti on selleks kombinatsioon histidiinidest,
tsiisteiinidest ja glutamiin- ning asparagiinhapetest (Karlin ja Zhu, 1997). P. putida ColS’i
periplasmaatilises osas on suhteliselt histi konserveerunud ka mdned histidiinid: nditeks H35,
H95 ja H105. Edaspidiste katsetega voiks analiitisida, kas need histidiinid voiksid osaleda
Zn** sidumises. Kuna Zn*" iooni seob korraga mitu aminohapet, siis on ka vdimalik, et iihe
vajaliku aminohappe puudumine ei ole veel piisav, et mojutada metalliiooni seondumist
valguga. Ei saa ka vilistada, et tegelikult voib Zn* ioone siduda mdni teine periplasmas asuv
valk, mis seejérel on signaaliks, mida ColS dra tunneb. Naiteks on S. enterica’s ndidatud, et
ZraSR signaaliraja aktiivsust reguleerib periplasmaatiline Zn?* iooniga seonduv valk ZraP
(Appia-Ayme jt., 2012).

2.4.5. Tsingi- ja mangaaniliig indutseerib P. putida’s siderofooride siinteesi

P. putida erinevate tiivede kasvu vordlemisel metallisooli sisaldavatel s66tmetel ilmnes,
et ZnSO, ja MnCl; juuresolekul hakkavad rakud tootma siderofoore. Seda on niha rakkude ja
neid timbritseva so66tme varvumisest kollaseks (Joonis 5). Ka mitmed teised bakteriliigid
hakkavad metalliliias siderofoore tootma. Naiteks P. aeruginosa’s indutseerib sideofooride
siinteesi nii 10 uM AI**, Cu**, Ga**, Mn?* (Braud jt., 2009a) kui ka 100 pM Co?** ja Zn**
kogus sootmes (Visca jt., 1992). Siderofoorid on madala molekulmassiga tihendid, mida
siinteesitakse eelkdige viliskeskkonnast vihelahustuva Fe** kittesaamiseks (Chu jt., 2010),
kuid mis lisaks Fe** ioonidele suudavad siduda ka teiste metallide ioone, kuigi viiksema
afiinsusega (Braud jt., 2009b). Samas transpordivad rauatransporterid rakku enamasti ainult
Fe** iooniga seondunud siderofoore (Braud jt., 2009b). P. aeruginosa’s on niidatud, et
siderofoore tootvad tlived taluvad metallide liiga paremini, kui siderofoore mittetootvad tiived

(Braud jt., 2010). Kuna teised metalliioonid peavad gramnegatiivsetesse rakkudesse
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padsemiseks esmalt difundeeruma l&bi poriinide periplasmasse, siis arvatakse, et siderofoorid,
seondudes liias olevate metalliioonidega, takistavad metalliioonide litkumist 1dbi poriinide
rakku (Braud jt., 2010).

Tsink Kkui tiool- ja hiidroksiiiilrihmade suhtes afiinsem metall suudab rauaioonid
valkudest vilja konkureerida (Irving ja Williams, 1953). Voimalik, et tsingiliias on
siderofooride siinteesi pohjuseks ka see, et Zn®" asendab valkudes rauaioonid ja rakus tekib
ndiliselt rauapuudus, mistdttu nad iiritavad keskkonnast rohkem rauda kitte saada.
Siderofooride siinteesi reguleerib Fur valk, mis tunnetab rakus oleva raua hulka. Juhul, kui
rakus on piisavalt rauda, on Fur valguga seondunud Fe?* ioonid ja Fur represseerib
siderofooride siinteesiks vajalike geenide ekspressiooni (Katigbak ja Zhang, 2012). Fur valgul
on ka tsingi seondumisjdrjestus, kuid tsink on vajalik vaid valgu struktuuri sdilitamiseks (de
Peredo jt., 1999). Zn®* sidumine ei muuda Fur valku aktiivseks repressoriks (Bagg ja
Neilands, 1987). Arvatavasti indutseeritakse siderofooride siintees tsingiliias sellepérast, et
Zn** ioonid konkureerivad Fe** ioonidega Fur valguga seondumise pérast ning kuna Zn*
iooniga seondunud Fur ei ole aktiivne repressor, siis ei represseerita siderofooride geenide
ekspressiooni, kuigi tdendoliselt raua kontsentatsiooni jargi rakkudes ei oleks rakud

rauandljas.

Koik siirdemetallid on bakteritele suures koguses toksilised, kuid samas on mitmed
neist rakkudele vajalikud. Seetdttu on bakteritele oluline, et rakusisesed metalliioonide
kontsentratsioonid hoitaks kindlates vahemikes, millele viitab ka eelpool Kkirjeldatud
siderofooride vastus Zn®* ja Mn?* liia korral. Kuigi CoIRS siisteemi aktiveerivad tingimused
on niiiid teada, peavad jargnevad uuringud veel selgitama, milline on tdielik ColR-regulon ja

mis on ColRS siisteemi tapsem roll metalliliias.
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Kokkuvote

Kahekomponentsed  silisteemid  on  bakteritele  vajalikud  mitmesuguste
keskkonnatingimuste tunnetamiseks. Kuna ColRS siisteemi kohta oli varasemalt teada, et
mitmetes bakteriliikides, sealhulgas iihes P. putida tiives, on see siisteem vajalik metalliliia
talumiseks (Hu ja Zhao, 2007), siis sai minu t60 eesmargiks teha kindlaks, kas ka P. putida
PaW8S5 tiives on ColRS siisteem seotud metalliiliia tunnetamise ja talumisega.

Tulemused néitasid, et:

1) P. putida PaWw85 ColRS signaalirada aktiveerub vastusena tsingi-, raua,-
mangaani- ja kaadmiumiliiale;

2) ColRS siisteem suurendab P. putida tsingi-, raua- ja mangaaniresistentsust;

3) teadaolevatest ColR-reguleeritavatest geenidest on tsingitaluvusega néhtavalt
seotud ainult PP0035-PP0034-PP0033 operon ja sedagi vidhesel médral, mis
viitab, et ColR regulon on ebatdielik;

4) ColRS siisteem ei ole metalliliias vajalik lipopoliisahhariidide mustri
muutmiseks;

5) ColRS siisteem reguleerib tsingililas teatud véilismembraani valkude
ekspressiooni;

6) tdendoliselt osalevad ColS valgu periplasmaatilise osa positsioonides 126 ja 129
paiknevad glutamiinhapped rauaiooni sidumises ja seeldbi ka signaali otseses
dratundmises;

7) ikski pseudomonaadide ColS valkude periplasmaatilises osas konserveerunud

glutamiin- ega asparagiinhapetest ei ole nahtavalt seotud tsingiiooni sidumisega.

Nendest tulemustest voib jiareldada, et ColRS siisteem on metalliliiga tunnetav ja sellele
vastav signaalirada, mis tagab P. putida rakkudele resistentsuse tsingi, raua ja mangaani
suhtes. Kuna aga kogu ColR regulon ei ole ilmselt teada ja teadaolevate ColR-reguleeritavate
geenide abil ei ole vdimalik seletada, miks on colR- ja colS-defektsed rakud tsingi, raua ja
mangaani suhtes tundlikumad, siis peavad edasised uuringud selgitama, kuidas tépselt on

ColRS siisteem rakkudele metalliliias vajalik.
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Pseudomonas putida’s ColRS system is zinc, iron, manganese and cadmium sensing two-
component signal transduction system
Kadi Ainsaar

Summary

Several transition metals play important roles in living organisms. Although different
organisms require varying set of transition metals, iron, zinc, manganese, copper, cobalt,
nickel and molybdenum are needed by all organisms. Transition metals act as cofactors for
many enzymes but some, such as zinc, are also important in the maintenance of protein
structure. On the other hand, whereas some transition metals are needed, all metals are toxic
when present in excess (Frausto da Silva ja Williams, 2001; Nies ja Grass, 2009). Therefore it
is crucial for cells to maintain the concentration of metal ions inside the cell between certain
levels.

Bacteria protect themselves against metal excess and limitation by regulating the
amount of metal ions imported into the cell and exported out of the cell. As metal ions do not
diffuse across membranes their transport is facilitated by protein complexes (Nies, 2007). In
addition to regulating metal ion transport bacteria regulate the amount of proteins requiring or
binding metal ions. If metal ions are limited the synthesis of proteins using this metal is
decreased and if possible these proteins are replaced with other proteins having similar
function. If there are too many metal ions the synthesis of metal storage proteins in increased
(Masse ja Gottesman, 2002). Some bacteria also modify their lipopolysaccharide to reduce the
amount of metal ions bound with membrane (Nishino jt., 2006).

Bacteria have developed two-component signal transduction systems to sense different
environmental conditions, including metal excess or limitation. One two-component signal
transduction systems conserved in Pseudomonas species is ColRS (Winsor jt., 2009). ColRS
is a typical signal transduction system where ColS is sensor kinase located in cytoplasmic
membrane (Dekkers jt., 1998) that recognizes signal and phosphorylates cytoplasmic
transcription regulator ColR (Horak jt., 2004). Phosphorylated ColR can then activate or
repress transcription of its regulated genes (Kivistit jt., 2009). As it was known that several
bacteria species, including one P. putida strain, need ColRS system to tolerate transition
metals (Hu ja Zhao, 2007; Zhang jt., 2008; Yan ja Wang, 2011), the aim of this work was to
find out whether ColRS system is also important for P. putida PaW85 strain in metal excess

conditions and whether metals could act as a signal for ColS.

52



Results indicate that:

1) the ColRS signal transduction system of P. putida strain PaW85 activates in
response to zinc, iron, manganese and cadmium ions;

2) ColRS system increases P. putida’s zinc, iron and manganese resistance;

3) of known ColR regulated genes only PP0035-PP0034-PP0033 operon is
evidently involved in zinc tolerance, although slightly;

4) ColRS system in not needed to change lipopolysaccharide pattern in metal
excess conditions;

5) ColRS system regulates the expression of certain outer membrane proteins in
zinc excess;

6) itis likely that the glutamic acids of ColS in positions 126 and 129 participate in
iron ion binding and thereby are involved in direct signal recognition;

7) none of the glutamic or aspartic acid conserved in the periplasmic domain of

ColS is visibly involved in zinc ion binding.

From these results it can be concluded that ColRS is a signal transduction system that
senses metal excess and provides zinc, iron and manganese resistance in P. putida cells. Data
also suggest that the entire ColR regulon is not yet described and with known ColR regulated
genes it is not possible to explain why colR and colS deficient strains are more sensitive to
zinc, iron and manganese. Thus, further work needs to be done in order to explain why

exactly ColRS system is essential in metal excess conditions.
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Lisa 1

Toos kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Bakteritiivi Iseloomustus Allikas

Escherichia coli

CC118Apir A(ara-leu) araD AlacX74 galK phoA20 thi-1 rspE (Herrero jt.,
rpo B argE (Am) 1990)

Pseudomonas

putida

PaW85 Algne tiivi, isogeenne tdielikult sekveneeritud P. (Bayley jt., 1977)
putida KT2440 tiivega

colR Paw85 colR::Km (Km") (Horak jt., 2004)

colS PaW85 colS::Km (Km") (Horak jt., 2004)

colRtaccolR ehk
RtacR

colR, mille kromosoomi on viidud Py, promootori
ja lacl® repressori kontrolli all olev colR (Km'
Tel")

(Horak jt., 2004)

colRtaccolRD51A
ehk RtacR D51A

colR, mille kromosoomi on viidud Pgc promootori
ja lacl® repressori kontrolli all olev colRD51A
(Km" Tel")

(Horak jt., 2004)

StacS colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kaesolev t00
ja lacl® repressori kontrolli all olev colS (Km'
Sm")
StacSessq colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kéesolev t60
ja lacl® repressori kontrolli all olev colSE38Q
(Km" Sm")
StacSps7n colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kédesolev t06
ja lacl® repressori kontrolli all olev colSD57N
(Km" Sm")
StacSegsq colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kéesolev too
ja lacl® repressori kontrolli all olev colSE96Q
(Km"Sm")
StacSe1260 colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kéesolev t60
ja lacl® repressori kontrolli all olev colSE126Q
(Km" Sm")
StacSg1200 colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kéesolev too
ja lacl® repressori kontrolli all olev colSE129Q
(Km"Sm")
StacSe1260E1290 colS, mille kromosoomi on viidud Py, promootori kéesolev too
ja lacl® repressori kontrolli all olev
coISE12QE129Q (Km' Sm")
35-34 Paw85 PP0035-PP0034::Sm (Sm'") Rita Horak
900 Paw85 PP0900::Sm (Sm") Rita Horak
903-904 Paw85 PP0903-PP0904::Sm (Sm") Rita Horak
905 Paw85 PP0905::Sm (Sm") Rita Horak
1636 Paw85 PP1636::Sm (Sm") Kiilliki
Holtsmann
5152 Paw85 PP5152::Sm (Sm") Rita Horak
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2579

PaW8&5 APP2579

kéesolev to0

35-33 PaW85 APP0035-PP0033 kdesolev t60

903-905 PaW85 APP0903-PP0905 kiesolev t66

35-33, 900 PaW85 APP0035-PP0033 APP0900 kéesolev t60

35-33, 903-905 PaW85 APP0035-PP0033 APP0903-PP0905 kiesolev t60

35-33, 2579 PaW85 APP0035-PP0033 APP2579 kéesolev t60

35-33, 903-905, PaW85 APP0035-PP0033 APP0903-PP0905 kéesolev t60

2579 A2579

35-33, 903-905, PaW85 APP0035-PP0033 APP0903-PP0905 kéesolev t66

2579, 900 A2579 PP0900::Sm (Sm")

35-33, 903-905, PaW85 APP0035-PP0033 APP0903-PP0905 kéesolev t60

2579, 5152 A2579 PP5152::Sm (Sm")

268 colR PawW85 PP0268::Sm colR::Km (Km' Sm") Rita Horak

737 colR PaWg85 APP0737 colR::Km (Km") kiesolev t60

Plasmiid

p9TTglacZ Laia peremeesringiga promootori testvektor, mis (Kivistik jt.,
sisaldab promootorita lacZ geeni (Amp' Cm") 2006)

p9TTglacZ/35 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP0035 geeni promootorregioon (Amp" Cm") 2009)

p9TTglacZ/36 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP0036 geeni promootorregioon (Amp" Cm") 2009)

p9TTglacZ/268 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP0268 geeni promootorregioon (Amp' Cm") 2006)

p9TTglacZ/900 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP0900 geeni promootorregioon (Amp' Cm") 2009)

p9TTglacZ/colR p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP0901 geeni promootorregioon (Amp' Cm")

p9TTglacZ/903 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP0903 geeni promootorregioon (Amp' Cm")

p9TTglacz/737 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP0737 geeni promootorregioon (Amp' Cm") 2009)

p9TTglacZ/1288 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP1288 geeni promootorregioon (Amp" Cm") 2006)

p9TTglacZ/1636 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP1636 geeni promootorregioon (Amp" Cm") 2009)

p9TTglacZ/1915 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP1915 geeni promootorregioon (Amp" Cm")

p9TTglacZ/2560 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP2560 geeni promootorregioon (Amp" Cm") 2009)

p9TTglacZ/2561 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP2561 geeni promootorregioon (Amp' Cm")

p9TTglacZ/2579 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP2579 geeni promootorregioon (Amp' Cm")

p9TTglacZ/3766 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud (Kivistik jt.,
PP3766 geeni promootorregioon (Amp' Cm") 2009)

p9TTglacZ/5152 p9TTglacZ, mille lacZ geeni ette on kloneeritud Rita Horak
PP5152 geeni promootorregioon (Amp' Cm")

pUCNot/lacltaccolS | pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS Heili llves

ekspressioonikassetti (Amp")

pUCNot/lacltaccolS-

pUCNOot, mis sisaldab lacltac-colS-E38Q

kéesolev t60

60




E38Q

ekspressioonikassetti (Amp")

pUCNot/lacltaccolS-
D57N

pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS-D57N
ekspressioonikassetti (Amp")

kéesolev t60

pUCNot/lacltaccolS-
E96Q

pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS-E96Q
ekspressioonikassetti (Amp")

kéesolev t60

pUCNot/lacltaccolS-
E126Q

pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS-E126Q
ekspressioonikassetti (Amp")

kéesolev t60

pUCNot/lacltaccolS-
E129Q

pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS-E129Q
ekspressioonikassetti (Amp")

kéesolev t60

pUCNot/lacltaccolS-
E126QE129Q

pUCNot, mis sisaldab lacltac-colS-E126QE129Q
ekspressioonikassetti (Amp")

kéesolev t60

pBK-miniTn7-QSm

Streptomiitsiiniresistentsust kodeerivat
minitransposooni sisaldav plasmiid (Amp' Sm")

(Koch jt., 2001)

pminiTn7lacltac-
colS

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS
espressioonikassetti (Amp' Sm")

kéesolev to0

pminiTn7lacltac-
colS-E38Q

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-E38Q
espressioonikassetti (Amp" Sm")

kéesolev t60

pminiTn7lacltac-
colS-D57N

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-D57N
espressioonikassetti (Amp' Sm")

kédesolev t00

pminiTn7lacltac-
colS-E96Q

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-E96Q
espressioonikassetti (Amp" Sm")

kéesolev t60

pminiTn7lacltac-
colS-E126Q

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-E126Q
espressioonikassetti (Amp' Sm")

kédesolev t00

pminiTn7lacltac-
colS-E129Q

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-129Q
espressioonikassetti (Amp" Sm")

kéesolev t60

pminiTn7lacltac-
colS-E126QE129Q

pBK-miniTn7-QSm, mis sisaldab
minitransposooni koosseisus lacltac-colS-
E126QE129Q espressioonikassetti (Amp' Sm")

kéesolev t60

pUXBF13 Abiplasmiid, mis kodeerib Tn7 transpositsiooniks (Bao jt., 1991)
vajalikke valke (Amp" mob®)
PEMG Suitsiidplasmiid deletsioonitiivede tegemiseks, (Martinez-Garcia

sisaldab I-Scel endonukleaasi 1dikesaiti (Km")

jade Lorenzo,
2011)

pEMG/A35-33

APP0035-PP0033 lookust sisaldav plasmiid (Km"

kéesolev td0

pEMG/A903-905

APP0903-PP0905 lookust sisaldav plasmiid (Km"

kéesolev t60

pEMG/A2579 APP2579 lookust sisaldav plasmiid (Km" kiesolev t66
pSW (I-Sce-1) I-Scel endonukleaasi kodeeriv plasmiid (Wong ja
deletsioonitiivede tegemiseks (Bp') Mekalanos,
2000)
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