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Kasutatud lihendid

20G — 2-ketoglutaraat

5-OH-dC — 5-hudroksu-2"-deoksttsutidiin

Amp —ampitsilliin

AP sait — lammastikaluseta nukleotiid DNA-s (ingbkurinic/apyrimidinic sitg
ATaas —adenulldltransferaas

bp — aluspaar (ingl basepai)

Bp — bensulpenitsilliin

CAA — aminohapete hidrolisaati (ingtksamino acids

CFU —kolooniaid moodustavad rakud (ingdolony Forming Units
Glc — glukoos

GIn — glutamiin

Glu — glutamaat

GO ehk 8-oxodG- 7,8-dihlidro-8-okso-2"-deoksliguanosiin
GOGAT - glutamiin-amiid-2-oksoglutaraadi aminotransferabk glutamaadi stintaas
GS - glutamiini stintetaas

Km — kanamuitsiin

LB — lisogenne puljong/séode (inghisogenic broth

MMC — mitomutsiin C

NQO —4-nitrokinoliin-N-oksiid

OD - optiline tihedus (ingl loptical density

Phe —fenool

Pol — polimeraas

Rif — rifampitsiin

TLS - kahjustuste Uleslntees (indr&nslesion synthesis

UMP — uridiinmonofosfaat

UTaas/UR - uridulttltransferaas/uridiltil-eemaldaja enstiim



Sissejuhatus

Looduslikud bakteripopulatsioonid peavad pidevaltuutova keskkonna ja
stressiolukordadega toime tulema. Bakterites ortudeisisteeme, mis soodustavad
stressiolukorras mutatsioonide teket. Muutused e@iss materjalis tagavad rakkude
mitmekesisuse populatsioonis. Mutatsioonid, mil@t rakule positiivne valikuvaartus,
kinnistuvad ning on olulised bakterite evolutsianseisel.

DNA reparatsiooniradade enstimid on tuntud antiatatad, mille puudumisel
mutatsioonisagedus rakkudes téuseb mitu suurusjika suurima mutaatorfenotiiiibiga on
mutD-defektsed ttved, millel puudub DNA polimeraasi iéplikatsioonivigu korrigeeriv
aktiivsus. Seoseid mutatsioonisageduse ja repaoaisadade vahel on pdhjalikult uuritud,
aga on alust arvata, et kdik mutatsioonisagedugtutenéad geenid ei ole otseselt seotud
reparatsiooniradadega. Selliseid kaudsemaid seameidaskem uurida. Meie laboris on
konstrueeritud testsisteem lac-Isc, mis vdimaldalal transposoonmutageneesi teel
mutatsioonisagedust mojutavaid geene, mis ei oleltaieparatsiooniradadega seotud. Teiste
hulgas sisenes minitransposoon ka mitmetesse nlistabaja geenidesse. Selle alusel voib
arvata, et ka metaboolsete radade aktiivsus vojbtadia mutatsioonisagedust.

Viimastel aastatel on selgunud, et pikka aega bigtenudelorganismina kasutuses
olnud Escherichia colion pigem erandlik ja tema pdhjal ei saa teha iildisteistele
bakteriliikidele.Pseudomonas perekond on lai ja mitmekesine ning sarnasestadiikidega
kui enterobakterid. Seetdttu on ka meie labor kegkrud mutatsioonide uurimisele bakteris
Pseudomonas putid&aesolevas t66s on uuritud viimalikke seoseidatsigonisageduse ja
metabolismiradade vahdP. putidds kontsentreerudes lac-Isc testsisteemiga istleeri
lammastiku metabolismis osaleva glutamiini siintgtgaenilePP5299ja sellele killgnevatele

geenidele.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1.Mutaatorfenotttbid
Looduses on harva sellised tingimused, mis vdimaldabakteritel piiramatult
kasvada. Seetdttu on enamus baktereid aeglasegeagiuon nende kasv peatunud, teisisbnu
nad on statsionaarses faasis (Poulsen jt, 199%nit&gulatsiooni mehhanisme statsionaarse
faasi rakkudes on valdavalt uuritud baktdfiscoli. Statsionaarses faasis olevad rakud on
stressis. Stressi vbivad pdhjustada erinevad tegoéiteks toitainetenélg, temperatuuriSokk,
ebasobiv pH, antibiootikumid ja kemikaalid, UV-igus, hiperosmolaarsus ja kdrge rohk.
Selleks, et Uletada neid raskusi ja stressiolukom@me tulla, on bakteritel erinevaid
kohanemismehhanisme. Naiteks toimuvad stressisaw@svrakkudes mutatsioonid, mis

vOimaldavad bakterite paremat kohastumist (Fo207).

1.1.1. SOS vastus

Geneetilisi muutusi otseselt pdhjustav stress tddakterites kokkupuutel DNA-d
kahjustavate teguritega. SOS vastus on sagedaseiMA Rahjustuse indutseeritud
stressivastus bakterites. SOS vastuse peamineniilesa minimaliseerida DNA kahjustajate
moju ja tagada rakkude ellujadmine (Foster, 2007).

Kui raku DNA on kahjustatud, siis replikatsioon fpganing rakus tekib theahelaline
DNA (ssDNA -single strandDNA). ssDNA tunneb ara bakteriaalne rekombinaasARenis
seondub ssDNA-le ja moodustab nukleoproteiinfiladieellised filamendid vahendavad
SOS reguloni repressori LexA autoproteoludsi (Fpst2007). SOS geenide pidev
transkriptsioon on rakule kahjulik ja seeparast laaxA seondunud DNA palindroomse
motiiviga, mida nimetatakse SOBoxks, takistades RNA polimeraasi seondumist ning
represseerides sellega nende geenide ekspressstefiamion, 2008). Kui LexA dimeerid on
lagunenud, ei seondu LexA enam DNA-ga ja SOS gedanghskriptsioon saab alata (Foster,
2007).

SOS reguloni kuulubE. colis tle 40 geeni (Courcelle jt, 2001; Fernandez De
Henestrosa jt, 2000). Enamik neist kodeerib vigatalt toimuva DNA reparatsiooni valke,
hdlmates aluse valjaldike reparatsiooni (BERase excision repgir nukleotiidi valjaldike
reparatsiooni (NER nucleotide excision repdifja DNA rekombinatsioonilise reparatsiooni
ensuume (Patel jt, 2010). Samuti ekspresseerile valku, mis inhibeerib rakujagunemist
(Trusca jt, 1998). Kui bakter ei suuda vigadevabadehhanismidega DNA kahjustusi
parandada ja replikatsiooni taaskaivitada, llUlks¢éasisse mutageenne faas. See tahendab, et

aktiveeritakse spetsialiseeritud DNA polimeraa&idadpli’'s Pol I, Pol IV ja Pol V), mis on



suutelised kahjustustest ile sinteesima, kuid tkeseda sageli vigaderohkelt. Kuna
kahjustuste Ulestintees on vigaderohke, siis p@yadtspetsialiseeritud DNA polimeraasid
selle kaudu mutatsioonide teket (Patel jt, 2010).

1.1.2. Reparatsiooniradadega seotud antimutaatorid

DNA polimeraasid, millel on 3- 5° eksonukleaashgiinsus, kdrvaldavad DNA
ahelast sinna slnteesi kaigus valesti lisatud otikde. Selline vigu korrigeeriv aktiivsus on
DNA replikatiivsel polimeraasil Pol Il ning samdia polimeraasidel Pol | ja Pol E. coli
DNA Pol lll puhul tagab 3"- 5" eksonukleaasse aktise epsiloni sublhik, mida kodeerib
dnaQ (algseltmutD) geen (Hastings jt, 2010; Scheuermann ja Ech®&84)l Mutatsioonid
mutD geenis pbhjustavad vaga tugevat mutaatorfenotligi,mutatsioonisagedus suureneb
kuni neli suurusjarku, ja aeglustavad rakkude ka@iiver ja Mena, 2010).

mutD mutatsioonidega tlvedes jaab replikatsioonijatgaies nii palju vigu, et
DNA-s valepaardumisi kbrvaldava reparatsiooni gisist MMR (Mmismatchrepair) ei piisa
kdigi vigade korvaldamiseks, kuna kdik olemasolevddR-i valgud on juba seotud
reparatsiooniga. Valjenduv mutaatorfenotiiip on giesburem seetdttu, kuna sel juhul
puudub rakkudel lisaks replikativse DNA polimeiiagigu korrigeerivale aktiivsusele ka
efektivne MMR (Miller, 1996).

Selleks, et parandada replikatsioonivigu, peab MafliRteem DNA-s lammastikaluste
valepaardumise ara tundma, tegema vahet vanal gh DNA ahelal, eemaldama valesti
paardunud aluse vastsinteesitud DNA ahelast jaessima asemele korrektse aluse
metileerimata — DNA ahel on hemimetuleeritud olefrsedberg jt, 2006). Bakteris. coli
eristatakse DNA ahelaid tanu jarjestuse GATC hertiitatsioonile kaheahelalises DNA-s.
Metileeritud on adeniin 6. positsioonis. Defektseraini metilaasi enstiimigalgm)
mutandid on samuti tugevad mutaatorid (Glickmarr,2)9

MMR susteemi toimimiseks on vaja funktsionaalseidigime: endonukleaasi MutH,
MutL-i, MutS-i, DNA helikaasi Il (vrD), SSB-d §ingle strand binding protejn DNA
polimeraas Il holoensuiimi, eksonukleaase I, V¢cRning DNA ligaasi. MutS valk tunneb
valesti paardunud koha &ra ja seondub sellega, KdotL valguga aktiveeritakse
endonukleaas MutH, mis ATP (adenosiintrifosfaadipergiat kasutades teeb katke
metilleerimata DNA ahelasse GATC jarjestuse kolktgneb katke kohast nukleotiidide
eemaldamine eksonukleaaside abil, uute nukleogidiihtees, kasutades metuleeritud ahelat
matriitsina ja DNA ahelate otste ligeerimine DNAdasi abil (Modrich, 1991). Mutandid,

millel puudub méne MMR valgu geem(tH, mutL, mutS, uviDon tugevad mutaatorid, kus
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esinevad kbrge sagedusega transitsioonid -&AO0 ja A T—-G:C ning

raaminihkemutatsioonid korduvaid nukleotiide sisaiates alades (Oliver ja Mena, 2010).

1.1.3. Oksudatiivsete kahjustuste ennetamine ja parandamia

Vabad hapniku radikaalid tekivad nii raku normaafeetabolismi kaigus, kui ka
valistegurite, naiteks ioniseeriva kiirguse, mGjuDNA-d kahjustavate reaktiivsete
hapnikutihendite (ROS) hulka kuuluvad hidroksttkaali (OH) ning superoksiidi radikaal
(Ox-). DNA oksudatiivseid kahjustusi on erinevaid: aks DNA ahelate Kkatketele,
deamineerimisele, depurineerimisele, avatud tsakpgriinidele ning timiini ja tsdtosiini
glikoolidele tekib kergesti guaniini kahjustus &d&, mis on mutageenne (Miller, 1996).
Tsutosiini okstdatsiooni produkt 5-OH-dC on sanui#ga mutageenne, pdhjustades>T
transitsioone (Feig jt, 1994). Lisaks DNA-le kahpwad hapnikuradikaalid ka valke (Berlett
ja Stadtman, 1997) ning rakumembraanis olevaidlgpjMylonas ja Kouretas, 1999).

Bakteritel, naitek<€. colil ja S. typhimuriuril, on leitud indutseeritavate ensttimide
susteemid, mis suudavad ROS-e neutraliseerida ekme,need kahjustavad DNA-d.
Indutseeritavate ensuidmide hulka kuuluvad kaks relpedi dismutaasi (SOD), mis
konverteerivad superoksiide vesinikperoksiidiks kaks katalaasi, mis konverteerivad
vesinikperoksiidi veeks (Miller, 1996). Nende fusikionide reguleerimine hélmab vahemalt
kolme globaalset regulonixyR, soxRa katF suisteeme (Demple, 1991). OxyR on positiivne
transkriptsiooni regulaator paljudele enstimidkégsa arvatud katalaasile HPI ja NADPH-
sOltuvale alkutlvesinikperoksiidi reduktaasile. @®xglefektsed bakterid on tundlikumad
okslideerivatele Uhenditele ja neis on suurenenutatsioonisagedus (Storz jt, 1987).
Mutatsioonid sodA lookuses, mis kodeerib mangaani superoksiidi diaasi (MnSOD),
pbhjustavad rakkudele samuti mutaatorfenotiilibi. gKumutatsioonid raua-seoselise
superoksiidi dismutaasi (FeSOD) lookusseslB ei pdhjusta mutaatorfenotlitipi, sg®dA
sodBtopeltmutandi mutatsioonisagedus on viis kordag&or kuisodAmutandil tksi (Farr jt,
1986). Seega on enamasti aktiivne MnSOD, aga lailipseidub, siis FeSOD kompenseerib
osaliselt selle funktsiooni.

DNA oksudatiivsete kahjustuste puhul on k&ige lewinokstdeeritud guaniini 8-
oxodG ehk GO teke (joonis 1A) Oksudeeritud gua@i@® paardub adeniiniga (Kouchakdjian
jt, 1991). GO valepaardumisest pdhjustatud asendissioonide valtimiseks ok. colis
olemas kolm valku: DNA glukosulaasid MutM, MutY g§g&oxodGTP hidrolaas MutT, mis
moodustavad GO reparatsiooni sisteemi (joonis TBenidemutY ja mutM defektsus
stimuleerib G:G>T:A transversioone (Michaels jt, 1992)mutM kodeerib DNA

formamidopurimidiini (Fapy) glikosulaasi (Michagls 1991; Boiteux jt, 1987). MutM valk
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eemaldab kaheahelalisest DNA-st avatud tsukligangu(Michaels jt, 1991) ning tsutosiini
vastas olevat GO-d (Chung jt, 1991), jattes DNAladse lammastikaluseta nukleotiidi, nii et
tekib AP @purinic) sait, mille taastamisele korrektse G:C paarinaetelammastikaluseta
nukleotiidi (ja sellega kulgnevate nukleotiidideg)rikaldamine ning DNA stintees (Michaels
jt, 1992). Juhul kui DNA Pol Il replitseerib DNAhalat, millest on jadnud eemaldamata GO,
voib replikatsiooni kaigus moodustada GO:A paarst seeplikatiivsed polimeraasid
stinteesivad TLS-i (ingl kranslesion synthegiskéaigus GO vastu adeniini sagedamini kui
tsutosiini. mutY geen kodeerib teist thdpi glikostlaasi MutY, nmesnaldab adeniini valesti
moodustunud G:A paarist ja GO:A paarist. JargnebsAidi kérvaldamine ning DNA Pol |
stinteesib asemele tsitosiini, sest DNA reparatdicmsalevad polimeraasid eelistavad
stinteesida tsutosiini GO vastu. Tekib GO:C paag am substraadiks MutM valgule. GO
kahjustuste eemaldamise ebadnnestumine tostab-G:& transversioonide sagedust, mida
on ka kirjeldatudMutM- vbi MutY-defektsetes tluvededdutM-defektsed tiived on ndrgad
mutaatorid ning MutY-defektsed tiived on mdddukadaatorid, samas kui topeltmutandid
on erakordselt kdrge mutatsioonisagedusega nirigssekas vorreldavad MutD-defektsete
tivedega (Michaels jt, 1992).

I 1

‘oksudatiivne kahjustus

A B

1 | 1GO| | |

IS

c
MutY * reparatsioon

Joonis 1. A) Oksudeeritud guaniini 8-oxodG ehk Gtulduur. B) GO kahjustusi parandavad DNA
glukosilaasid MutM ja MutY, mis kdrvaldavad DNA #h& vastavalt kas GO v6i GO-ga paadunud adeniini.
Joonis on kohandatud artiklist Michaels jt, 1992.

GO kahjustus voib tekkida DNA-sse ka juhul, kui d&mukleotiid on oksudeeritud.
Kui 8-oxodGTP lilitatakse DNA sunteesil adeniini st siis tekivad A TFC:G
transversioonid. MutY on vdimeline GO:A paarist eddama adeniini, parandades
efektiivselt seda tllpi mutatsioone. Lisaks on ualds veel MutT valk, mis hidroltusib 8-
oxodGTP 8-oxodGMP-ks, valtides sellega GO lulitamidNA ahelasse. Rakud, milles

9



puudub funktsionaalne MutT, valk on tugevad mutadfokuna neis toimub kd&rge
sagedusega 8-oxodGTP lulitamine tsutosiini vastjulal kui seda DNA-st ei kdrvaldata,
paardub see adeniiniga, genereerides-&I@A transversioone (Michaels jt, 1992).

1.1.4. Antibiootikumistressist stimuleeritud mutatsioonid

Kvinoloonide klassi kuuluvate antibiootikumide, magjprofloksatsiin, sihntmargiks on
ensuumid, mis muudavad DNA heeliksi superspiraisani, naiteks DNA guraas. Selliste
antibiootikumide toime kaigus tekib DNA kaheahelalikatkestus, mis indutseerib SOS
vastust(Drlica ja Zhao, 1997). Mutatsioonid DNA glraasieg@les tagavad resistentsuse
kvinoloonidele (Cirz jt, 2005).

f-laktaamsed antibiootikumid nagu penitsilliin insleerivad samuti SOS vastust
(Miller jt, 2004). Need antibiootikumid seovad PERgl k penicillin binding proteinsvalke
ja hairivad rakuseina suinteesi. PBP-de inaktiveaeenmdutseerib efektori DpiA seondumist
kromosoomi replikatsiooni alguskohta. Sellega iebilitakse replikatsioon, mis omakorda
kaivitab SOS vastuse (Miller jt, 2003). Seega rakuis ei jagune aktiivselt, on ajutiselt
kaitstudg-laktaamsete antibiootikumide tapva moju eest @ijt, 2004).

Pseudomonaadides aktiveeritakse SOS vastusenaakpetsitud DNA Pol-id, mis
soodustavad mutatsioonide tekitamisega antibiontikiesistentsuse saavutamist (Couce ja
Blazquez, 2009), néaiteks tseftasidiim, mis on PBR/3biitor, indutseerib DNA Pol IV
(Blazquez jt, 2006).P. putidds on DNA Pol IV seotud raaminihkemutatsioonide
genereerimisega susinikunaljas (Tegova jt, 2004).

Antibiootikumid vbivad pdhjustada ka ajutist mutadenotttpi, mis ei ole seotud
SOS vastusega ega mutageensete DNA polimeraadigdsiooniga (Balashov ja Humayun,
2002). Amino-glukosiidsed antibiootikumid, naitestseptomutsiin ja kanamdtsiin, sekkuvad
ribosoomi toosse ja takistavad translatsiooni. Kgklude streptomutsiini mittesurmava
doosiga poOhjustab DNA reparatsioonivalkude trasslahil vigu, tekitades sel viisil
lUhiajalise mutaatorseisundi (Balashov ja Humay@@@3; Ninio, 1991).

1.1.5. Mutaator-tRNA-d

mutAja mutCgeenide defektsus suurendab bakterites samuttsmagaisagedust, kus
vOoimenduvad G:GT:A ja AT-T:A transversioonid. Mutaatorefekt valjendub, kui
mutatsioon on tekkinud Uhes neljast glitsiini tRNj&enist, mis loevad GGU ja GGC
koodoneid.mutA ja mutC defektsetes mutaatortivedes on glitsiini antikaalonuudetud

asparagiinhappe antikoodoniteks GAU ja GAGUtA mutaatori puhul on mutatsioon Uhes
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kolmest identsesglyV geenist jamutC mutaatori korral on muutus ainsas/W geenis
(Slupska jt, 1996).

Kuidas saavad muutused tRNA antikoodonis pdhjustadatatsioonisageduse
suurenemist? Arvatakse, et antikoodoni mutatsiastigdhjustatud translatsioonivigu esineb
sagedusega 1% vOi vahem. Kuigi normaalseid valk®®®89%, pbhjustab ka vaga vaike
vigaste valkude fraktsioon rakus mutatsioonisagedusirenemist. Kdige loogilisem seletus
sellele fenomenile oleks et translatsioonivigaddtutosinteesitakse defektsed DNA
replikatsioonivalgud, naiteks DNA Pol IIl epsilosubthik (Slupska jt, 1996). Nagu juba
eelpool mainitud, pohjustab epsilonimtD geeni produkt) defektsus tugeva
mutaatorfenotiibi (Oliver ja Mena, 2010). PalmdtD geeni mutatsioonid on dominantsed
(Cox ja Horner, 1983). Dominantsus valjendub seksepsiloni subuihikud, millel puudub
DNA sunteesi vigu korrigeeriv (ingl groofreading aktiivsus, suudavad ikka polimeraasiga
seonduda. Uks epsiloni subihik seondub DNA poliastra kompleksiga iga
replikatsioonitsikli alguses ja jaab seotuks kaogjikli valtel. Kui 1% epsiloni subihikutest
on defektiga ja dominantsed, siis 1% replikatsiodsiikleid toimub ilma vigade

korrigeerimiseta nagomutD mutaatori puhulgi (Slupska jt, 1996).

1.1.6. Muud mutaatorid

Rakkudes, millel puudub uratsiili DNA glukosulaasing @ung geeni produkt)
aktiivsus, suureneb G:GA:T transitsioonide hulk, sest need rakud ei sutsi#osiini
demineerimise tagajarjel tekkinud uratsiili DNA-semaldada. Uratsiil paardub jargmise
replikatsiooni tsukli kaigus adeniiniga (Duncanyeaiss, 1982).

Rakkudes toimub sageli tsdtosiini metileerimine 9C5-positsioonist.  5-
metldltsitosiini (5meC) demineerimisel moodustuliiii ja nii asendub DNA-s G:C paar
G:T paariga. Seega muutuvad 5-meC jaagid mutatsieaekkel ,kuumadeks punktideks”
(ingl k hotspot$ (Lieb, 1991; Coulondre jt, 1978). 5meC-st pohatisti mutatsioonide
arahoidmiseks on bakterts coli kirjeldatud VSP (ingl kvery short patchreparatsioonirada,
kus Vsr nukleaas teeb DNA ahelasse katke G:T paguichul T nukleotiidist 5°-suunas.
Seejarel kdrvaldab DNA Pol | katkestatud DNA ahets 3 eksonukleaasse aktiivsusega T
nukleotiidi ja lisaks sellele veel kuni 10 nukledtining stinteesib asemele korrektse DNA
(Bhagwat ja Lieb, 2002). Rakud, millel puudub V@&Paratsioon, on samuti mutaatorid, neil
tekib 5meC saitides rohkesti G:¢A:T transitsioone (Lieb, 1991).
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1.1.7. Kompenseeriva funktsiooniga DNA reparatsiooniradadegeenid

Monel juhul ilmneb mutaatorfenottup ainult siisj kuaktiveeritakse rohkem kui tihe
geeni produktid, sest geenid kodeerivad Uksteistgenseerivaid funktsioone (Miller, 1996).
Naiteksogtja adageenid kodeerivad DNA metidltransferaase, mis &awad mettulrahmi.
E. coli mutantidel, millel on defektne kumbki metluiltragrsfasi ensttim Uksinda, ei ole
mutatsioonisagedus suurem algsest tlivestpggadatopeltmutant on mutaator (Mackay jt,
1994; Rebeck ja Samson, 1991). Sarnaselt on olemiiseid endonukleaase, mis
eemaldavad AP saite ja teisi kahjustugh geen kodeerib endonukleaasi Il jdo geen
kodeerib spetsiifilist endonukleaasi 1V. Kummagiege Uksikmutandid ei ole mutaatorid,
topeltmutant aga kull (Kunz jt, 1994). Selliste demenide olemasolu viitab voimalusele, et on
veel avastamata multikomponentseid reparatsioamiraailles Ghe komponendi vélja
lUlitamine ei anna kergesti margatavat mutaatotgfalest teised geenid kompenseerivad
tema funktsiooni (Miller, 1996).

1.1.8. Mutatsioonisagedust mdjutavad geenid ja  mutaatorfeatlitp
pseudomonaadides

Bakter E. coli on olnud pd&hiliseks mudelorganismiks mikrobioldisges uuringutes,
kaasa arvatud mutageneesi ja evolutsiooni mehhateskéljaselgitamisel. Praeguseks on
selgunud, etE. coli on pigem erandlik. Naiteks esineb teistes balgritharva
kromosomaalseid DNA Pol V geene ja enamasti eius®iMR DNA metllatsioonist.
Pseudomonas perekond on vaga suur ja mitmekesine ning sbégii mudeliks, mille alusel
teha Uldistusi ka teiste bakteriliikide kohta (Kaar, 2010).

Pseudomonaadidespetsialiseeritud DNA Pol Il geenpolB transkriptsioon ei
indutseeri DNA kahjustused nagk. colis. Ka SOS vastuse indutseeriv. mdju on
pseudomonaadides véaiksem ning neil on kujunenudlatgijpoonisisteem, mille téttu on
nende rakkudes ka ilma DNA kahjustuseta tUsna kOkgegsentratsioonis SOS reguloni
kuuluvaid valke (Kivisaar, 2010). Nagu varem maiditpuuduvad pseudomonaadidel DNA
Pol V geenidumuD ja umuG kuid selle asemel on neil geenikassett, mis kaloléeist DNA
Pol Il a-subihikut ning Y-perekonna DNA polumeraasi DnaE2 gpekuleeritava
funktsiooniga valku ImuB (Abella jt, 2004), millekspressiooni indutseerivad DNA
kahjustused nagu ka DNA Pol V puh#&l. putiddl on kaks LexA-d ning seda geeniklastrit
reguleeribP. putiddl repressor LexA2, mille jarjestus on véaga eringyvcoli LexA-st. P.
aeruginosd on aga Uks LexAE. coli LexA homoloog, mis kontrollib ka seda geenikladstri
(Abella jt, 2004). Sarnane geeniklaster on kirjaeldaka teistes proteobakterites (Erill jt,

2006). P. aeruginosaDnaE2 peetakse vigaderohkeks DNA Pol-iks nagu DR#A V-ki
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(Sanders jt, 2006)dnaE2geeniklastrit on nimetatud ka ,mutageneesi kaksettiKuna
.mutageneesi kasseti“ olemasolu on kirjeldatud kineil bakteritel, kellel puuduvadmuDC
geenid, siis arvatakse, et ,mutageneesi kassetidake DNA Pol V funktsiooni, osaledes
samuti TLS-is (Abella jt, 2004).

P. aeruginosapuhul on kirjeldatud ka looduslikke mutaatoreidi dbh suurenenud
mutatsioonisagedusedta aeruginosdivesid isoleeritud tsustilise fibroosi haigetgost. .
Enamus mutaatoritest on defektsed kas MMR vbi Gpanasiooniraja enstiumide osas
(Oliver ja Mena, 2010). Mutaatoriks on ka defektsexZgeeniga isolaadianexZon MexXY
valjavoolupumpade negatiivne regulaator. MuutumekZ geenigaP. aeruginosaived on
multiresistentsed antibiootikumide suhtes (Jahafdid 2013). MultiresistentseteP.
aeruginosatuvede teke on meditsiinis suur probleem, mist@siistilise fibroosi haigetel
praktiliselt polegi véimalikP. aeruginosat antibiootikumide abil lahti saada (Oliver ja
Mena, 2010). Defektse LasR transkriptsiooni regoldga tivede mutatsioonisagedus oli
samuti tdusnud. LasR on oluline hulga tunnetusgl @rguorum sensingreguleerimisel ning
seotud virulentsusega. LasR-defektsetel tivedelamud statsionaarses faasis eelist: nad on
elujdulisemad teistest rakkudest. LasR-defektsekkea on isoleeritud ka epideemilistest
tivedest, mis naitab, et LasR-defektsus muudabdrgkatogeensemaks. Meditsiiniliselt
tahendab see seda, et infektsiooni alguses, kueta@kkude populatsioon on vaike, siis
LasR inhibeerib hulga tunnetuse geenide, mille dwkuluvad ka osad virulentsusfaktorid,
ekspressiooni. Defektse LasR-iga rakkudes sunédssitaktiivselt virulentsusfaktoreid ja
need rakud on edukamad inimese kopsu kolonisee(ljaghn jt, 2007).P. aeruginoss
identifitseeriti antimutaatorgeempfpl, mis kuulub DJ-1/ThiJ/Pfpl superperekonda, mis
koondab endas erinevaid chaperone ja peptidgdskeon Uldine stressivastane geen, mis
aitab taluda soola (2 M NaCl), UV-kiirguse, kuumis&OS-ide tekitatud kahjustusi. Samuti
mojutab Pfpl biokile moodustamist (Rodriguez-Rojas Blazquez, 2009). MutYMutM
defektses tlves on naidatydpl ekspressiooitaseme suurenemist, mis viitab selkdlda
osaliselt kompenseerib MutY ja MutM funktsioone gnikaitseb rakku okstdatiivse stressi
pbhjustatud DNA kahjustuste eest (Mandsberg jt, 120Pfpl-defektses tlives suureneb
mutatsioonisagedus oluliselt ka stressivabadedntigtes (Rodriguez-Rojas ja Blazquez,
2009).

Wiegand jt, 2008 taheldask. aeruginosaadA mutandi puhul mutatsioonisageduse
tbusu. RadA valk mangib rolli kollapteerunud repiioonikahvli rekombinatsioonilisel
taastamiselradA deletsioon bakterig. coliannab mutaatorefekti aga ainult siis, kui lisaks o
inaktiveeritudrecG voi ruvABC geenid (Lovett, 2006)P. aeruginosaPA14 tives tdusis

mutatsioonisagedus juba aintdidA-defektsuse puhul, mis tdhendab, et rekombinatgisen
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reparatsiooni mehhanismid pseudomonaadides voiNadh@opis teisiti reguleeritud, kui seni
E. colipdhjal teada on (Wiegand jt, 2008).

1.2.LAmmastiku metabolism
Lammastik on Uks kdige olulisemaid elemente rakkehlgegevuseks. Bakteritel on
valja kujunenud susteemid, mis vbimaldavad lamrkkstikatte saada ka alternatiivsetest
allikatest, kui eelistatud allikaid napib (HervgsZ008).

1.2.1. Lammastiku assimilatsioonirajad bakterites

Lammastiku metabolismi assimilatoorseid radu v@bada kahte klassi: rajad, mis
voimaldavad lammastikku utiliseerida ekstratsedutast keskkonnast ja biostinteetilised
rajad lammastikku sisaldavate Uhendite intratsmfitdeks tootmiseks. Lammastiku
biosilinteetiliste reaktsioonide votmedoonorid ontaghiin (GIn) ja glutamaat (Glu).
Rakkudes on rajad, mis aitavad lulitada lammastigkutamiini ja glutamaadi koosseisu.
Kdige tahtsam ja bakterites dldlevinud rada on aghiini siintetaasi (GS) ja glutamaadi
suintaasi (GOGAT) rada (joonis 2). GS muudab ammuoonija glutamaadi glutamiiniks,
kasutades selleks ATP energiat. Reaktsiooni toirmeksi on oluline ka kahevalentse
metalliiooni (eelistatult M§) juuresolek. GOGAT kannab glutamiini amiid-rihma 2
ketoglutaraadile (20G) ja moodustub kaks glutamamadiekuli. Reaktsioon on NADPH-
(nikotiinamiid-adeniin-dinukleotiidfosfaat-) soltuerrick ja Edwards, 1995).

-NH,
bioslinteesiks
A
GIn ---—-"---—~\
GS \
GOGAT NH, )
20G Glu <-~~
AR 9
-~ N-;r-“ -
A/
-NH,

bioslinteesiks

Joonis 2. LAmmastiku assimilatsioonirajad. GS Kdisitav reaktsioon: Glutamaat (Glu) + ATP + NH-
Glutamiin (GIn) + ADP + fosfaat. GOGAT kataluusitagaktsioon: Glutamiin + 2-ketoglutaraat (20G) +
NADPH — 2Glu +NADF. Joonis on kohandatud artiklist Leigh ja Dodswp207.
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1.2.2. Glutamiini sintetaasid bakterites

Bakterites esineb nelja erinevat tltpi GS-e. Kdeyenum neist on GSI (Merrick ja
Edwards, 1995), mida on ka kdige rohkem uuritudgehaist on dodekameerse enstitimiga,
mis koosneb 12 identsest subuhikust, mis omakordmdostavad kaks kuusnurkset
struktuuri, ja 12 topeltlehtri-kujulisest aktiivsiést, kuhu seonduvad vastamisi ATP ja Glu
(Eisenberg jt, 2000) (joonis 3). Subihikuid hoiavembs hidrofoobsed interaktsioonid ja
vesiniksidemed (Yamashita jt, 1989). Ensuumi kodegnA geen. GSI kataltdtiline
aktiivsus on kontrollitud adenileerimisega: adeiilifansferaas (ATaas) seob iga sublhiku
turosiinijaagile kovalentselt AMP-rihma (adenosiomofosfaatrihma) ja inaktiveerib
enstumi (joonis 4). Uhe subiihiku adenileeriminektimaerib ainult selle subuhiku, st
ensium ei inaktiveeru taielikult: adentleerimatdingkentrid tootavad edasi. Ensiimi
totaalseks valjalulitamiseks peavad kdik sublhiglesna adendleeritud. GSI aminohappeline
jarjestus on prokartootides kdrgelt konserveeruMithed bakterid stinteesivad peale GSI ka
teistsugust tltipi GS-e (Merrick ja Edwards, 1995).

»X

Joonis 3. GSI ehitus. A. Joonisel on kujutatud G&tiivtsentrit, kollasega on naidatud ATP ja Glu

seondumiskohad. B. Kujutatud on GSI kuusnurkneksirr. Joonis on kohandatud artiklist Eisenberg(0o.

ginll geen kodeerib GSII, mis on identsete subuhikutelg@meer. GSIl esineb
enamasti taimesumbiontides. Erinevalt GSI-st on [IG&uumatundlik enstim.
Aminohappeliselt jarjestuselt sarnaneb GSII pigarkaeliootse GS ensuumiga kui GSl-ga
(Merrick ja Edwards, 1995).

GSIllI taupi GS puhul on tegemist heksameerse engjajmis esmakordselt kirjeldati
bakteris Bacteroides fragilis (Hill jt, 1989). GSIlll talub kdrget temperatuuri.
Aminohappeliselt jarjestuselt erineb ta GSI ja G&JI kuid mdned aktiivsaidid on
konserveerunud koigil (Merrick ja Edwards, 1995%1{Eon vahe iseloomustatud.

Neljandat tadpi GS-i kodeerigInT geen. GInT tllpi GS on nimetatud varasemastes
artiklites ka GSllI-ks, mis tekitab palju segadustina tegemist on erinevat tuupi GS-ga.
GInT on oktameerne enstiim, mis koosneb kaheksastisigst subuhikust nagu ka GSII, kuid
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GInT ei ole kuumatundlik (Merrick ja Edwards, 19986JnT-I on palju kérgem substraadj,K
kui teistel GS tuupidel ning madal biosinteesi ia&tis (Espin jt, 1990). Need asjaolud
muudavad kusitavaks, kas GInT pdhifunktsioon on &linteesimine, kuid teisi funktsioone
pole GInT-le leitud ja tema aminohappeline jarjsston sarnasem GS-ile kui teistele
glutamiiniga seotud ensidmidele, nagu naiteks glutaasidele ja amidotransferaasidele
(Shatters jt, 1993). GInT aktiivsus on reguleeripabttranslatsioonilise modifitseerimisega
ADP-ribosulatsiooni abil. Modifitseeritakse argmjaéki ning see inhibeerib GInT aktiivsust
(Liu ja Kahn, 1995). GInT on represseeritud, kised GS-d on aktiivsedInA glnll mutant
suudab slnteesida glutamiini, kui s66tmesse otutisglutamaati ja ammooniumi. Seega on
GInT fusioloogiliselt oluline, sest vdoimaldab glatani stnteesi ja tagab bakterite kasvu,
olukorras, kus teised GS-d on oma funktsionaalsksetanud. GInT valku on leitud
taimestmbiontide moodustatud juurenoodulitest, vitiab sellele, et GInT vbiks soodustada
sumbioosi efektiivsust. GInT katalldsitud reaktsimm sarnane GS reaktsiooniga, sest vajab
ATP ja kahevalentse katiooni (eelistatult Mpfuuresolekut ning kasutab samu substraate ja
kofaktoreid nagu GSI ja GSII (Shatters jt, 1993).

Monedes bakterites, enamasti taimesimbiontides,fikeserivad dhulammastikku,
naiteks Rhizobiurtid, esinevad korraga nii GSI, GSIl kui GInT tuu@S-id (Shatters jt,
1993).

1.2.3. Teised lammastiku assimilatsioonil osalevad ensudnhi

Glutamaadi suntaas (GOGAT) koosneb kahest mittésdsh sublhikust, mida
kodeerivad geenid@ltB ja gltC, mis asuvad uhes operonis (Oliver jt, 198)BD operon
kuulub Lrp (ingl kleucine-responsive regulatory protgireguloni, mida Lrp represseerib, kui
lammastikku aminohapete, nukleiinhapete voi ammaonikujul on piisavalt (Ernsting jt,
1993). glt lookus on kirjeldatud naiteks bakterités coli (Oliver jt, 1987), Pseudomonas
aeruginosaJanssen jt, 1980Azorhizobium sesbanid®onald jt, 1988) Rhizobium meliloti
(Lewis jt, 1990), Azospirillum brasilensgMandal ja Ghosh, 1993) jBacillus subtilis
(Bohannon jt, 1985).

Monedes bakterites on GS/GOGAT ainus rada lammastiliseerimiseks. Teistes,
naiteks enterobakterites, esineb alternatiivneaghaiadi dehtdrogenaasi (GDH) ra#a.coli
glutamaadi dehiidrogenaas on identsete subuhikbtgameer ja seda kodeegihA geen.
GDH kataltiisib NADPH juuresolekul reaktsiooni, karsmooniumist ja 2-ketoglutaraadist
moodustub glutamaat. EnstiiminhKon Usna korge (ligikaudu 1 mM), mistbttu on
ammooniumi-limitatsioonil GDH kaudu lammastiku asgeerimine ebaefektiivne (Merrick

ja Edwards, 1995).
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1.2.4. Lammastiku metabolismi regulatsioon

Kdige podhjalikumalt on lammastiku regulatsiooni legenustatud enterobakterites,
kuid siisteemi komponente on kirjeldatud ka teibtdgerites (Merrick ja Edwards, 1995).

Ammoonium on eelistatuim lammastikuallikas bakesjtsest tagab kdige parema
kasvu (Merrick ja Edwards, 1995). Lihtsaim moodusnsoniumi transpordiks on selle
passiivne difusioon l&bi membraani, kuid ammooniumadala kontsentratsiooni puhul
kasutatakse ka aktiivset ammooniumi transpordi (Asiisteemi (Barnes, 1993). Amt
susteemi ekspressiooni kontrollib ntr (ingl rktrogen regulatiop stiisteem. Enamasti on
kdrgete ekstratsellulaarsete ammooniumi kontsesmbi@tide korral Amt aktiivsus

represseeritud (Jayakumar jt, 1986; Servin-Gonzal&astarrachea, 1984).

1.24.1. Ntr stisteem

Globaalne lammastiku reguleerimissiisteem (ntr) h&ebs neljast ensutmist:
uriddlutltransferaas/uridulutl-eemaldaja  ensuum(gtTaas/UR), R valgust, histidiini
proteiinkinaasist NtrB ja vastuse regulaatoristQ\N{joonis 4). NtrB ja NtrC moodustavad
kahekomponentse regulaatorsiisteemi. Ntr sisteenulesgdp paljude lammastiku

assimilatsiooni ja transpordiga seotud geenideskm@ptsiooni (Merrick ja Edwards, 1995).

1.2.4.2. Py valk ja selle aktiivsuse kontroll

Py on vaike trimeerne regulaatorvalk (Merrick ja Eddsgr1995). Ménedes bakterites,
nagu néaiteksP. putidg kodeerib R valku glnB geen, kuid enterobakteritel on kaks
paraloogset Pkodeerivat geerginBja ginK (Hervas jt, 2008). Pon vdimeline siduma ATP-
d, 2-OG-d ja Glu-d (Liu ja Magasanik, 1995; Kamberg 1995). Selleks, et,Pseonduks
NtrB-ga ja stimuleeriks selle fosfataasset aktisispeab Polema eelnevalt seotud ATP ning
kas 2-OG v0i Glu-ga. Lammastikulimitatsiooni korr&-OG indutseerib P valgu
konformatsiooni muutust uridilatsiooni jaoks optatseks. LAmmastikukulla korral UTaas
seob GIn-i, mis inhibeerib uridulatsiooni ja viily Ralgu konformatsiooni, milles toimub
eelistatult R deuridileerimine. P uridileerimine takistab tema seondumist NtrB-ga
(Kamberov jt, 1995).

UTaas/UR ongInD geeni produkt. Ensttimi UTaasi aktiivsus lisab valgu iga
subihiku tdrosiinijaagi kilge UMP-rihma (uridilui@nofosfaatrihma) ning UR aktiivsus
eemaldab UMP-rihma ;Pvalgult (joonis 4) (Merrick ja Edwards, 1995). Félesitud
lammastiku kattesaadavus peegeldub rakusisesesjinitja 2-ketoglutaraadi suhtes (GIn/2-
OG). Kui suhte vaartus on korge, siis on lammastikkisavalt, vaiksem suhe nditab

lammastikupuudust. UTaasi aktiivsust stimuleeriZa®G ja ATP ning GIn-i seondumine
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UTaasiga inhibeerib selle aktiivsust. Seega GIn2-8uhte jargi saab maarata ¥algu
uridileeritust (Engleman ja Francis, 1978).

UTaas/UR ja P reguleerivad ka adenulUdltransferaasi (ATaas)wvakist: kui rakud
on lammastikunaljas, siis UTaas uridileerip ing uriddladlitud R indutseerib ATaasi
deadenuleerima GS-i (joonis 4) (Merrick ja Edwadf395).

NtrB + F."
NtrC-P P NtrC
GS —p GS-AMP N-kiillus
ATaas
t /
P
3UMP o 3UTP
(ginB)
UR/UTaas
(ginD)
3PPI
e.(umn,
V
GS - AT“S GS-AMP  N-vaegus
NtrC-P - NtrC
NtrB

Joonis 4. Skemaatiline mudel kirjeldamaks GS jaCNaktiivsust vastavalt lammastiku staatusele. Kui
lammastikku on vahe, siis UTaas lisab UMP-riihma Pdlgule, uridileeritud PII indutseerib ATaasi
deadeniileerima inaktiivses olekus adenileeritud. @&mal ajal on uriduleeritud PIl signaaliks Nte3-mis
kataluisib NtrC fosforiileerimist ja aktiveerimitui lammastikku on piisavalt, siis UR eemaldab lgult
UMP-riihma, see on signaaliks ATaasile, mis adenillle&S aktiivsaidid. Modifitseerimata PIlI valk on
signaaliks NtrB-le, mis defosforileerib NtrC. Jooon kohandatud artiklist Merrick ja Edwards, 1995.

1.2.4.3. NtrB ja NtrC regulaatorid

Histidiini proteiinkinaas NtrB on tsutoplasma vailing koosneb kahest domaanist: N-
terminaalsest sensor-domaanist ning C-terminaaksegasi doméaanist (Merrick ja Edwards,
1995). Kinaasi domaanis paiknev histidiinijadk omofosfortleerimissaidiks (Stock jt, 1989).
UTaas/UR ja Pvalk koos moodustavad mehhanismi, mis tajub irgfataarset lammastiku
taset (Arcondeguy jt, 2001). Tsutoplasmaatilisegaaaliks NtrB ensttmile on;Ralk, mis
Pi-UMP vormis annab teada lammastikulimitatsioonishgn modifitseerimata kujul
lammastiku killast (Merrick ja Edwards, 1995). Laastikupuuduse korral kataltitisib NtrB
vastuse regulaatorvalgu NtrC fosforlleerimist jhete jargnevat NtrC aktiveerimist (Keener

ja Kustu, 1988). Eelnevalt on NtrB histidiinijadgohalt autofosforileeritud ATP-sdltuva
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reaktsiooni kaigus (Ninfa ja Bennett, 1991). Reakis toimub mehhansimi abil, kus ks
subihik seob ATP ja fosforlleerib teise subuUhikinfi jt, 1993). Lammastikukuilla korral
mitteuriduleeritud R interakteerub NtrB-ga nii, et see katalttsib Ntr&odforileerimist ja
inaktiveerimist (joonis 4) (Merrick ja Edwards, B)9Hulpotees on, et N-domé&én reguleerib
C-terminaalse domaani kinaasset aktiivsust ja kaRy valgu retseptorina (Kamberov |t,
1994).

Lammastiku metabolismi regulatsiooni tahtsaim ragtdr NtrC on dimeerne valk
(Merrick ja Edwards, 1995). NtrC os*-s6ltuv transkriptsiooni aktivaatorvalk (Morett ja
Segovia, 1993), millel on kolm domaani (Drummond.fA86). NtrC dimeer seondub DNA-ga
C-terminaalse domé&ani kaudu (Contreras ja Drummads88). C-domaani heeliks-poore-
heeliks motiiv (Contreras ja Drummond, 1988) vOidadd &ra tunda aktivaator- v@nhancer
jarjestused, mis asuvad 100 bp eespool promogesjésest, kuhu seonda’sisaldav RNA
polimeraas (&%. Enhanceli funktsioon on soodustada NtrC oligomerisatsigoei
moodustuks vahemalt kahest dimeerist koosnev kdmplmis on vajalik transkriptsiooni
aktivatsiooniks ning NtrC kontsentratsiooni tOstekis promootori l&ahedal, mis suurendaks
Ec>* kontakteerumise sagedust (Ninfa jt, 1987; Portefl$93). NtrC valgu N-terminaalne
domé&an moodustab vastuvotja-domaani, millega serakrinterakteerub, et fosforlileerida
NtrC aspartaadijddki. Fosforileeritud NtrC aktivieealternatiivsete lammastikuallikate
assimilieerimise teid, aktiveerides vastavate geemanskriptsiooni (Keener ja Kustu, 1988)
ning represseerib  sdsinikumetabolismi  geenide  krgtsiooni, et takistada
lammastikupuudusel liigset susiniku ja energia tarhist (Hervas jt, 2008). Fosfortleerimine
stimuleerib NtrC seondumist DNA-ga (Weiss jt, 199R)id ei ole selleks otseselt vajalik;
pigem on fosforileerimine vajalik NtrC dimeerideigoimeriseerumise indutseerimiseks
aktivaatorjarjestustel. ~ Aktivaatorjarjestused  kamsad vahemalt kahest  NtrC
seondumissaidist (Mettke jt, 1995). NtrC keskmimmendan koosneb konserveerunud ATP
sidumissaidist ning interakteerubot-ga, et aktiveerida selle kaudu sihtmark geeni
transkriptsioon. NtrC-I on ATPaasne aktiivsus, mmisvajalik E5>* avatud kompleksi tekkeks.
NtrC ATPaasne aktiivsus on stimuleeritud DNA-ga rsRonise ning aspartaadijaagi
fosfortileerimisega (Austin ja Dixon, 1992). Keskenidoméaani interaktsioonid inhibeerivad
fosfortleerimata NtrC valgu N-dom&&ni vdimet dirsegruda. Fosforuleerimisel need
interaktsioonid katkevad ning NtrC aktiveerub dirseerudes (Fiedler ja Weiss, 1995).

Tanu voimele siduda DNA-d, saab NtrC kaituda kandkaiptsiooni repressorina
(Reitzer ja Magasanik, 1985).

19



1.2.5. Nac (hitrogen assimilation control) regulaatorvalk

Paljud lammastiku metabolismiga seotud enstuumidmide nagu GDH geegdh,
GOGAT-i geenidgltBD, histidaasi geehut, ureaasi geeanre ja proliini oksidaasi geeput,
on nac geeni produkti kontrolli all (Macaluso jt, 199 ac on dimeerne valk, mis kuulub
LysR regulaatorvalkude perekonda (Schwacha ja Bed®83). Nac ei vaja koefektorit ja ei
vasta otseselt lammastikuhulgateac geeni ekspressioon osP*-sdltuv ja seda reguleerib
NtrBC (Macaluso jt, 1990). Nac valku sunteesitakssult lammastikupuudusel ning selle
ekspressioon kas aktiveertut, put ja ure geenide vodi represseerib GDH ja GOGAT-i
geenidegdhja gltBD transkriptsiooni (Merrick ja Edwards, 1995). Nacseotud ka tsitosiini
utiliseerimise ja asparagiini siinteesi geenidelegglooniga (Goss ja Bender, 1995). Bakteris
E. coli ei ole Nac valgu regulatsioon eriti oluline, seenéjutagdh geeni ning ainult natuke
mojutab put geeni transkriptsiooni regulatsiooni (van Heeswijk 2013). Nac
regulatsioonististeem tihendaff-séltuvate geenide ekspressioefif-sdltuva ntr siisteemiga
(Bender, 1991). Nac susteem on kirjeldatud ainnlembakteritel (Merrick ja Edwards,
1995; Hervas jt, 2008).
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2. Eksperimentaalosa

2.1.T60 eesmargid

Mutaatoriks nimetatakse rakku, millel on kdrgem atsibonisagedus kui metsiktltpi
rakul. Mutaatortiivede detekteerimiseks kasutatakisieti papillatsiooni meetodit.
Papillatsiooni pohim&te Milleri katsetes on jargminBakterikolooniad kasvavad teatud
suuruseni ja kasutavad selleks ara neile kéttegaddatoitained. Kui vahese
toitainesisaldusega s60tmesesse on lisatud C4alhkigla suudavad ainult mutantsed rakud
koloonias utiliseerida (naiteks laktoos) ja kasvadiasi, moodustavad need pdhikoloonia
peale mikrokolooniaid ehk papille. Selle meetodiga vdimalik tuvastada ka ndrku
mutaatortivesid (Miller, 1996).

Papillatsiooniga on seotud ka meie laboris Heilede loodud lac-Isc testsiisteem
isoleerimaks mutatsioonisagedust mdjutavaid ge€astsiisteem pdhineb levaansukraasi ja
B-galaktosidaasi geenide transkriptsiooni aktivasibtesttives PaWlacllsc mutatsioonide
tagajarjel, mis inaktiveerivad kas Lacl repressgpeeni vdi Lacl repressori seondumisala
testgeenide promootoralas. Lacl repressorit inakitreerivad mutatsioonid voimaldavad
testgeenidel avalduda ning selle tagajarjel moadsast rakud X-gal-i sisaldaval s66tmel
pohikoloonia peale siniseid levaani tootvaid papillPaWlacllsc testtivega viidi labi
transposoonmutagenees. Minitransposooni insentéeeugeeni rikub enamasti selle geeni
funktsiooni. Kui minitransposooni sisenemine miggisgeeni suurendab papillide hulka
koloonial, siis on antud geen potentsiaalselt skapontaansete mutatsioonide sageduse
suurenemisega rakus (Tagel, 2014).

Transposoonmutageneesi katsete labiviimisel olrenenud mutatsioonisagedusega
kolooniate puhul minitransposoon inserteerunud DN#Aeparatsiooni geenidesse,
membraanivalkude geenidesse, regulaatorite ja mktabga seotud geenidesse.

Minu Ulesandeks oli selgitada, kas isoleeritud atdata glutamiini siintetaasi geeni
PP5229 ja temaga kilgnevate geenide inaktivatsioon ontuseanutatsioonisageduse
suurenemisega. Selle kontrollimiseks oli minu eagika konstrueeriddPP5299geeni ja
operoni deletsioonituved ning vorrelda konstrueeritiivede mutatsioonisagedust aldgse
putida tive omaga nii kasvavates kui ka statsionaarssl fakkudes. Teine eesmark oli

selgitada nende geenide roll seoses lammastikubwlesmiga bakteri®. putida
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud s66tmed, bakterittived ja plasmiidid

Minimaals6dtmena kasutati M9 baasil (Adams, 19%8)mstatud s6ddet, mis sisaldas
lisaks M9-le 2,5 mi/l mikroelementide lahust (Baapha Elsden, 1960) ning susinikuallikana
glukoosi (Glc) I6ppkontsentratsiooniga 10 mM vandeli (Phe) I6ppkontsentratsiooniga 2,5
mM. Kasvukdvera tegemisel lammastikunaljas kasutainimaalsootme valmistamiseks
lammastikuvaba M9-t, millele lisati N§&I I6ppkontsentratsiooniga 10 mM. Taissd66tmetena
kasutati LB-s6ddet (Miller, 1972) ja defineeritutc@AA sdddet, kus M9 minimaalsédtmele
on lisatud aminohapete hudrolisaati CAA I6ppkorttsg¢siooniga 0,2%. Rif sd6tme
valmistamiseks lisati LB-sd0tmele rifampitsiini (@ug/ml). Tards66tme saamiseks lisati
vedelsdotmele agarit 15 g/l.

Plasmiidi selektsiooniks kasutati antibiootikumean&mautsiini (Km; 50ug/ml),
bensuulpenitsilliini (Bp; 1,5-3 mg/ml), ampitsitii (Amp; 100pg/ml). Kolooniate sini-valge
testi labi viimiseks lacZ geeni ekspressiooni tuvastamiseks) lisati LB-s@@#n0,5 mM
IPTG-d ja X-gal-i (10Qug/ml).

E. coli rakke kasvatati temperatuuril 37°C | putidarakke 30°C. Vedelst6tmes
kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil (180 pd@nan).

To0s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid on tootimlis 1.

Tabel 1. Antud t66s kasutatud bakteritlived ja plabda

Bakterituvi Iseloomustus Allikas

E. coli DH5a supE4441acU169(f80 lacZM15) recAl Hanahan ja Meselson,
endAl hsdR17 thi-1 gyrA96 relAl 1983

E. coliCC118\pir A(ara-leu) araD4lacX74 galE galk Herrero jt, 1990
phoA20 thi-1 rpskE rpoB argE(Am) recAl
pir

E. coliHB101 subE44 subF58 hsdS3(rB- mB- ) recA13 Boyer ja Roulland-

pro42 lacY1 galK2 rsp20 xyl-5 mt1-1 Dussoix, 1969

P. putidaPaw85 algne tivi, identne taielikult sekveneeritudBayley jt, 1977
tuvega KT2440

P. putidaPaWAPP5299 deleteeritud glutamiini siintetaasi geen Kéesolev t66
PP5299

P. putidaPaWAoperon deleteeritud operon, kuhu kuulub glutamiikiéesolev t66
stntetaa®P5299

P. putidaPaWIacllsc peptidaasi C26 geeRiP5298transposooni Tagel, 2014

PP5298::Km mini-Tn5 katkestusmutant, Kfn
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P. putidaPaWIacllsc LysR perekonna transkriptsiooni Tagel, 2014

PP5300::Km regulaatori geer’PP5300transposooni
mini-Tn5 katkestusmutant, K
P. putidaPaWIacllsc Glutamiini stintetaasi geeRiP5299 Tagel, 2014
PP5299::Km transposooni mini-Th katkestusmutant,
KmR
Plasmiid
pBluescript KS E. colikloonimisvektor, Amp Stratagene
KS/A5299 pBluescript KS plasmiid, kuhu on Kaesolev t66
kloonitud geenPP5299%eelse ja jargse ala
litfragment TS1TS2
KS/Aoperon pBluescript KS plasmiid, kuhu on Kéesolev t66

kloonitud geenPP52990peroni eelse ja

jargse ala liitfragment TS1TS2

pRK2013 konjugatiivset tlekannet abistav plasmiid Figurski ja Helinski,
1979
pBAM1 minitransposooni mini-Thkandev Martinez-Garcia jt, 2011

plasmiid, Knf¥ (Amp® , Km®)

pKTpheA22TAG aluste asendusmutatsioone detekteeriv. Tegova jt, 2004
plasmiidne testsiisteem, kus plasmiidis
pKT240 sisalduvaheAgeeni 22. koodon
(Leu) on asendatud stoppkoodoniga TAG,

Bp®
pPEMG ehk pJP5603-I-Scgl I-Scel restriktsioonisaite ja Martinez-Garcia ja de
multikloonimisjarjestust sisaldav Lorenzo, 2011

suitsiidplasmiid, Krfi

pPEMG/A5299 pJP5603-I-Scelv2 plasmiid, kuhu on Kéesolev t66
kloonitud EcoRI ja Xhol fragmendina geeni
PP5299%¢eelse ja jargse ala liitfragment
TS1TS2, Knft

pPEMG/Aoperon pJP5603-I-Scelv2 plasmiid, kuhu on Kaesolev t66

kloonitud EcoRI ja Xhol fragmendina geeni
PP52990peroni eelse ja jargse ala
liittragment TS1TS2, K

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

2.2.2. Polumeraasiahelreaktsioon (PCR)
PCR-i kasutati konstruktide digsuse kontrollimiseRgaktsioonisegu maht oli 20,
mis sisaldas Uhekordset firmehermo ScienificPCR-i puhvrit, 2,5 mM MgGl| 0,2 mM
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nukleotiide (ANTP), 0,5 Uhikut Tag DNA poliimeragkd, pmol praimereid ja matriits DNA-
d. Praimeritena kasutatud oligonukleotiidid on toddabelis 2.

PCR-i teostamiseks kasutati firrBoometraPCR-i masinat.

PCR-i viidi 1abi 25 tsuklit jargmistel tingimustel:
denaturatsioon 96°C 2 minutit,
praimeri seondumine 55 kuni 56°C (soltuvalt praistgB0 sekundit,
DNA sintees temperatuuril 72°C 30 sekundit kuni &butit (sbltuvalt amplifitseeritava
DNA 16igu pikkusest: 1 minut 1000 bp kohta).

Tsuklitele eelnes kaheminutiline kuumutamine terapamril 96°C ja jargnes
paariminutine slntees temperatuuril 72 °C, millegk& stnteesiti [6puni pooleliolevad

fragmendid.

Tabel 2. Antud t66s kasutatud praimerid.

Praimeri nimi Jarjestus Seondumiskoht
EcoRI-gIn-synt- 5-CTGAATTCGCCACTGGTCATGGCAATG-3" sisaldab EcoRIikésaiti,
ees komplementaarnBP5299geenieels¢g

alaga positsioonides -473 kuni -454

suunaga geeni poole

Gln-synt-del 5- komplementaarnBP5299geeni
GACACCGATCAAAGGGACTCCTTTGATGTG eelse alaga positsioonides -28 kuni| -
CTGCGGCG-3’ 9, 5 ots on komplementaarne
praimeriga PP5298-start
PP5298-start 5-CGGTCCCTTTGATCGGTGTC-3’ komplemamaPP5299geeni
jargse alaga positsioonides 18-37
nukleotiidi
Xhol-PP5298 5-GGCTCGAGATGCTGACCGAGTGGCGAG- sisaldab Xhol I6ikesaiti,
3 komplementaarnBP5299geeni
jargse alaga positsioonides 428-44}
nukleotiidi
Gln-opr-del 5- komplementaarnBP5299geeni
GCTGAAGATCGATGGGGCTCCTTTGATGTG eelse alaga positsioonides -28 kuni| -
CTGCGGCG-3’ 9, 5" ots on komplementaarne
praimeriga PP5297-valja
PP5297-vélja 5"-CAGCCCCATCGATCTTCAGC-3’ komplememteePP5297geeni

jargse alaga positsioonides 19-38

nukleotiidi

Xhol-gIn-opr-del 5"-ATCTCGAGCAAGGTGACTTTCTGGAGC-3" sisaldab Xhol Iikesaiti,
komplementaarnBP5297geeni

jargse alaga positsioonides 435-454
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nukleotiidi

PheAtsll 5"-GTTCATGGGGGACTGCTTC-3’ komplementaapheAgeeni alaga
positsioonides 295-313 nukleotiidi
allavoolu translatsiooni
startkoodonist ATG

PheABamEl 5-AAGGCGGCTCCCGTAAGACA-3’ komplementaapiheAgeeni ette
jaéva alaga positsioonides -22 kuni
40 initsiaatorkoodonist ATG,

suunaga geeni poole

Forward 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ pBluescript'i unévsaalpraimer,
seondub pEMG plasmiidile, suunaga

multikloonimisjarjestuse poole

Reverse 5"-AACAGCTATGACCATG -3 pBluescript'i urévsaalpraimer,
seondub pEMG plasmiidile, suunaga

multikloonimisjarjestuse poole

pSW-F 5"-GGACGCTTCGCTGAAAACTA-3’ komplementaarnagiidis pSW(I-
Scel) oleva jarjestusega, suunaga

multikloneerimisjarjestuse poole

pSW-R 5"-AACGTCGTGACTGGGAAAA-3’ komplementaarne gaiidis pSW(l-
Scel) oleva jarjestusega, suunaga

multikloneerimisjarjestuse poole

2.2.3. Geelelektroforees

PCR produktide analtiisimiseks kasutati geeleelekesi. 20ul PCR proovile lisati
2 ul foreesivarvi (0,04% broomfenooli lahus 50% gliitsdis). Proovid kanti 1%
agaroosgeelile TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaatn¥ EDTA; pH 8,2). Geel sisaldas
etiidiumbromiidi 0,33ug/ml. DNA fragmentide pikkuse maaramiseks kasutatia Thermo
ScientificDNA molekulmassi markerit. Elektroforees viidi i&dbatemperatuuril, pingel 120

V. Geeli pildistati UV-valguses DNA visualiseerirals.

2.2.4. Bakterirakkude elektroporatsioon

Elektroporatsiooni  kasutati  plasmiidse = DNA  sisestaks  rakkudesse.
Elektroporatsiooniks kompetentsefe coli rakkude saamiseks lahjendati LB-vedels6dtmes
ule66 kasvanud kultuure optilise tihedusengsa0,1 ja kasvatati loksutil 1,5-2 h (tiheduseni
As5=0,9-1,5). S6otmes olevad rakud tsentrifuugiti (AB466ret/min) kokku ning sdédde
eemaldati. Rakke jahutati jaal ja pesti kaks kd@@ ul kilma veega ning kolmas kord 800
ul 10% glutseroolilahusega, rakud suspendeeritul7glitseroolilahuses. Kompetentsdie

putida rakkude saamiseks voeti 2hDuledokultuuri, rakud tsentrifuugiti (13400 podrain)
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kokku ning pesti kolm korda 300 mM sahharoosilalyjasga suspendeeriti 7Qul
sahharoosilahuses.

Kompetentsetele rakkudele lisati 10 vees lahustatud DNA-d. Rakud pipeteeriti
elektroporatsiooni kivetti ja elektroporeerBioRad elektroporaatoriga 2500 V suurusel
pingel. Rakkudele lisati 80(l LB so6det ja pesti sellega kiivetist valja. Sesdj&asvatati
rakke tund aega loksutiE( coli rakke temperatuuril 37 °@,. putidarakke temperatuuril 30
°C) ning peale seda plaaditi selektiivsottmele.

2.2.5. Plasmiidi eraldamine ja restriktsioonanallits

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firnk@vorgen Biotech Corpplasmiidi
eraldamise komplektiFavorPrep™ Plasmid Extraction Kifa jargiti tootja ette antud
protokolli.

Eraldatud DNA kontrolliti restriktsioonanalliiisigBlasmiidse DNA restriktsiooniks
kasutati firmaFermentasrestriktaase ja reaktsioonid viidi 1abi vastavalotja ensttumide
kataloogis ettendhtud tingimustele. Restriktsioaeiaktsiooni tulemused visualiseeriti

geelelektroforeesiga.

2.2.6. Kloonimine

Kloonimist kasutati deletsioonitiivede konstrueesehi soovitava fragmendi
sisestamiseks vektorplasmiidi. Kdigepealt valmistastriktsiooni reaktsiooni segud, kus
vektorit ning sellesse kloonitavat produkti Idigaimade restriktaasidega. Kloonimisvektorit
toodeldi peale I6ikust aluselise fosfataasiga FRs{Ahermo Scientific et valtida hiljem
vektori iseendaga kokku ligeerumist. Selleks lisaktori restriktsioonisegule 1 thik FastAP-
d ning inkubeeriti temperatuurii 37 °C 15 minutiRestriktaaside ning FastAP
inaktiveerimiseks reaktsioonisegus kasutati terdist, kus restriktsioonisegusid hoiti 10
minutit temperatuuril 80 °C. Seejarel restriktsisegud sadestati 2,5-kordses mahus 96%
etanooli ja 0,1-kordses mahus 5M NaCl lahusega ¢eatpuril -20 °C 10 minutit. Sadet
tsentrifuugiti pdhja (13400 po6o6ret/min) 10 minutgmperatuuril 4 °C ning pesti 75%
etanooliga. Saadud sade kuivatati temperatuuril 37. Restriktsioonifragmentide
kokkuligeerimiseks lahustati sadestatud DNA veesdgati kokku ligaasi reaktsiooni segu
mahus 2Qul. Ligaasisegu sisaldas Uhekordset ligaasi pulfivnitalt Thermo ScientifidmM
ATP-d ja 0,5 uhikut T4 ligaasiThermo Scientific Reaktsioon toimus tle66 temperatuuril
16-20 °C. Seejarel sadestati ligaasisegu sarmasgliktsioonisegudele ja lahustati @0vees.
Edasi elektroporeeriti 10l ligaasiseglE. coli DH5a v6i CC118pir tuve rakkudesse vii.

putidaPaW85 rakkudesse.
26



pBluescript KS vektori puhul kontrolliti kloonimis@énnestumist sini-valge testi abil.
Test pdhineb vektoris ole&galaktosidaasi geetacZ lugemisraami rikkumisel soovitava
fragmendi insertsiooniga. Testi labiviimiseks plitadS vektoriga tived IPTG-d, X-gal-i ja
Amp (vt peatikk 2.2.1) sisaldavale LB-tards6otme&les fragmendi insertsiooniga plasmiidi

kandvad tived moodustavad valged kolooniad ja tidkaoriga kolooniad varvuvad siniseks.

2.2.7. Bakterite konjugatsioon

Deletsioonitiivede saamiseks kanti geeni deletsksongjalikke jarjestusi sisaldav
plasmiid konjugatsiooni teel retsipienttive rakksske Selleks viidi labi bakterite
kolmikristamine. 5 ml LB-vedels6é6tmes, millele lisd plasmiidi selektsiooniks vastavat
antibiootikumi, kasvatati tGle6d eraldi katseklaasiddoonortiiveE. coli CC118 Apir tuve,
milles oli TS1TS2 (vt peatikki 2.2.9) fragmentiadtav pEMG plasmiid, retsipienttive.
putidaPaW85 ja konjugatiivset tlekannet abistavat plairpRK2013 sisaldaveE. colitlive
HB101. Uletd kasvanud kultuurid lahjendati tihedis®&sg=0,1 ilma antibiootikumita LB-
vedelstotmesse ja kasvatati eksponentsiaalsessaf&as tiheduseni &= 0,6-0,8. Seejarel
segati tived kokku vahekorras 1:1:2 ehk iD8oonor- ja helpertive ja 2Q0 retsipienttive
ning kanti LB-tards6dtmele. Konjugatsioon toimusedd temperatuuril 30° C. Seejarel
kraabiti 1/3 rakukultuuri segu LB-tardsddtmelt Gjessuspendeeriti 1 ml Ghekordse M9-s,
100 pl segust plaaditi minimaalselektiivs66tmele, mignvéldas ainult transkonjugantide

kasvu.

2.2.8. DNA sekveneerimine
Sekveneeritavate PCR-i produktide reaktsioonisegeshaldati esmalt kasutamata
jdénud praimerid ja nukleotiidid. Selleks t66deICR-i reaktsioone 1 Uhiku aluselise
fosfataasiga FastAPThermo Scientific ja 2,5 Uhiku eksonukleaasiga ExoThérmo
Scientifig 30 minutit temperatuuril 37 °C. Reaktsioon peatamotootiusega temperatuuril
80 °C 15 minuti jooksul. Seejarel valmistati seleemmisproovid kasutades firmpplied
Biosystemsi BigDye Terminator v3dekveneerimiskomplekti ning jargides tootjafirma
protokolli. Segati kokku reaktsioonisegu mahugaulOnis sisaldas 2l 5 x lahjenduspuhuvrit
(200 mM Tris pH 9,0; 6 mM MgG); 1,6 pmol praimerit; 0,71 premixi (Big Dye PR-100
mix v3.1); 0,5-1ul sekveneeritavat PCR-i produkti, maht viidi (Lieni veega.
Reaktsioon toimus 30 tsuklit tingimustel:
1. 20 sekundit 95°C
2. 15 sekundit 50°C

3. 60 sekundit 60°C
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DNA sekveneeriti firmaApplied Biosystem8730x| kapillaarsekvenaatoriga, selleks
kasutati Eesti Biokeskuse tuumiklabori sekveneettieg@nust, ning saadud jarjestuste

analtitisimiseks kasutati programme BioEdit ja UniREtustalO (uniprot.org 16.05.2014).

2.2.9. Deletsioonitivede konstrueerimine I-Scel slisteemiga
PP5299geeni ja operoni deletsiooniga tlivede saamisekgda$ osfai jt (1999) ning

Martinez-Garcia ja de Lorenzo (2011) pohjal modédritud meetodit. Meetodi etapid on

kujutatud joonisel 5.

1. 2.
TS1F TS2F —7817 deleteeritav geen [FS2Il——
ECOR| == —_—
—JSIN deleteeritav geen [RSENI——
- ~st———  Xhol
TS1R I-Scel  I-Scel
PCR1 Ecorl —{SHl ESE— xvo 1 R6G

PCR2 Ecorl —{JFSHIESEE— xho!

kointegraadi
teke

I-Scel I-Scel

I-Scel 1-Scel

- geen

3. Plasmiidi pSW(I-Scel) (Bp") 4.
bakterisse elektroporeerimine ___
ning dsDNA katkete A) N
indutseerimine kromosoomi _-\ deleteeritav geo RIEEN— — =—{TS1] deleteeritav geedTS2N=—
inserteerunud plasmiidis
PEMG. WT (umbes 50%)
B) Yo —>
z .
=81 deleteeritav geeri TSR deleteerunud (umbes 50%)

5. Plasmiidist pSW(I-Scel) lahti saamiseks kasv
ilma selektiivse surveta ehk antibiootikumita
(Bp). Paralleelkiilv LB ja LBBp sédtmele.
Kontroll PCR-iga.

Joonis 5. Geeni deleteerimise skeem I-Scel sustendioonisel on toodud deletsioonitiive konstrudeeim

pdhietapid. 1) amplifitseeritavad alad TS1 ja TS#aimerite seondumiskohad ja TS1TS2 fragmendi
inserteerumine pEMG plasmiidi; 2) pEMG plasmiidiimvine P. putida rakkudesse ja kointegraadi
moodustumine; 3) plasmiidi pSW viimine rakku ja &&® katkete indutseerimine; 4) homoloogilise
rekombinatsiooni toimumise vdimalused ja tdendosby; pSW plasmiidist vabanemine. Kart Ukkivi

modifitseeritud joonis (Ukkivi, 2013).

APP5299 tlivede saamiseks amplifitseeriti esmalt R@R3eeni eelne (TSthrget

sequence)lja jargne ala (TS2arget sequence)Zmdlemad umbes 500 bp ulatussslleks
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kasutatavad praimeripaarid olid EcoRI-gIn-synt-¢&sGIn-synt-del ning PP5300-start ja
Xhol-PP5300 (tabel 1). GlIn-synt-del praimer sisaldsl otsas PP5300-start praimeriga
komplementaarset jarjestust, et jargnevas etapisaldimalik TS1 ja TS2 fragmendid kokku
lita. Edasi tehti praimeritega EcoRI-gIn-synt-gasXhol-PP5300 sewing PCR-i, mille
kaigus liideti kokku TS1 ja TS2 fragmendid, saatiggaudu 1000 bp pikkuse TS1TS2
fragmendi. TS1TS2 fragment klooniti plasmiidi pBdeept KS, selleks I6igati plasmiidi ja
fragmenti firma Thermo Scientificrestriktaasidega FastDigestEcoRI ja FastDigestXhol
Plasmiid nimetati K5299 ning selekteeritiE. coli DH5a tives sini-valge testiga.
KS/A5299 plasmiid eraldati DHbtUvestFavorgenkitiga. Seejarel klooniti TS1TS2 fragment
plasmiidi pPEMG, kasutades pEMG vektori avamiseKE$ATS2 fragmendi vélja I6ikamiseks
KS plasmiidist firmarhermo Scientificestriktaase FastDigestEcoRI ja FastDigestXhaigni
saadud plasmiid nimetati pEM&B299. See plasmiid selekteeri coli tives CC118pir
Km sisaldaval sdotmel. Jargnevalt amplifitseeri®1TS2 fragmenti PCR-iga, kasutades
praimereid Forward ja Reverse (tabel 1) ning se&eah kasutades praimerit Forward, et
kontrollida ega TS1TS2 fragmenti ei ole PCR-i k&igakkinud mutatsioone. Seejarel viidi
korrektset DNA jarjestust sisaldav plasmiid konjisgzoni teel bakterissB. putidaPaw85
(vt. peatikki 2.2.7), kus see plasmiid ei replitseeing inserteerub selles sisalduva TS1TS2
jarjestuse ja kromosoomi vahel toimuva homoloogiliekombinatsiooni kaudu bakteri
kromosoomi. Moodustunud kointegraadiga rakke setski Km sisaldaval s66tmel.
Kointegraadi olemasolu kontrolliti PCR-ga kasutageimereid EcoRI-gIn-synt-ees ja Xhol-
PP5300. Jargnevalt viidi elektroporatsiooni abikkedesse I-Scel nukleaasi kodeeriv
plasmiid pSW(I-Scel), kasutades selektsiooniks knBp sisaldavat LB-s6odet. Selleks, et
indutseerida plasmiidi pSW(I-Scel) tekitama kahéalise Oikeid I-Scel restriktsioonisaitides
kromosoomi integreerunud pEM&B299 plasmiidis, kasvatati rakke tle66 30° C lokdut
ml LB-vedelsdotmes, millele lisati 7,0 meta-toluaati, mis on I-Scel promootori induktor.
Katkete tekkimise tagajarjel toimub homoloogilirekembinatsioon TS1TS2 fragmendi ja
kromosoomis olevatd®P5299 geeni eelse TS1 vaPP5299 jargse TS2 ala vahel. Kui
homoloogiline rekombinatsioon toimub, siis pole ddvenam vdimelised Km kasvama ja
nendest tlvedest pooltel juhtudel deleted?&@»299geen koos pEMG plasmiidiga ning rakk
ei ole enam vdimeline Km sisaldaval s66tmel kasvaEtaisoleerida need kloonid, kus
kromosoomist on deleteerun&P5299geen, tdmmati pl Uledd kasvanud kultuuri Bp LB-
tassil Uksikkolooniateks. Geeni deleteerumist kahtr kolooniate paralleelkilviga LB-
tassidele, mis sisaldasid selektsiooniks Km. Kmtesiitundlikes kolooniates kontrolliti
PP5299 geeni deleteerumist PCR-iga, kasutades praimeremREgIn-synt-ees ja Xhol-

PP5300. Seejarel vabaneti deletsioonitiives pSW(I-Scel) rpi@kst. Deletsioonitivede
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puhtust kontrolliti PCR-ga kasutades praimereid pS\Ja pSW-R (tabel 1), mis annavad
produkti plasmiidi olemasolul.
Samal meetodil konstrueeriti ka operoni deletsiganitivi (Aoperon), selleks

kasutatud plasmiidid on toodud tabelis 1 ja praith&belis 2.

2.2.10. Mutatsioonisagedust =~ mdjutavate =~ geenide  isoleerimén  lac-Isc
testslisteemiga

Antud t60s kasutatud transposoonmutandid PP5298:B5299::Km ja PP5300::Km
on selekteeritud Heili llvese koostatud testsistgammis pohineb levaansukraasi fja
galaktosidaasi aktivatsioonil testtiives lacllBc.putidative Paw85 kromosoomi on viidud
geenikassett, kus on repressiacl, tac promootor, Shine-Dalgarno (SD) ribosoomi
seondumissait ning geenldc3 ja lacZ (joonis 6). Lacl on repressor, kui selles geenis on
toimunud mutatsioon, siis ei seondu Lacl ¢tgeraatorile ja ei represseeri promootorit, seega
RNA polimeraas saatac promootorilt transkriptsiooni labi viia ninggc3 ja lacZ geenid
ekspresseeruvad. Antud testtiivega viidi |abi trasgspnmutagenees, mille kdigus tuvastati
suurenenud mutatsioonisagedusega geene, muuhokgseerus transposoon ka antud to6s
kasutatud?P5298, PP529¢h PP5300geenidesse (Tagel, 2014).

pfa‘
% O

lacl ®

P. putida kromosoom

Joonis 6.P. putidative Paw85 kromosoomi viidud geenikassett. Tahistdb mutatsiooniacl geenis, mille

tagajaretac promootorit ei represseerita nilsg3jalacZ geenid ekspresseeruvad

2.2.11. P. putida tivede kasvukdverate mddtmine

Kasvukdverate saamiseks kasvaRtiputidattivede rakke tle66 Glc-CAA s66tmes.
Seejarel lahjendati tivesid optilise tihedusenisgg?0,02. Lahjendused tehti Glc-
minimaalsdotmesse kasutades tavalist M9 puhvri, sisaldab 190 mM NI ning vahese
lammastikuga M9 puhvrit, millesse lisati 10 mM MNH. Lahjendused kanti
mikrotiiterplaadile.

Bakterikultuuride OD automaatseks mddtmiseks kasutspektrofotomeetrit
POLARstar Omega. Mikrotiiterplaadil olevaid kulteurnkubeeriti temperatuuril 30 °C ja
aereeriti pidevalt. Rakukultuuri optilist tihedustddeti lainepikkusel 580 nm iga 7 min jarel

20 h jooksul. Saadud andmetest koostati bakteultitie kasvukdverad.
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2.2.12. P. putida Rif resistentsete (Rif) mutantide tekkesageduse méaaramine

P. putida tiivesid kasvatati Glc-CAA sddtmes 6-7 h, seejasditit 10 kordsed
lahjendused Glc-CAA sddtmesse ja jagati kultuuri@ thl kaupa katseklaasidesse laiali.
Kultuure kasvatati loksutil 18-20 h temperatuufil L. Seejarel plaaditi 50d séltumatutest
kultuuridest Rif-tassidele ja inkubeeriti tempertatl 30 °C. Tekkinud Rif resistentseid
kolooniaid loendati kahe paeva jooksul.

Bakterirakkude elumust méaéarati katse alguses kahsbnmoodustavate rakkude
(CFU) arvukuse alusel Uledd vedelstotmes kasvanud kidesir Selleks tehti vastavad
lahjendused Uhekordsesse M9-sse ja kanti LB-tdssid€ihtudes LB-tassidele tekkinud
kolooniate arvust ja tehtud lahjendustest, arvugdtisrakkude arv 1 ml tle6d kasvanud

kultuuri kohta ja teisendati $@aku kohta.

2.2.13. P. putida Phe" mutantide tekkesageduse maaramine plasmiidse TAG

testsiisteemiga

P. putidaalgsesse tlivesse PaWs85 ja sellest konstrueergietsonitivedesse viidi
elektroporatsiooniga plasmiidne TAG testslsteensg tavastab asendusmutatsioone. TAG
susteem kujutab endast plasmiidi pKT204, millesse widud defektne fenooli
monooksugenaasi gepheA(stoppkoodon TAG 22. positsioonis). Kui mutatsiot@agajarjel
enneaegne stoppkoodon kaob, siis suudab rakk kiestenooli stsinikuallikana.

6-7 tundi Glc-minimaalsd6tmes kasvanud testsusigerkultuurid lahjendati optilise
tiheduseni Ag=0,1 Uhekordses M9-s ja jaotati 2,3 ml kaupa k#sskdesse. Katseklaasides
olevaid kultuure kasvatati 18-20 h. Seejarel pl@add0 pl soltumatuid kultuure Phe-
minimaaltassidele ja inkubeeriti temperatuuril D Tassidele tekkinud kolooniaid loendati
10 nalgimispéeva jooksul. Esimesed Pkalooniad tekkisid teisel inkubatsiooni paeval.

Bakterirakkude elumust méaarati kogu katse jookslbdniaid moodustavate rakkude
(CFU) arvukuse alusel samadelt fenooli minimaaltassidalitiel jalgiti Phe revertantide
teket. Steriilset themilliliitrist pipetiotsikut katades Idigati tassidelt agaritiikid, valtides Phe
kolooniaid. Arvestati, et agaritlki pindala on 101kbgu tassi pindalast. Agariketastel olevad
rakud suspendeeriti Uhekordses M9 lahuses lok&itthin temperatuuril 30° C. Seejarel tehti
vastavad lahjendused uhekordses M9-s ja kanti kBidale, mis sisaldasid rakkude
selektsiooniks Bp. Lahtudes tassidele tekkinud doiate arvust, tehtud lahjendustest ja

agariketta pindalast, arvutati elusrakkude arv Pimamaaltassidel.
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2.2.14. DNA-d kahjustavate kemikaalide tundlikkuse test

P. putida tivede kemikaalitundlikkuse hindamiseks kasutainexaid DNA-d
kahjustavaid kemikaale, mida lisati LB-tardso6tmetatomutsiin C (MMC; 2ug/ml), 4-
nitrokinoliin-N-oksiidi (NQO; 125uM), paraquaat dikloriid x-hUdraati (paraquaatigml) ja
vesinikperoksiidi (HO,; 0,4 mM). Testitavaidiivesid kasvatati 5 ml LB-vedels66tmes ledd.
Seejarel tehti lahjendusteread00’ iihekordsesse M9-sse jaub lahjendustest 18107
plaaditi kemikaaliga LB-tassidele. Kontrolliks kaméhjendused ka ilma kemikaalita LB-

tassile. Bakterite kasvu kemikaale sisaldavatelrsétel hinnati jargmisel paeval.

2.2.15. P. putida glutamiini suintetaaside joondamine ja virtuaalne aallus

P. putida tives KT2440 (identne meie PaW85-ga) annoteerit@edoondati ja
analliusiti teiste bakterite GS-idega UniProti GliGtjoondusprogrammis (www.uniprot.org
16.05.2014) ningP. putida GS-e analiilsiti kasutades PRRN joondusprogramn MR
(http://www.genome.jp/tools-bin/prrntree?tree_upgw0519193419Z0TwN  16.05.2014),
mis kuulub KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes anch@ee; http://www.genome.jp/kegg
16.05.2014) andmebaasi. putidaglutamiini siintetaaside aminohappelised jarjestssedli
www.pseudomonas.com andmebaasist (Winsor jt, 2011).

LisaksP. putidaGS-ide omavahelisele joondamisele, joondati GSai@ohappelisi
jarjestusi kaE. coli GSI @InA), Rhizobium melilotiGSII (@Inll), Bacteroides fragili® GSllI
ja Rhizobium leguminosarunGInT valgu aminohappelise jarjestusega.coli, B. fragilise
ja Rhizobiurtite GS-ide aminohappelised jarjestused saadi UniPvalguandmebaasist

UniProtkKB (www.uniprot.org 16.05.2014).
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. lac-Isc testslisteemiga isoleeritud mutatsioonisagest mojutavate geenide

mutageensuse kontrollimine

PaWlacllsc testtivega (vt peatikki 2.2.10) viisin@bi transposoonmutageneesi,
millega tuvastasime suurenenud mutatsioonisagedugggne. Testslsteemiga kindlaks
tehtud 181 geeni seas oli naiteks nii transpogentembraanivalkude, signaali Glekande kui
ka metabolismiga seotud geene. Muuhulgas insedeettansposoon ka DNA
reparatsioonististeemi geenidesse, mis oli oodat®st reparatsiooniradade geenide
inaktiveerimine suurendab oluliselt mutatsioonigshgt ja nende vaélja tulemine vdiks
kinnitada, et testsiisteem toimib.

Meile huvipakkuvaks osutus minitransposooni sisanemglutamiini sintetaasi
PP5299geeni, kuna transposoon oli sisenenud kahel k&P&l299geeni, Ghel korral samas
operonis asuvasseP5298 geeni ja uUhel korral kbrval operonis asuvasse LpsiRekonna
transkriptsiooniregulaatorgeerf?P5300. LysR-tuipi transkriptsiooniregulaatori puhul on
taheldatud, et ta vdib reguleerida operoni, milieel ta asetseb, kuid tema enda geeni
transkriptsioon on reguleeritava geeni transkrguisiga vastassuunas (Sung ja Fuchs, 1992).
Sarnane olukord esineb ka siin, sB§15299 operon asull. putidagenoomis negatiivsel
ahelal ningPP5300geen positiivsel, seega on nad vastassuunalisekkribeeritavad. Kdik
transposoonid sisenesid genodkm geeni transkriptsioon vastava geeni transkriptsgs

samas suunas (joonis 7 a).
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Joonis 7.P. putida PP5299operoni struktuur. Minitransposoonid kannavad Keasistentsusgeeni, mille
transkriptsioon otsast valjapoole v6ib mdjutada tedle kilgnevate geenide transkriptsiooni taset. a)
Minitransposoonide insertsioonikohad ja transkigaiei suunad. Transposoon on sisenenud genoongthkim
geeni transkriptsiooni suund on insertsiooni si@edd geeni transkriptsiooni suunaga samas suunas. b)
Deletsioonitiived. Loogeliste sulgudega on tahistagaenid, mille deleteerisime ning kuidas deletsitived

antud t60s on nimetatud.
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Uldiselt tuli transposoonmutageneesist vélja vabelkvaid geene ja operone, kuid
valitud piirkonda inserteerus minitransposoon nedgaral, moodustades valitud piirkonnast
selles testsuisteemis nn ,kuuma punkti“. Huvipaklalv PP5299 geen ka selle péarast, et
varem pole bakterisP. putida naidatud seoseid uldiste metabolismi geenide ja
mutatsiooniprotsesside vahel. Kill aga on néahtad?.eaeruginosakroonilise infektsiooni
korral tsustilise fibroosi haigete kopsudes mandjivenutaatorgeenid rolli patogeeni
metabolismi kohanemisel vastavalt infektsiooni lkemhgsele (Oliver ja Mena, 2010).

Kontrollimaks, kas testsisteemi abil vélja soéeluttiinsposoonmutandid on
mutaatorfenotlilibiga, vordlesime PaWlacllsc ming@osooni katkestustiivede PP5298::Km,
PP5299::Km ja PP5300::Km spontaanset®Rékkesagedust algtiive Paw85 (edaspidi wt)
suhtes. Rif on antibiootikum, mis inhibeerib RNAnggesi, seondudes RNA polimera@si
subiihikuga RpoB, mida kodeenipoB geen. Rif sisaldaval s66tmel saavad kasvada ainult
need rakud, kus orpoB geeni jarjestuses toimunud sellised mutatsioanitle tagajarjel Rif
ei suuda RpoB-ga enam seonduda. Rif resistentsésmhaldavad paljud erinevad
mutatsioonidrpoB geenis, seetbttu on see testststeem mutatsioedissgy moStmiseks
suhteliselt tundlik ning R mutatsioonisagedus peegeldab ka raku Uldist niotaisagedust
(Jatsenko jt, 2010). Seega kui nendel tiivedel teiitkem RiF kolooniaid kui wt tiivel, siis
on nendes rakkudes mutatsioonisagedus tdusnudnjde nieonkreetsete geenide puhul on
testslisteemiga 6nnestunud isoleerida geenid, méldivatsioonil on mutatsioonisagedus ka

tegelikult tdusnud.
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Joonis 8. Spontaanne Rifmutantide tekkesagedws putida algses tiives Paws5 ja tiivedes, mis sisaldasid
minitransposooni insertsiooni geenid®P5298, PP5299%a PP5300 Joonisel on toodud véhemalt nelja
séltumatu katse Rif resistentsete kolooniate kes&rhulk 18 elusraku kohta ning 95% usalduspiirid. * tahistab
p-vaartust <0,05, ** tahistab p-vaartust <0,005lefusi on analiiiisitud Student T-testiga. VérreldndRif®
mutantide tekkesagedust algse tuive suhtes.
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Katse tulemused viitasid sellele, et tivede PP5R&8: PP5299::Km ja PP5300::Km
puhul on mutatsioonisagedus vorreldes algse tuRPay885 suurenenud (joonis 8). Selleks, et
naha, kas mutatsioonisagedused on ka statistilseftevad, arvutasime tekkinud Rif
mutantidele Student T-testiga p-vaartused: kui §vé oli alla 0,05, lugesime tulemuse
statistiliselt oluliseks. Kuna p-vaartused tulithad,05, vbime jareldada, et antud tivedes on
mutatsioonisagedus tdusnud ja testslisteemiga ogstumud isoleerida geenid, mis annavad

ka tegelikult rakule mutaatorfenotutibi.

2.3.2. PP5299 geeni ja operoni osalus spontaansete mutatsioonitkkkimisel

Minitransposooni sisaldav katkestusmutant ei prulgagi tapselt kajastada seda
olukorda rakus, kus uuritav geen puuduks taielikGikega, et hinnatRP5299 geeni ja
PP52990peroni mdju mutatsioonisagedusele konstrueerisietetsioonitived PaAPP5299
ja PaWAoperon (joonis 7 b) ning mddtsime neisRifutantide tekkesagedust vérreldes algse
tlvega ja transposoonmutantidega.

Selgus, et deletsioonitivede puhul on mutatsiogeidas algse tlive suhtes samuti
suurenenud (joonis 9). Kuna Student T-testiga pihartused alla 0,005 vdoime 6elda, et
APP5299 ja\operoni tived on vorreldes algse tiivega mutaajaridc-Isc teststisteemiga on

onnestunud isoleerida geenid, mille puudumisel atatsioonisagedus ka tegelikult tdusnud.
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Joonis 9. Spontaanne Rifutantide tekkessagedBs putidaalgses tilves Paw8s ja tiivedes, kus kromosoomist
oli deleteeritud kas ainuRP5299v&i kogu operon. Joonisel on esitatud kolme s@tunkatse Rif resistentsete
kolooniate keskmine hulk 2@lusraku kohta ning 95% usalduspiirid. ** téhistab p-vaartus <0,005 (Student
T-test).
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Vorreldes transposoonmutantide ja deletsioonitiveddatsioonisagedusi, nagime
moningaid erinevusi.APP5299 tlve mutatsioonisagedus on kaks korda vaikkai
PP5299::Km tivel ning PP5299::Km tlve mutatsioayeslus on vorreldaxoperon tivega.
Deletsioonitlivede ja transposoonmutantide mutatssageduste erinevus voib olla tingitud
transposooni sisenemisel tekkivast véimalikust alast efektist, mis tdhendab, et 'Km
geeni transkriptsioon vOib vdimendada transposoosertsiooniga kilgnevate geenide
transkriptsiooni ja seelédbi suurendada mutatsieg@dust. Kaesoleva t60 raames ei joudnud
me kahjuks geenPP5300veel deleteerida. Seed@P5300 osalustPP5299 geeni ja kogu
operoni transkriptsiooni regulatsioonil ning sp@msete mutatsioonide tekkel me praegu veel

hinnata ei saa.

2.3.3. Geeni PP5299 ja kogu operoni deletsiooni mdju statsionaarse faa
mutatsioonide tekkesagedusele

lac-Isc testsisteemi sisaldafa putidative transposoonmutageneesi puhul toimus
esmane suurenenud mutatsioonisagedusega kolosalattsioon tingimustes, kus rakud olid
statsionaarses faasis. Statsionaarses faasis alakad on stressis. Stressis olevad bakterid
on altid muteeruma, et omandada uusi tunnuseidyéimaldaks neil antud tingimustes ellu
jaada. Piiratud kasvuga rakkudes toimuvaid mutatep mis véimaldavad bakterite paremat
kohastumist, nimetatakse adaptiivseteks vo0i stadgsitse faasi mutatsioonideks (Foster, 1999;
Rosenberg, 2001). Sellest tulenevalt oli meil hépst ePP5299geen voi kogu operon voib
olla seotud statsionaarses faasis mutageneesidi@ksSeiisime uuritavatesse tlvedesse
plasmiidse TAG testsusteemi (pKTpheA22TAG), kusofdnmonooksigenaasi geeipiheA
oli stoppkoodon TAG 22. positsioonis (Tegova jt,02p ja jalgisime 10 nalgimispaeva
jooksul Phé reventantide teket. Siisinikuallikana ainult femosisaldaval sodtmel said
kasvada vaid need rakud, kus oli toimunud asendizgeioon, mis kaotas ara stoppkoodoni,
vOimaldades fenooli monooksligenaasi geeni ekspi@ssi

Suurte katsesiseste k&ikumiste tottu nagime dtetidt olulisi erinevusi Phe
revertantide akumulatsioonis vorreldes algse tuveigaaWAPP5299 kui PaWoperoni tlivel
alates 8. paevast (p < 0,05); alates 10. paeviagtvesed suurenesid (p < 0,005) (joonis 10).
Antud katse pohjal vbime jareldada, et alates &imispaevast mojutalPPP5299geeni ja
operoni puudumine statsionaarse faasi mutatsiogeigest. SeegeP5299geeni ja operoni
produktid on potentsiaalselt olulised talumaks ssirga kaivitamaks stressivastust. Kuigi
katset on tehtud kolmes séltumatus korduses, kas kptses Uhe tive kohta oli 15

paralleelkultuuri, tuleks katseid kindlasti veeriaia.
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Joonis 10. PHemutantide akumulatsioon nalgivat® putida rakkudes. Vorreldud on statsionaarse faasi
mutatsioonide tekkesageduBt putida algses tive ja tlivedes, kus kromosoomist oli defétid kas ainult

PP5299vdi kogu operon. Igal jargneval paeval tekkinudokmiate arv on liidetud eelneva perioodi jooksul
tekkinud kolooniate summale. Phkolooniate hulk on arvestatud 1 x°1@stsiisteemi sisaldava raku kohta.

Joonisel on esitatud kolme sdltumatu katse keskiriidemused ning 95% usaldusintervalli piirid.

2.3.4. PP5299 geeni ja kogu operoni puudumise mdju DNA-d kahjusavate
kemikaalide taluvusele

Kuigi metabolismiraja geenidel ei ole otsest seomparatsiooniraja geenidega,
tahtsime siiski ndha, kd8P5299geeni ja kogu operompuudumine voiks mdjutada DNA-d
kas otseselt v0i kaudselt kahjustavate kemikaa#itleruses. Selleks viisime labi kemikaalide
taluvuse katse, kus lisasime LB-s66tmele kemikaalgu MMC, NQO, vesinikperoksiid ja
paraguaat. MMC indutseerib DNA ahelate vahelidsitemeid, NQO tekitab kaheahelalisi
DNA katkeid, okstdatiivseid kahjustusi ja DNA sttulri muutusi ning vesinikperoksiid ja
paraquaat tekitavad samuti oksldatiivseid kahjustdemikaalide taluvust vordlesime

eksponentsiaalselt kasvanud rakkude puhul.

MMC H202 NQO

1010

5

T 10

10° 10 t

10

Paws5s

APP5299

Aoperon

Joonis 11. DNA-d kahjustavate kemikaalide taluvtsst. Deletsioonitiived taluvad mitomutsiini (MMC),
vesinikperoksiidi (H202) ja nitrokinoliini (NQO) véeldavalt algseP. putida tivega. 10 ja 10 on
lahjendusfaktorid, kus iiks koloonia tahistab vasital® vai 10" rakku.
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Katsest nagime, et MMC, NQO ja vesinikperoksiidhplei olnud deletsioonitivedel
erinevust algsest tuvest (joonis 11), samuti puudiekt paraguaadiga (andmed ei ole
esitatud). Seeg®P5299 geeni ja kogu operoni olemasolu ei mojuta nendeikaalide

taluvust.

2.3.5. P. putida tivede kasvukdverate méotmine

Kuna GS on lammastiku metabolismi vétmeensiim, miistitasime hupoteesi, et
PP5299 ja operoni puudumisel on tivedel lammastikuvaegulsasvupeetus. Hupoteesi
testimiseks mddtsime deletsioonitiivede ja transpasaitantide kasvu lammastikukilluse ja
lammastikuvaeguse korral. Selleks kasvatasime sietmtitlivesid, transposoonmutante ja
algset tive mikrotiiterplaadil POLARstar Omega gpaktomeetris, kus toimus rakukultuuri
pidev aereerimine ning iga 7 minuti jarel (20 htefl automaatne rakukultuuri tiheduse

mddtmine 580 nm juures. Saadud tulemused on edifabmistel 12 ja 13.

——PaW +

——PaW -
APP5299 +
APP5299 -

= Aoperon +

Aoperon -

O\
o

Joonis 12.P. putida deletsioonitiivede kasvukdverad lammastikukullysesnaljas. Rakukultuuride
optilist tihedust mé6tsime Glc-minimaalsddtmes, sigaldas 190 mM NIEI (+) ning Glc-minimaalsdéotmes,
mis sisaldas 10 mM NI (). Joonisel on toodud iga tive 16 rakukultukeiskmised optilised tihedused

lainepikkusel 580 nm ning 95% usalduspiirid.

Jooniselt 12 on naha, et deletsioonitiivede kasweradl erineva lammastikuhulga
puhul on vorreldavad algse tiivega. Samuti olidielgga vorreldavad transposoonmutantide
kasvukdverad (andmed pole esitatud) ning selldshéwalt olid ka kdigi vorreldud tivede
generatsiooniajad sarnased. Kuigi lammastikunglj@smM NH,Cl-ga s66de) olid bakterite
generatsiooniajad natuke pikenenud (joonis 13)Y ekapiirid suured, nii et statistiliselt
olulisi erinevusi me ei nainud. Seega meie esitatijgbtees ei kehtinud. Lammastikunalg ei

pikendanud deletsioonitiivedel ega transposoonmdé&ntrakkude generatsiooniaega
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vorreldes lammastikukillusega. Seega lammastiklh BumdjutaPP5299geeni ja operoni

puudumisel rakkude kasvu.
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Glc-minimal s66de

Joonis 13.P. putida transposoonmutantide, deletsioonitiivede ja méitsikt (Paw85) generatsiooniajad
lammastikukilluses ja —vaeguses. PP5298, PP529®Pa300 tahistavad transposoonmutante vastavalt:
PP5298::Km, PP5299::Km ja PP5300::Km. Joonisel oondud iga tive 16 rakukultuuri keskmised

generatsiooniajad ja 95% usalduspiirid.

Enterobakteritel on ainult ks GS, mida kode@litA ning gInA defektsed mutandid
on glutamiini suhtes auksotroofsed (Deleo ja Magiksal975). KunaP. putiddl on
www.pseudomonas.com andmebaasis (Winsor jt, 20ddptaeritud 8 GS-i, siis need kas
kompenseerivad Uksteist v6i dAP5299] mingi teine funktsioon rakus ja seetdttu ka
lammastikuvaeguses efekti pole.

2.3.6. P. putida glutamiini siintetaaside joondamine ja virtuaalne aaltus

Kuigi P. putidaKT2440 genoomi annotatsioooni pdhjal on sellelteekkaheksa GS
geeni, on neid vaga vahe uuritud. Praeguseks tsmthlkterites nelja erititpi GS-e (vt
peatikki 1.2.2), kuid pole teada, mis tuUpi putida GS-id (shPP5299 olla vdiksid.
Jargnevalt puidsimegi valja selgitada BE5299tudpi.

Kdigepealt kasutasime KEGG andmebaasi (http://wwenogne.jp/dbget-
bin/www_bget?ppu+PP_5299 16.05.2014) PRRN joonduissta, et konstrueeridd. putida
GS-ide juuritud fllogeneesipuu (UPGMA; http://wwwergme.jp/tools-
bin/prrntree?tree_upgma+140519193419Z0TwN 16.03.204 vaadata pdlvnevust. GS-de
fulogeneesipuult on néha, et kbige vanemP&5046 millest on lahknenud koik jargmised
GS-id ningPP5046st kdige kaugemal on kdige hiljem lahknerRid5299ning temale kdige
lahedasem GS dPP5184(joonis 14).
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I:ppu PP 5299

ppu PP 5184

ppu PP 4547
ppu PP 2178

il I:ppu PP 3148
ppu PP 5183

ppu PP 4399

ppu PP 5046

Joonis 14.P. putida GS-de juuritud fulogeneesipuu. Puu on saadud kdsstEGG andmebaasi PRRN
joondustddriista UPGMA (http://www.genome.jp/todiisy/prrntree?tree_upgma+140519193419Z0TwN
16.05.2014)

PP5299ja PP5184joondamisel selgus, et need valgud on 86,5% datidentsed.
Seega ukskoik, mis nende funktsioon ka ei ole, ad tdendoliselt voimelised teineteist
kompenseerimaPP5299 ja PP5184 funktsiooni uurimiseks tuleks edaspidi konstruesrid
PP5299PP5184topeltdeletant.

Kuna GS-de aktiivsaitide aminohapped on eriorgaiem Usha konserveerunud
(Eisenberg jt, 2000), vordlesinte coli GS-i glnA (GSI tuupi),P. putidaGS-i PP5046 mis
on www.pseudomonas.com’i (Winsor jt, 2011) andmatahoteeritud kuglnA (GSI tlupi)
ning PP5299valkude aminohappelisi jarjestusi. Vottes alusélsenberg jt, 2000 koostatud
tabeli GS-i konserveerunud aktiivsaitide aminohagieteriorganismides (lisa 1), otsisime
need Ules ka oma vordluses (joonis 15).

Joonisel 15 esitatud joonduse pdhjal voime jaredatPP5046kodeerib bakteri®.
putidann ,8iget* GS-i, mis on lammastiku metabolismis ks ensiidm, sest tal on olemas
koik aktiivsaitides olulised aminohapped ning kwadata selle geeni operoni struktuuri
(www.pseudomonas.com 16.05.2014 andmetel), siispadaneb Uhes operonis lammastiku
metabolismi reguleerivate geenidegaB ja ntrC nagu on see enterobakterites (Alvarez-
Morales jt, 1984). Saadud tulemuste pdhjal vGimel yareldada, et valk, mid®@P5299
kodeerib, ei ole GSI tlupi. See seletab ka sedks RIP5299 deletsioonitiivel ei esinenud
lammastikuvaeguses kasvupeetust, selles tlives on alleBP5046 mis kodeerib pdhilist
GS ensuidm. JoondasinkP5299pobhjal ennustatud aminohappelist jarjestusRkézobium
meliloti GSll-ga ja nagime, et need valgud ei joondunudihéntsusprotsent oli 15,7%.
Sellest jareldasime, &@P5299 ei kodeeri ka GSIlI tutpi valku. Jargmisena joontas
PP5299aminohappelist jarjestuBtacteroides fragili® GSlll-ga ning juba silmaga oli ndha,
et B. fragilise GSIll oli sellest kaks korda pikem. Joondamis&emuseks saime 14,3%

sarnasuse, mis naitab, BP5299ei kodeeri ka GSIII tldpi ensiumi. Seejarel joomuas
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PP5299 aminohappelist jarjestust Rhizobium leguminosardm GInT-ga, saades
identsusprotsendiks 25,4%. Sellest voime jareldad®P5299on kbige sarnasem GInT tuupi
GS-iga. Eisenberg jt, 2000 antud GS-i aktiivsaidireohapete jargi otsisime Ules aktiivsaidi

aminohapped ka oma joondusel (joonis 16).

1 MTSVTPCASSSSEMNDFLQAHPDTQYVDLLISDMNGVVRGKRIERAS--LHKVYEKGINL 58 PP5299

1l EEEEEEEEEe MSKSVQLIKDHDVKWIDLRFTDTKGIQHHVTMPSRDALDEDFFEVGKMF 49 PP5046-ginA

1l EE=Em——— HSAEHVL’IHLHEHEVKFVDLRFI‘DTKGKEOHVTIPAHQ VNAEFFEEGKHF S50 E.coli-ginA
T oo % o .

-----

59  PASLFALDINGSTVESTGLGLDIGDADRICFPIPGTLSDEPWQKRPTAQLLMTMHEL-DG 117 PP5299

50. .E=cmommse DGSSI---AGWKGIEASDMILMPVDETAVLDPFTEEPTLIITCDIVDPSSM 97 PP5046-ginA

S1 ========= DGSSI---GGUKGINESDHVLHPDASTAVIDPFFADSTLIIRCDILEPG‘I‘L 98 E.coli-glnA
o*'e: . X @: 2 E :E

118 QPFFADPREVLRQVVSKFD--DLGLTICAAFELEFYLIDQDNLNGRPQPP----~-----~ 165 PP5299

98  QGYDRDPRAIAKRAEEYLKSTGIGDTVFAGPEPEFFIFDEVKFHSDISGSMFKIFSEQGS 157 PP5046-ginA
99 QGYDRDPRSIAKRAEDYLRSTGIADTVLFGP%PE!:FLFDDIRFGSSISGSHVAIDDIEGA 158 E.coli-glnA

x . xEE .

166 —==-=m= RSPISGKRPQSTQVYL-IDDLDEYADCLQDMLEAAKEQGLPADAIVKESAPAQ 217 PP5299

158 WMTGADVEGGNKGHRPGVKGGYFPVPPFDHDHE IRTAMCNALEEMGQTVEVHHHEVATAG 217 PP5046-ginA

159 UHSSTQYEGGNKGHRPAVKGGYFPVPPVDSAQDIRSEHCLVHEOHGLVVEA}HMVATAG 218 E.coli-glnA
B . ¥ = .B X i, @ EE

218 FEVNLHHVADPLKACDYAILLKRLIKNVAYDHEMDTTFMAKPYPGQAGNGLHVHISLLDK 277 PP5299

218 QNEIGVKFNTLVKKADEVQALKYVVHNVADAYGRTATFMPKPLYGDNGSGMHVHMSIW-- 275 PP5046-ginA

219 QHEVKIRMADEIOIYKYVWAHRFGKTATFHPKPHFGDNGSGHHCHHSLS-- 276 E.coli-glnA
9 ;. % % 3 x2x 22 2:00.7:0 O:*:

278 KTGKNIFASDDPL-QSDTLRHAIGGVLETMPASMAFLCPNINSYRRFGAQFYVPNAPSWUG 336 PP5299
276 KDGKNTFSGEGYAGLSDTALYFIGGIIKHGKALNGFTNPSTNSYKRLVPGFEAPVMLAYS 335 PP5046-ginA
277 KNGVNLFAGDKYAGLSEQALYYIGGVIKHAKAINALANP’ITNSYKRLVPGYEAPVHLAYS 336 E.coli-glnA

H B Ei

L s EEE. H _ttt.

337 LDNRTVAVRVPTDSSE-NVRLEHRVAGADANPYLMLAAILAGVHHGLTNKVEPEAPIEGN 395 PP5299
336 ARNRSASIRIPYVGSPKARRIEARFPDPSANPYLAFAALLMAGLDGIQNKIHPGDAADKN 395 PP5046-ginA
337 ARHRSASIRIPWSSPKARRIEVRFPDPMHPYLCFMLLHAGLDGIIGKIHPGEMDKN 396 E.coli-glnA

. :09:% % =0 0. EXXXE XXX K. XX F

396 SYEQLEQSL------ PNNLRDALRALDDSEV---LNQYISPDYIDIFVACKESELAEFEY 446 PP5299

396 LYDLPPEEAKNIPQVCGSLKEALEELDKGRAFLTKGGVFSDDFIDAFIELKSEEEIKVRT 455 PP5046-ginA

397 LYDLPPEEAKEIPQVAGSLEEALNELDLDREFLKAGGVFTDEAIDAYIALRREEDDRVRM 456 E.coli-glnA
o: e JE i FE AE s 2l R =R e

447 SISDLEYNWYLHTV 460 PP5299
456 FVHPLEYELYYSC- 468 PP5046-ginA
457 TPHPVEFELYYSV- 469 E.coli-glnA o W :" -
TR @ adenileerimissait
@ aktiivsaidid, mis puudu

@ aktiivsaidid, mis olemas

Joonis 15.PP5299, PP504§a E. coli gInA geenijarjestustelt tuletatud aminohapete joondusiased tapid
tahistavad aktiivsaitides olulisi aminohappeid, mesinevad koéigis kolmes GS-is. Sinised tapid takiesd
aktiivsaitides olulisi aminohappeid, mis on oleni85046 valgu puhul j&. coli ginA puhul, kuid puuduvad
PP5299 puhul. Lilla tépiga on tahistatud GS-i adegrimissait, millega on reguleeritud GS-i aktiigsu
Joondamiseks on kasutatud UniProti joondamisprogra@lustalO (www.uniprot.org 16.05.2014), saadud

joondust on modifitseeritud Adobe Photoshop prognéga.

Vottes aluseks joondamise tulemused, mille pohfalP&5299 puhul olemas kdik

GInT aktiivsaitides olevad aminohapped, voime fadh, etPP5299kodeerib GInT tuupi
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GS-i. Kuna GInT tuupi GS on oktameer, GS| aga dadeder (ehk GSI-I on rohkem
aktiivsaite), siis see seletab ka seda, niE5299 puhul méned aktiivsaidi aminohapped
puudusid vorreldek. coliglnA-ga. Lisaks viitavad joondamise tulemused sellei®P5184
kodeerib samuti GInT tudpi GS-i, sest omas joondamiPP5299It ennustatud
aminohappelise jarjestusega 86,5% identsust ningeka geeni puhul olid esindatud kdik
aktiivtsentri aminohapped nadgtP5299puhul (joondus pole esitatud). Joondamised téiste
putida GS-dega annavad alust arvata, et need kaks polegisamsad GInT aktiivsusega
ensuumidP. putidasJoondade®. leguminosaruinGInT-ga teisiP. putidaoletatavaid GS-e
nagime ka seal sarnasuBtP454724,4%,PP217821,9%,PP314825,4%,PP518325,8%,
PP439924,9%.

1 MTSVTPCASSSSEMNDFLQAHPDTQYVDLLISDMNGVVRGKRIERASLHKVYEKGINLPA 60 PP5299
]l  emmmmemeeeaa- LMFA RDKGIKYI"MISYTDLFGGORAKLVPAEAIADHOI@GAGFA- 45 rhiz-gInT

¥ * % .

61  SLFALDINGSTVESTGLGLDIGDADRICFPIPGTLSDEPWQKRPTAQLLMTMHELDGQPF 120 PP5299
46 —mmmmm———-- GFATWLDLTPAHPDLFALPDASSVIQLPWKKDVA--WVAADCVMDDQPY 92 rhiz-gInT

2 B8 ..9:.:F .:: : EE:E : = H

121 FADPREVLRQVVSKFDDLGLTICAAFELEFYLIDQDNLNGRPQPPRSPISGKRPQSTQVY 180 pp5299
93 EQAPRWLKRLVAEAAKEGLRVK'I'GVEPEFFLISTDGSVISDQFDT----AEKPCYDOQA 148 rhiz-gInT

EE AXF:: . BB = =, ..R R X R *.

181 LIDDLDEYADCLQDMLEAAKEQGLPADAIVKESAPAQFEVNLHHVADPLKACDYAILLKR 240 PP5299
149 VHRRYDVIAEICDYHL----ELGUKPYQNDHEDANGQFEMHUE-YDDALOTADIGISFH(F 203 rhiz-gInT

*: s EX .* ELE O FEXT T * %

241 LIKNVAYDHEMDTTFMAKPYPGQAGNGLHVHISLLDKKTGKNIFASDDPLQ--SDTLRHA 298 PP5299
204 HVKSVAEKHGLRATI"HPKPFKGLTGNGCHAHISVUDIDGKVNAFADKEHPFGLSAQGKI’F 263 rhiz-gInT

X XX X . XXX X% % T @.@FF: T, x X%

299 IGGVLETMPASMAFLCPNINSYRRFGA------ QFYVPNAPSWGLDNRTVAVRVPTDSSE 352 PP5299
264  LGGIMKHASALAAITNPTVNSYKRINAPRTTSGATWAPNTVTWTGNNRTHMVRVGPGR- 322 rhiz-gInT
s % 2220 = LTS S L
353 NVRLEHRVAGADANPYLMLAAILAGVHHGLTNKVEPEAPIEGNSYE----- QLEQSLENN 407 pp5299
323 ---FELRLPDGAVHPYLLQAIIIMGLDGIRSQADPGRHYDIDHYAEGYLVKDAPRLPLH 379 rhiz-gInT

O®: . . FEET; T XX Ey . X N ) . E X

408 LRDALRALDDSEVLNQYISPDYIDIFVACKESELAEFEVSISDLEYNWYLHTV 460 PP5299
380 LLDI&LRAYDADEGLKQAIGAEFSMYLKLKHQEUNAYCSHI"I'QUERDSTLD-- 430 rhiz-gInT

T REXET X % X% %

@® adentleerimissait

@ aktiivsaidid, mis puudu

@ aktiivsaidid, misolemas
Joonis 16.PP5299 ja R. leguminosarurin gInT geenidelt ennustatud aminohappeliste jarjestustadus.
Punased tapid tahistavad aktiivsaidi aminohappeid,on olemas nii PP5299 valgu kui Raleguminosaruin
GInT puhul. Sinine tapp tahistab aktiivsaidi amiapat, mis on olemas PP5299 puhul, kuid puuéub
leguminosaruri GInT puhul. Lilla tapiga on téhistatud adenileessaiit, mis on olemas mdélemal valgul, kuigi
GInT aktiivsus on reguleeritud arginiini jaagi ADIPosuleerimise mitte turosiini jdagi adenulleeriega (vt
peatikki 1.2.2). Joondamiseks on kasutatud UniPjotindamisprogrammi ClustalO (www.uniprot.org

16.05.2014), saadud joondust on modifitseeritudb®dBhotoshop programmiga.
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Mullabakteritele nagiP. putidaon lammastiku metabolism véga oluline, see seletab
miks tal on GS-e rohkem kui Uks. Aga kuRa putidaei ole taimesimbiont ega fikseeri
ohulammastikku nagurhizobiunid, siis on Ullatav, et tal GS-e lausa kaheksa 9iib
arvata, et méned neist on tekkinud duplitseerunkéggus, ning on praeguseks oma
funktsiooni kaotanud, aga genoomis on veel alleflelss, et selgitada Ulejaan&d putida7
GS-i funktsioone (juhul kuPP50460n ikka GS1), tuleks konstrueerida deletsioonitluis
on deleteeritudPP5046 ning tived, kus on lisakBP5046le ka mdned teised GS geenid

deleteeritud ning testida neid glutamiini auksotsaose suhtes.
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Kokkuvdte

Muutuv keskkond ja toitainetendlg viivad bakterirdk stressi. Stressitingimused
soodustavad bakteritel mutatsioonide teket. Mutatsd voivad olla nii kahjulikud kui
kasulikud, kuid suurenenud mutatsioonisagedusegadélh on suurem téendosus genereerida
mutatsioone, mis annavad teiste mikroobide eesesahaiteks antibiootikumi resistentsuse
tekke. Kasulikud mutatsioonid kinnistuvad labi logtdku valiku ning bakterid
evolutsioneeruvad.

DNA reparatsiooniradade defektsuse korral ilmnelktdrdel mutaatorfenotitip.
Reparatsiooniradade enstitiimide defektsusest paijutatitatsioonisageduse suurenemist on
palju ndidatud. Kéesoleva td6ga aga naitasimea eddtabolismiradade enstiimide defektsus
vOib mojutada mutatsiooniprotsesse.

Bakalaureuse t60 teoreetilises osas andsin Ulevdmtkterites toimuvatsest
mutatsiooniprotsessidest ning mutatsioonisageddgiitavatest geenidest. Lisaks kirjeldasin
Ulevaatlikult lAmmastiku metabolismi ja selle reaggiooni bakterites.

Meie laboris uuritakse mutatsiooniprotsesse bakteriputida(Kivisaar, 2010). T66
praktilises osas kasutasin mutatsioonisagedusttend@te geenide isoleerimisekeili llvese
loodud testsuisteemi lac-Isc. Testtivega PaWlaclisime labi transposoonmutageneesi.
Testsuisteem t0i lisaks reparatsiooniraja geenidéli@ ka paljusid teisi geene. Naiteks ol
minitransposoon inserteerunud transporterite gessiE membraanivalkude geenidesse,
regulaatorite ja metabolismiga seotud geenidesséstel hulgas sisenes minitransposoon
korduvalt lAmmastiku metabolismiga seotl®P5299 geeni ning sellele kilgnevatesse
geenidesse.PP5299 geeni ja kogu operoni mdju uurimiseks mutatsicagesiusele
konstrueerisime vastavad deletsioonittived.

Kaesoleva t606 tulemused voib kokku vétta jargnevalt

1. Transposooni katkestusega tluvede PP5298::Km, PPRE299a PP5300::Km

mutatsioonisagedus eksponentsiaalses faasis oanstalgse PaWwa85 tiive omast.
DeletsioonitiivedeAPP5299 jaAoperon mutatsioonisagedus eksponentsiaalses
faasis on samuti suurenenud vorreldesputida Paw85 algtivega, mis viitab
sellele, et nende geenide ekspressioon mdojutab tsmdaiprotsesse. Samuti
kinnitasid need tulemused seda, et lac-Isc tegsiistabil on vdimalik isoleerida
lisaks DNA reparatsiooniga seotud geenidele ka ¢gisne, mille puudumisel on
mutatsioonisagedus ka tegelikult tdusnud.

2. Transposoonmutantide mutatsioonisagedused olideswad vOrreldes vastavate

geenide deletsioonitiivedega, mis viitab selleletratsposooni insertsioon voib
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lisaks geeni inaktivatsioonile mdjutada ka sellgieenile kilgnevate geenide
ekspressiooni ja selle kaudu mutatsioonisagedust.

. PP5299 geeni ja kogu operoni puudumine mdojutab alates &gimispaevast
statsionaarse faasi mutatsioonisagedust. Seegaid®5299geeni ja operoni
produktid olla potentsiaalselt olulised talumaksressi ja kaivitamaks
stressivastust.

. PP5299 geeni ja kogu operoni puudumine ei mojuta DNA-dhjkatavate
kemikaalide (MMC, NQO, vesinikperoksiid ja paraqudaluvust.

. Lammastiku hulk ei mojut&P5299geeni ja operoni puudumisel rakkude kasvu.
Jarelikult ei olePP5299lammastiku metabolismis keskne ensiim, voi vaheenalt
see ole ainus, mis omab sellist aktiivsust.

. PP5299 kodeerib GInT tuupi GS-i.PP5299It ennustatud aminohappelise
jarjestusega 86,5% identsust om@a?5184 kodeerib samuti GInT tuupi GS-i.
Antud t66 pohjal on alust arvata, et ka Ulejdamudputida oletatavad GS-id
kodeerivad GInT aktiivsusega ensliime. Samas einsagraeguste andmete
pohjal veel vaita, et koikP. putiddle annoteeritud GS-id omavad uldse

funktsiooni seoses lammastiku metabolismiga.

45



Involvement of glutamine synthetases in mutationgbrocesses in

Pseudomonas putida
Johanna Elmik

Summary

It has been shown that environmental stress camcendenomic changes in bacteria.
Mutations are the driving force of evolution prowig diversity in bacterial populations.
Mutations that generate fitter mutants remain & genome over generations and therefore
are essential for evolution.

It has recently become clear that the model orgariischerichia coliis a rather
exceptional bacterium and studying omily coli does not provide a broad understanding of
bacterial molecular mechanisms. The gemseudomonads a large diverse group of
ubiquitous bacteria which inhabit soil, water, ptaand can even be pathogenic to humans.
StudyingPseudomonasan provide helpful insight about molecular medsiais which are
not common inE. coli. Therefore, in our laboratory we are concentrabed studying
mutational processes BFseudomonas putida

The enzymes of DNA repair are well-known antimutst@dntimutators are genes that
induce a high mutation frequency when being deiicielhe linkage between mutation
frequency and repair enzymes has been thoroughtirest, but there is a reason to believe
that not all genes that affect mutation frequeneyralated to DNA repair. A testsystem, lac-
Isc, has been constructed in our laboratory whitdbkes to select transposonmutants with
increased mutation frequency. Among others genekegi up with the test system, we
detected multiple transposon insertions iR®5299gene that belongs to nitrogen metabolic
pathway and into its collateral genes. To studydfiect of PP5299gene and its operon to
mutation frequency we constructed strains lacl@®®299and its whole operon.

The results of my study can be summarized as fatlow

1. The mutation frequency of transposonmutants PP3288:PP5299::Km and

PP5300::Km in exponential-growth phase is increasedpared to th€. putidawild

type strain Paw85. The deletion strains RPBR5299 and PaXbperon display a

similar effect. This confirms that the expressidrtheese genes can affect mutational

processes. These results also assured that isshp® to isolate mutation frequency
affecting genes with the lac-Isc testsystem.

2. The mutation frequency of the transposonmutantshigiser than the mutation

frequency of the respective deletion. This reféis the transposon insertion might
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affect the expression of collateral genes in additio inactivation of the disrupted
gene and that may play a role in affecting mutatiequency.

3. The absence dPP5299and the whole operon affects mutation frequency in
stationary-phase from day 8 onwards. Thereforeptbducts ofPP5299gene and its
operon are potentially significant for toleratirtgess.

4. The absence of theP5299gene and the whole operon does not affect the
tolerance of selected DNA-damaging chemicals (MNNQO, hydroperoxide and
paraquat).

5. The amount of nitrogen in the medium does not atlee growth ofAPP5299

or Aoperon strains. Therefor®P5299either does not code for a central enzyme in
nitrogen metabolism, or it is not the only one wglbtamine synthetase (GS) activity
in P. putida

6. PP5299encodes a GInT type GS. The amino acid sequene®®299 protein

is 86.5% identical to the amino acid sequencBR5184. ConsequentlyP5184also
encodes a GInT type GS. According to this studyethe a reason to believe that all
the other presumable GS-skh putidaencode GInT-like enzymes. However, based
on this data we cannot yet state that all annot&®es ofP. putidahave a function

related to nitrogen metabolism.

a7



Tanusodnad

Kdige suurem tanu minu juhendajatele Marile, keswga igapéevaselt laboris
tegeledes, oli kannatlik ja abivalmis, ning oma siagoo kirjutamise korvalt leidis alati aega
anda nou ja soovitusi ka minule, ning Maiale, kdisasendamatu abiga minu I6puto6
valmimisel. Lisaks tdnan kd&iki meie labori likmei#les olid sbbralikud ja valmis ndu ja

jduga abiks olema. Tanaksin ka oma perekonda jatkdengeid motivatsiooni ja toetuse
eest.
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Erinevate organismide GS-de joondus. JoondatudSatmonella typhimuriutn (Salty), Mycobacterium
tuberculosi® (Mycotb), inimese (human), kana (chicken) ja neer(pea) GS-d.S. typhimuriurih GS-i
aminohappeline jarjestus on vaga sarn&neoli gInA omaga. Punasega on tahistatud kdikides organismide
konserveerunud GS aktiivsaitide aminohapped. Keflason tahistatud eri organismides varieeruva\vesiidi
aminohapped. Oranziga on mérgitud k8ikides orgaidissnkonserveerunud aminohapped. Roosaga on nirgitu
GS-i adenlleerimissaidi aminohape. Rohelisegattithis aminohapped on konserveerunud prokartootishes

sinisega margitud aminohapped on konserveerunuakréodtides.
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