TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

GENEETIKA OPPETOOL

Karl Jiirgenstein

Armastus kolme aminohappe vastu: geeni mpl méju Pseudomonas putida

fenotiiiibile
Bakalaureusetoo

12 EAP

Juhendajad MSc Mari Tagel

prof Maia Kivisaar

TARTU 2016



Infoleht

Armastus kolme aminohappe vastu: geeni mpl méju Pseudomonas putida fenotiiiibile

Peptidogliikaan on bakterirakule elutdhtis struktuur, mis kaitseb rakku osmootsest
rohust pohjustatud surve tottu liilisumise eest. Peptidogliitkaanis viiakse 1dbi ohtralt
timberkorraldusi, et voimaldada bakteril kasvada ning paljuneda, mistottu lagundatakse
pidevalt suurel hulgal olemasolevat peptidogliikaani. Energia kokku hoidmiseks
taaskasutavad bakterid lagundatud materjali. Valk Mpl aitab rakul taaskasutada
peptidogliikaani kuuluvaid peptiidahelaid ning seeldbi sédédsta energiat, kuid bakteris
Pseudomonas putida on Mpl-il ndidatud ka mdju mutatsioonisagedusele. Kéesolevas t60s on
iseloomustatud Mpl-mutantse P. putida fenotiiiipi ning ndidatud, et mpl-geeni puudumisel

toduseb mutatsioonisagedus.
Marksonad: mpl, mureiini-peptiidi ligaas, peptidogliikaani taaskitlus, tripeptiid
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia
The love for tripeptides: mpl and its effect on the phenotype of Pseudomonas putida

Peptidoglycan is a vital polymeric structure found in the bacterial cell wall. It shields
the inner membrane from the osmotic pressure and thus helps to preserve the structural
integrity of the cell. As bacteria grow and divide, constant reorganizing of the peptidoglycan
layer is necessary, resulting in significant degradation of existing peptidoglycan. Bacteria
have developed a pathway to reutilize the degradation products in order to conserve energy
and resources. Mpl, an enzyme in charge of recycling peptidoglycan-originating peptides, has
been shown to have an effect on the mutation rate in Pseudomonas putida. The current work
characterizes the phenotype of Mpl-mutants and confirms the link between Mpl-deficiency

and the increased rate of mutations in P. putida.
Keywords: mpl, murein-peptide ligase, peptidoglycan recycling, tripeptide

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Kasutatud liithendid

Amp - ampitsilliin

AnhNAM — anhiidro-N-atsetiiiilmuraamhape

Bp — bensiitilpenitsilliin

CAA — kaseiini hiidroliisaat (ingl k — casamino acids)

CFU — kolooniat moodustav iihik (ingl k — colony forming unit)
CPaas — karboksiipeptidaas

Glc — gliikoos (ingl k — glucose)

GN — gramnegatiivne

GP — grampositiivne

GTaas — gliikosiiiiltransferaas

IR — poordkordusjérjestused (ingl k — inverted repeats)

Km — kanamiditsiin

m-DAP — meso-diaminopimelaat

MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (ingl k — minimal inhibitory concentration)
NAG — N-atsetiililgliikoosamiin

NAM — N-atsetiililmuraamhape

PBP — penitsilliini siduv valk (ingl k — penicillin binding protein)
PG — peptidogliikaan

P1 — propiidiumjodiid

Rif — rifampitsiin

ROS - reaktiivsed hapnikuiithendid (ingl k — reactive oxygen species)
TPaas — transpeptidaas

wt — metsiktiivi (ingl k — wild-type)



Sissejuhatus

Bakterite kasvukeskkonna tingimused muutuvad pidevalt ning see seab rakud
osmootse pinge alla, millega bakterite membraan ei suudaks iiksi toime tulla. Osmootsest
rohust tingitud surve eest kaitseb bakterirakku rakukest, mille kdige olulisem komponent on
poliimeerse ehitusega peptidogliikaan. Peptidoglilkaan annab rakukestale mehhaanilise
tugevuse, mistottu on ta bakterile eluks iilioluline struktuur. See omakorda muudab

peptidogliikaani sihtmérgiks mitmesugustele antibakteriaalsetele kemikaalidele.

Kuna bakterid kasvavad ja poolduvad pidevalt, siis ei saa peptidogliikaan olla
staatiline struktuur, vaid peab kasvama samas tempos bakteriga. Samaaegselt peab
peptidogliikaan siiski tditma ka oma funktsiooni, seega on peptidogliikaani siintees viga
hoolikalt reguleeritud protsess, eriti gramnegatiivsetes bakterites, kus peptidogliikaan on
sageli vaid iihekihiline. Peptidogliikaani slintees on omapérane, kuna uue materjali lisamisel
peptidogliikaankihti lagundatakse suur hulk olemasolevat peptidogliikaani. Selline kditumine
oleks rakule suur ressursside ja energia raiskamine, mistottu on bakterites vilja arenenud

voimalused lagundatud materjali taaskasutada.

Meie laboris uuritakse mutatsiooniprotsesse bakteris Pseudomonas putida ning
varasemate uuringute kdigus avastati, et geen mpl, mis kodeerib peptidogliikaani
taaskditlusrajas olulist ensiilimi, mdjutab P. putida mutatsioonisagedust. Peptidogliikaani
stinteesi voi taaskditlusega seotud valkude seos mutatsiooniprotsessidega ei ole selge, aga
selle uurimine vOib anda aimu niiteks antibiootikumide vastu resistentsuse tekkimisele
bakteris. Sellest tulenevalt sai minu eesmirgiks uurida Mpl-i seost mutatsioonisagedusega

ning piiiida kirjeldada selle valgu moju P. putida fenotiiiibile.



1. Kirjanduse iilevaade
1.1 Peptidogliikaan

Peptidogliikaan (PG; ka mureiin) on makromolekulaarne heteropoliimeer, mis kuulub
koigi bakterite rakukesta kooseisu (Litzinger ja Mayer, 2010). PG-d ei leidu vaid Mycoplasma
perekonna bakterites, kuna viimastel rakukest puudub (Jeske jt., 2015). PG iimbritseb
kotitaolise struktuurina tsiitoplasmaatilist membraani ning annab rakule mehhaanilise
tugevuse rakusisese osmootse rohuga toimetulekuks (Vollmer jt., 2008). Siiski pole tegemist
jaiga struktuuriga: PG peab sdilitama ka teatud diinaamilised omadused, et vdoimaldada rakul
kasvada ning poolduda. On nididatud, et PG-kiht suudab purunemata taluda kuni kolmekordset
pindala suurenemist (Koch ja Woeste, 1992). Samuti méirab ning sdilitab PG raku kuju.
Lisaks leiti, et nditeks pulkbakteris Escherichia coli esineb aktiinilaadne valk MreB, mis
mdjutab omakorda PG kuju (Osborn ja Rothfield, 2007).

PG koosneb suhkrujddkidest ning aminohapetest. Vaheldumisi esinevad suhkrujdédgid
N-atsetiitilgliikoosamiin (NAG) ja N-atsetiililmuraamhape (NAM) on omavahel seotud 3-1,4-
gliikosiidsidemega ning moodustavad jdiga ketilaadse gliilkaanahela (Joonis 1). NAM-i 3.
positsioonis paikneva piimhappe jddgi kiilge kinnitub peptiidahel, mis koosneb reeglina
kolmest kuni viiest aminohappest, kuid tidpne koostis erineb liigiti. Erinevad gliikaanahelad
seotakse nende peptiidahelate vahele moodustuvate ristsidemete voi peptiidsildade abil

tihtseks vorgustikuks (Joonis 2) (Vollmer jt., 2008).

N-atsetiitlgliikoosamiin N-atsetliiilmuraamhape
(NAG) (NAM)

B-{1,4)-gllikosiidside

Piimhappejadk

Joonis 1. Gliikaanahela ehituskivid N-atsetiiiilgliikoosamiin Joonis 2. Lihtsustatud skeem gliikaanahelate
(NAG) ning N-atsetiiiilmuraamhape (NAM). Joonisel on vilja paiknemisest pulkbakteris. Paralleelsed jooned
toodud ka NAM 3. Positsioonis asuv piimhappejiik, mille kiilge kujutavad  gliikaanahelaid  ning  nooled
Kinnitub peptiidahel. (Muudetud, Tortora jt., 2012) peptiidahelaid. (Holtje, 1998)



PG ei takista ainete liikumist raku sise- ja viliskeskkonna vahel, kuna tinu PG
vorgulaadsele struktuurile on rakukestas umbes 2 nm diameetriga poorid, millest mahuvad
vabalt ldbi kuni 50 kDa suurused valgud. Suuremate valkude, nagu nditeks viburi ja piili
komponentide 1&bi PG transportimine nduab ajutisi timberkorraldusi PG struktuuris. Selle eest
hoolitsevad hiidrolaasid, mis lagundavad PG-d lokaalselt (Demchick ja Koch, 1996, Dijkstra
ja Keck, 1996).

1.2 Grampositiivsed ja —negatiivsed bakterid

Tsiitoplasmaatilist membraani limbritsevate struktuuride erinevuse jérgi eristatakse
kahte suurt bakterite klassi: grampositiivsed (GP) ja gramnegatiivsed (GN) bakterid. Nimi
tuleneb Taani mikrobioloogi Hans Christian Grami nimest, kes 19. sajandi 10pul to6tas vilja
bakterite varvimise tehnoloogia, mis vdimaldas eristada paksu PG-kihiga baktereid
(grampositiivsed) dhukese PG-kihiga bakteritest (gramnegatiivsed). Meetod pohines faktil, et
paks PG-kiht suudab etanooliga todtlemisel paremini sdilitada esialgsel véarvimisel kasutatud
aluselist vdarvi, mis GN bakterite Shukesest PG-kihist lihtsasti vilja pestakse (Litzinger ja
Mayer, 2010). Grampositiivsed bakteriperekonnad on niiteks Bacillus, Staphylococcus ja
Streptococcus ning gramnegatiivsed on nditeks Escherichia ning Pseudomonas. Viimasesse

perekonda kuulub ka kdesolevas t66s uuritud bakter P. putida.

GN bakterite timbris koosneb kolmest kihist: tsiitoplasmaatiline ehk sisemembraan,
peptidogliikaan- ehk mureiinkiht ja védlismembraan. Sisemembraan koosneb fosfolipiidide
kaksikkihist ning on barjdiriks sise- ja véliskeskkonna vahel, reguleerides ainete liikumist
rakku ning rakust vélja. Kuna bakteritel puuduvad rakusisesed organellid, siis tdidab
sisemembraan ka koiki membraanseoselisi funktsioone, nagu niiteks energia tootmine.
Samuti paiknevad sisemembraanis rakukesta siinteesi ensiiimid (Silhavy jt., 2010).
Sisemembraani iimbritseb geeljas periplasma, kus paikneb PG-kiht, mis GN bakteritel on 1—
10 nm paksune. Naiteks E. coli-s on PG-kiht maksimaalselt 7 nm paksune, kuid Pseudomonas
aeruginosa-s vaid 3 nm paksune. E. coli-1 on ka ndidatud, et PG-kiht on iihekihiline 75-80%
ulatuses ning 20-25% ulatuses kolmekihiline (Labischinski jt., 1991, Matias jt., 2003). Kokku
moodustab PG E. coli kuivkaalust vaid 3-10% (Litzinger ja Mayer, 2010). Vilismembraan on
PG-ga seotud lipoproteiini kaudu, mis kinnitub kovalentselt peptiidahelale PG-s.
Vilismembraanis esineb lisaks fosfolipiididele ka hulgaliselt lipopoliisahhariide, millel on
imetaja organismi sattudes tugev antigeenne mdju. Bakterile pakub vélismembraan kaitset
antibiootikumide ja muude ohtlike kemikaalide vastu ning aitab kaudselt ka sisemembraani
stabiliseerida (Silhavy jt., 2010).



GP bakteritel vélismembraan puudub ning seetdttu vajavad sellised bakterid paksu
PG-kihti, mis toestaks nende plasmamembraani. Seetdttu on GP bakterites esinev PG alati
mitmekihiline ning 20-80 nm paksune. Selline PG annab bakterile vdimaluse taluda kuni 50
atm osmootset rohku, samas kui GN bakterid suudavad taluda vaid 5 atm. PG moodustab GP
raku kuivkaalust 20-60% (Litzinger ja Mayer, 2010, Reith ja Mayer, 2011). Vilismembraani
puudumise tottu on GP bakterid maéarkimisvdarselt tundlikumad ka antibiootikumidele

(Silhavy jt., 2010).

Grampositiivsete ja —negatiivsete bakterite PG-d erinevad ka koostiselt. Molemal
puhul moodustab PG selgroo NAM-NAG gliikaanahel, kuid erinevused seisnevad NAM-le
Kinnituva peptiidahela koostises ning peptiidahelate sidemete tiiiibis. GN bakteris esineb
koige enam peptiidahel L-Ala-p-Glu-m-DAP-p-Ala-(p-Ala). Enamikes GP bakterites on
peptiidahela kolmanda positsiooni meso-diaminopimelaat (m-DAP) asendatud L-Lys-ga voi
nditeks spiroheetides L-Orn-ga. Variatsioone esineb ka teistes positsioonides. Niiteks on
enamikes grampositiivsetes bakterites teises positsioonis o-Glu asendunud p-Gln-ga. Lisaks
on tdheldatud liigispetsiifilisi variatsioone. Naiiteks viienda positsiooni b-Ala, mille
eemaldamisel vabaneb ristsideme loomiseks vajalik energia, voib osadel liikidel olla
asendunud Gly, p-Ser voi p-piimhappe molekuliga. Muutused viiendas positsioonis on
seostatud resistentsuse tekkimisega vankomiitsiini vastu (Vollmer jt., 2008, Litzinger ja
Mayer, 2010). GP bakterites tekivad peptiidahelate vahelised ristsidemed tavaliselt 1-7
aminohappelise peptiidsilla abil, kuid GN bakterites peptiidsilda ei esine, ning ristside tekib
otseselt kahe peptiidahela aminohapete vahele. Modlemal juhul tekib side neljandas
positsioonis paikneva p-Ala ja kolmandas positsioonis paikneva m-DAP-i (GN bakterid) voi
L-Lys (GP bakterid) vahele (Vollmer jt., 2008). GN bakterites on ristseotud alla 50%
peptiidahelatest, kuid GP bakterites on ndidatud, et ristseotud on kuni 90% peptiidahelatest
(Vollmer ja Holtje, 2004, Litzinger ja Mayer, 2010).

Gliikaanahelate pikkuses esineb samuti liigiti suuri erinevusi, kuid mérkimist véérib,
et ahela pikkus pole korrelatsioonis PG paksusega. Nii nditeks on grampositiivsete Bacillus
perekonna bakterite gliikaanahela pikkus 50-250 kaksiksuhkru iihikut (NAM-NAG), aga
samuti grampositiivse Staphylococcus aureus-e gliikaanahelate keskmine pikkus on vaid 18
kaksiksuhkru molekuli (Ward, 1973). GN bakterites leidub samuti nii pikki (50 {iihikut
Morganella morganii-s) kui ka lithikesi (<10 ihikut Helicobacter pylori-s) gliikaanahelaid
(Costa jt., 1999, Vollmer jt., 2008). Lisaks kuuluvad GP bakterite PG-sse ka teihhuhapped,
mida GN bakterite rakuseinas ei esine. Need on gliitserool-fosfaatide voi ribitool-fosfaatide

poliimeerid, mis kinnituvad PG-sse (seinateihhuhapped) v&i plasmamembraani
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(lipoteihhuhapped) kiilge. Arvatakse, et teihhuhapete funktsiooniks on laetud osakeste
transport 1dbi PG (Neuhaus ja Baddiley, 2003). Seinateihhuhapped esinevad GP bakteri PG-s
véga tihedalt ning moodustavad kuni 50% rakukesta massist (Litzinger ja Mayer, 2010).

1.3 Peptidogliikaani siintees

Peptidogliikaanist ,kott“ peab suurenema, et vOimaldada bakteril kasvada. Selle
protsessi kdigus toodavad siintetaasid pidevalt juurde uusi PG-ahelaid, kuid samaaegselt
tootavad ka hiidrolaasid, mis tekitavad olemasolevasse PG-sse 10ikeid, kuhu vérskelt
slinteesitud gliikkaanahelad sisestada. Ilma hiidrolaaside to6ta saaksid uued molekulid liituda
vaid vabade peptiidahelate kiilge ning mitte vanade PG-ahelate vahele ning PG-kiht kasvaks
ainult paksemaks. Seega on tegemist tdpset regulatsiooni vajava protsessiga, sest liiga aeglane
PG tootmine pérsiks bakteri kasvu, kuid liialt suur hiidrolaaside aktiivsus seaks ohtu

rakukesta terviklikkuse (Typas jt., 2012).

PG biostinteesiga seotud protsessid voib nende toimumise asukohast ldhtuvalt jagada
kolmeks: tslitoplasmas, sisemembraanis ning periplasmas toimuvad reaktsioonid. Kdigepealt
toimub tsiitoplasmas PG nukleotiidseoseliste prekursormolekulide ning peptiidahela siintees.
Esmalt konverteeritakse kolme ensiiiimi (GlmS, GImM ning GlmU) abil fruktoos-6-fosfaat
uridiindifosfaat-N-atsetiiiilgliikoosamiiniks (UDP-NAG) (Joonis 3A). Seejarel muudetakse
ensiiimide =~ MurA ning MurB abil osa  UDP-NAG-st uridiindifosfaat-N-
atsetliilmuraamhappeks (UDP-NAM) (Joonis 3B). Viimaks lisatakse ligaaside abil UDP-
NAM-i piimhappe jadgi kiilge aminohapped. Bakteris E. coli on nendeks L-Ala (ensiiim
MurC), o-Glu (MurD), m-DAP (MurE) ning dipeptiid b-Ala—b-Ala (MurF). p-aminohappeid
toodavad L-aminohapetest ratsemaasid (Murl, Alr, DadX) ning dipeptiidi o-Ala—b-Ala ligaas
(Ddl) (Joonis 3C) (Barreteau jt., 2008). MurE ligaasi substraadi spetsiifilisus varieerub liigiti.
Niiteks suudab E. coli MurE (mille eelistatud substraat on m-DAP) siduda L-Lys-i viga
ndrgalt, kusjuures sellise peptiidahela liillitamine PG-sse pdhjustab bakterirakkude liitisumise.
Samas ei suuda S. aureus-e MurE m-DAP-d iildse siduda ning liilitab ahelasse vaid GP
bakterile omaselt L-Lys-i (Mengin-Lecreulx jt., 1999, Barreteau jt., 2008). Koik eelpool
mainitud Mur ligaasid on bakterile eluks hdadavajalikud, sest PG-sse saab lisada vaid korrektse
ning tdieliku peptiidahelaga molekule. Seega on Mur ligaasid potentsiaalseteks sihtmérkideks
antimikroobsetele {iihenditele. Praegu kasutusel olevatest iihenditest on selline nditeks

fosfomiitsiin, mis seondub kovalentselt MurA-ga ning inaktiveerib ensiitimi (El Zoeiby jt.,

2003).
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Peptidogliikaan

Joonis 3. PG prekursorite biosiintees. A) Fruktoos-6-P konverteerimine UDP-NAG-ks. B) UDP-NAG
konverteerimine UDP-NAM-ks. C) UDP-NAM-Ile peptiidahela lisamine. Iga reaktsiooni juures on niidatud
produkti keemiline struktuur. (Muudetud, Barreteau jt., 2008)

Jargmine oluline etapp PG siinteesil toimub sisemembraanis, mille sisemisel kiiljel
toimub esialgu nukleotiidiseoseliste prekursorite liitmine lipiidse kandjaga ning seejérel
viiakse need 14bi sisemembraani (Joonis 4A). Lipiidse kandjaga liitumine on vajalik seetdttu,
kuna tsilitoplasmas siinteesitud PG prekursorid on hiidrofiilsed ning ei suuda hiidrofoobset
sisemembraani iseseisvalt ldbida. Selle jaoks kataliiiisib valk MraY UDP-NAM-pentapeptiidi
liitumist sisemembraani ankurdatud lipiidile undekaprentiiil-fosfaat mille tulemusena tekkivat
produkti (undekapreniiiil-P-P-NAM-pentapeptiid) nimetatakse lipiidiks 1. Edaspidi kataliitisib
MurG UDP-NAG-st NAG liitumist lipiid I-le, mille tulemusena tekib undekapreniiiil-P-P-
NAM(-pentapeptiid)-NAG, voi lihtsustatult lipiid 1l. Lipiidide | ja Il tekkimisega vabaneb
modlemal juhul ka UMP (Bouhss jt., 2008). Hiljuti avastati E. coli-s flipaas MurJ, mis
transpordib lipiid 11 sisemembraani tsiitoplasmaatiliselt periplasmaatilisele kiiljele (Sham jt.,
2014). Lipiid I ja II ning nende siinteesi ning transpordiga seotud ensiiiimid on bakterile

elutidhtsad ning seega samuti potentsiaalseteks sihtmérkideks antibakteriaalsetele iihenditele
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(Bouhss jt., 2008). MurG ning MraY puhul on ndidatud nende interakteerumist pulkbakteri
pikkusesse kasvu reguleeriva valgu MreB-ga. See vdimaldab bakteril vajadusel kontrollida
PG siinteesi kiirust, et soodustada bakteri kasvu voi alustada raku jagunemist (Mohammadi

jt., 2007).

Viimane komplekt reaktsioone leiab aset periplasmas ning holmab endas peamiselt
kahte tiitipi reaktsioone: gliikaanahelate poliimeriseerimine ning peptiidahelate ristsidumine
(Typas jt., 2012). Poliimeriseeritav gliikkaanahel on alati seotud lipiidse kandjaga viimati
lisatud NAM-NAG kaudu. Gliikostiiiltransferaas (GTaas) kataliiiisib uue lipiid I NAG 4.
positsiooni hiidroksiiiilriithma ning pollimeriseeritava ahela viimase NAM 1. positsiooni
stisiniku vahele gliikosiidsideme tekkimist, mille tagajarjel vabaneb NAM lipiidse kandja
kiiljest (Joonis 4B) (van Heijenoort, 2007). Paralleelselt toimuv peptiidahelate ristisidumine
toimub transpeptidaasi (TPaas) abil, mis kataliiiisib transpeptidatsiooni reaktsiooni, mille
korral 1digatakse doonor peptiidahelast vélja 5. positsiooni aminohape ning selle tagajirjel
tekkivat energiat kasutatakse peptiidsideme loomiseks teise peptiidahelaga (Joonis 4C)
(Holtje, 1998). Bakterites leidub mitmeid ensiilime, mis omavad nii GTaasset kui ka TPaasset
aktiivsust. Nende hulka kuuluvad mitmed nn penitsilliini siduvad valgud (ingl. k penicillin
binding protein — PBP), mille nimi tuleneb sellest, et need avastati nende omaduse tdttu
siduda penitsilliini, mille kdigus muutub antud ensiiiim inaktiivseks ning peatub PG siintees.
See omakorda viib rakud liitisumiseni. Hiljem on néidatud, et PBP-dele mdjuvad sarnaselt
koik B-laktaamsed antibiootikumid (Spratt, 1983). Ristsidumata peptiidahelatelt kéarbivad
karboksiipeptidaasid (CPaas) dra viienda ning moningatel juhtudel ka neljanda aminohappe
(Typas jt., 2012).

Periplasma 1 NAG
0 NAM
q H H H H H F O LAla
@ p-Ala
== CPaas O m-DAP
O o-Glu
® Fosfaat
1 H H H @ Uridiin
Polimeriseeritav ahel
Undekaprenil
CPags =—
Sisemembraan MurJ MurG
Tsiitoplasma
A)

Joonis 4. Peptidoglitkaani siinteesi reaktsioonid sisemembraanis ning periplasmas. A) Lipiid I
moodustumine. B) Gliikaanahelate poliimeriseerimine GTaasi toimel. C) Peptiidsidemete tekkimine
poliimeriseeritava ahela ja PG-kihi ahela vahele TPaasi toimel. Lisaks on ndidatud CPaasi peptiidahelate

kérpimist. Lihtsuse mottes pole vélja toodud kdiki peptiidahelaid. (Muudetud, Typas jt., 2012)



1.4 Peptidogliikaani lagundamine ja taaskiitlus

Virskelt siinteesitud gliikkaanahelate lisamine olemasoleva PG-kihi vabade
peptiidahelate kiilge suurendaks vaid PG-kihi paksust, kuid ei voimaldaks bakteriraku kasvu
pikkusesse. Seetdttu leidub rakus erinevaid hiidroliiiitilisi ensiiiime, mis erineval moel
gliikaanahelate vahelisi sidemeid 16huvad. E. coli-s on leitud 14 erinevat PG-d lagundavat
hiidrolaasi, millest osad vdivad tédita sama iilesannet ehk 1o6hkuda sama sidet (\Vollmer, 2012).
Tépse mehhanismi kohta, kuidas gliikkaanahelaid PG-kihti lisatakse, on erinevaid teooriaid.
GP Dbakterites arvatakse see jargivat nn ,loo-Siis-1ohu” pohimotet, kus uued ahelad
slinteesitakse pinge all oleva kihi alla ning ristseotakse juba seal. Seejdrel 1dohuvad
endopeptidaasid pinge all olevas kihis peptiidsidemed ning vanad ahelad vabanevad
periplasmasse, mille tagajérjel ,,tommatakse* uus kiht pingule. GN bakterite puhul on pakutud
vélja nn ,,kolm-iihe-vastu® mehhanism, mille puhul siinteesitakse gliikaanahelate trimeer,
millega asendatakse iiks gliikaanahel PG-kihis (Joonis 5) (Holtje, 1998). E. coli-s on niidatud,
et 30% raku pooldumise ajal moodustunud PG-st lagundatakse lithikese perioodi jooksul
pdrast pooldumist. Arvatakse, et seda pohjustab see, et raku pooldumise jaoks siinteesitavas
rakuvaheseinas ehk septumis luuakse PG kolmekihilisena, millest keskmine lagundatakse
rakkude eraldamiseks (Park ja Uehara, 2008). PG-d lagundatakse lokaalselt ka viburi ja
sekretsioonisiisteemide kokkupanekul (Nambu jt., 1999, Zahrl jt., 2005).

LG

mureiini trimeer

——laguprodukt

Joonis 5. ,Kolm-iithe-vastu mehhanism, millega GN bakterites lisatakse PG-kihti gliikkaanahelaid. Vanad
gliikaanahelad on kujutatud otsast mustade torudena, lisatavad gliikaanahelad on otsast hallid. Peptiidahelad

nende vahel on kujutatud nooltega. (Muudetud, Holtje, 1998).
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Nagu eelpool mainitud, I6huvad endopeptidaasid peptiidahelate vahelisi ristsidemeid,
mille tulemusena gliikaanahelad vabanevad iiksteise kiiljest. Samaaegselt kataliilisivad
glilkaanahelates gliikosiidsidemete 16hkumist liisotsiiimid, vabastades NAM-NAG, ja
ludtilised  transgliikosiilaasid, mille  tulemusena  vabaneb  anhiidro-NAM-NAG
(anh-NAM-NAG) (Joonis 6). Anh-NAM-NAG roll pole tépselt teada, kuid on arvatud, et
seeldbi on bakteris selgelt eristatavad PG-st viljaldigatud ning alles siinteesimisjargus
glilkaanahelad. Mdlemal juhul v3ib PG-st véljaldigatud molekuliga seotud olla veel erinev
hulk peptiide (Holtje, 1998, Park ja Uehara, 2008). On ndidatud, et iihes generatsioonis
lagundatakse kuni 50% bakteri PG-st. Sellise koguse rakumaterjali kaotamine tdhendaks
bakterile suurt energiakadu, kuid nditeks E. coli-s eraldub kasvukeskkonda vaid 6-8%
lagundatud PG komponentidest. Seega oletati, et lagundatud komponente taaskasutatakse.
Hiipotees leidis kinnitust ning praeguseks on kirjeldatud rajad, kuidas GN bakterid erinevaid
produkte taaskdidelda suudavad (Goodell, 1985, Park ja Uehara, 2008). GP bakterites on
samuti tdheldatud kuni 50% ulatuses PG lagundamist. Samas arvati algselt, et GP bakterid ei
taaskditle PG laguprodukte, sest vélismembraani puudumine vdimaldab lagundatud
produktidel holpsasti kasvukeskkonda difundeeruda ning bakterites puudub taaskiitluse
votmeensiiim AmpG. Hiljuti on niidatud, et GP bakterites esineb siiski iiksikute
taaskditlusraja ensiilimide ortolooge, mis annab alust arvata, et GP bakterid suudavad siiski
mingil moel taaskasutada PG laguprodukte, kuid tdpset rada ei ole pracguseks kirjeldatud
(Reith ja Mayer, 2011). Laboritingimustes rikkal s66tmel kasvades ei ole PG taaskditlus
bakterile elutéhtis, kuid toitainete vidhenemisel kasvukeskkonnas voib see osutuda vajalikuks

raku jagunemise I0pule viimiseks ning sisenemiseks statsionaarsesse faasi (Park ja Uehara,

2008).

Anhiidro-N-atsetiiliimuraamhape
(anhNAM)

H.C——O
0
HO H
H NH
0 \
[ c=0
HC—CH; |
| CHg
cC=0
|
OH

Joonis 6. Anhiidro-N-atsetiiiilmuraamhappe struktuurivalem. Punasega on mérgitud anhiidriidside. AnhNAM
voib olla seotud NAG-ga 4. positsiooni hapniku kaudu. Kollasel taustal on piimhappejaik, mille kiilge voib olla
Kinnitunud peptiidahel. (Muudetud, Tortora jt., 2012)
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PG lagundamisel liiitiliste transgliikostilaasidega tekivad anhiidro-muropeptiidid
(Anh-NAM-NAG + peptiidahel), mis transporditakse periplasmast tsiitoplasmasse
sisemembraanil paikneva permeaasi AmpG kaudu. AmpG on taaskditlusraja
votmeensiitimiks, selle puudumisel suudab rakk taaskasutada wvaid tithist osa PG
laguproduktidest, mis jouavad tsiitoplasmasse 1dbi sekundaarsete transporterite (Park ja
Uehara, 2008). AmpG on kiillaltki spetsiifiline substraadi suhtes, suutes siduda tiksikut voi
peptiidahelaga seotud anh-NAM-NAG-d, kuid mitte NAM-NAG-d, tiksikuid aminosuhkruid
voi eraldiseisvaid peptiidahelaid (Cheng ja Park, 2002). AmpG on oluline, kuna enamik
taaskditlusraja  ensiiime paikneb tsiitoplasmas. Anhiidro-muropeptiidide sattumisel
tsiitoplasmasse kataliitisib NagZ anhiidro-NAM ja NAG vahelise sideme katkemist. AmpD
katkestab omakorda sideme peptiidahela ja anh-NAM vahel. NagZ ja AmpD puhul ei ole
oluline, mis jarjekorras nad tootavad, kuid nende kahe ensiitimi tulemusena vabanevad kolm
produkti: anh-NAM, NAG ning peptiidahel, mis sdltuvalt substraadist voib koosneda 3-5
peptiidist (Park ja Uehara, 2008). Terve bakteri PG-s on enamik peptiidahelaid tri- voi
tetrapeptiidid, liiga suur pentapeptiidide osakaal viitab sellele, et PG-s on inhibeeritud PBP-de
tod ehk ristsidemete loomine. Arvatakse, et suurel hulgal pentapeptiidide esinemine
taaskditlusrajas  indutseerib  p-laktamaasi tootmist, mis inaktiveerib  B-laktaamsed
antibiootikumid ning peatab PBP-de tegevuse inhibeerimise. Seeldbi vdimaldab

taaskditlusrada bakteril omada iilevaadet PG seisundist (Litzinger ja Mayer, 2010).

Edasi jaguneb taaskditlusrada kaheks: aminosuhkrute taaskasutus (Joonis 7) ning
peptiidahelate taaskasutus (Joonis 8). Aminosuhkrute taaskasutuses toimub esmalt nii NAG
kui ka anhNAM-i fosforiileerimine ning anhNAM-i puhul ka anhiidriidsideme katkestamine.
Neid reaktsioone viivad ldbi kinaasid NagK (substraat NAG) ning AnmK (anhNAM).
Tulemuseks on vastavalt NAG-6-P ning NAM-6-P. Moneti illatuslikult konverteeritakse
ensiiimi MurQ abil NAM-6-P piimhappejdadgi eemaldamise kaudu NAG-6-P-ks, mis
tahendab, et bakteris puudub vdimalus anhNAM-ist otse uue NAM-i tootmise voimalus.
Jargnevalt deatsetiileerib NagA NAG-6-P ning vabaneb gliikoosamiin-6-P, mis on juba PG
biosiinteesi vaheiihend (Joonis 3A) (Johnson jt., 2013). Gliikoosamiin-6-P-d suudab bakter
NagB abil vajadusel konverteerida fruktoos-6-P-ks, mis on gliikoliilisi vaheiihendiks ja see
tdhendab, et PG lagundamisel vabanenud aminosuhkruid vdib bakter ka otseselt energia
tootmisel kasutada. On ndidatud, et tdnu transferaasile MurP, mis suudab NAM-i ka
kasvukeskkonnast tsiitoplasmasse transportida, voib bakter kasvada ka s66tmel, kus ainsaks

stisiniku- ja energiallikaks on NAM (Dahl jt., 2004).
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Joonis 7. Aminosuhkrute taaskditlusrada. (Muudetud, Park ja Uehara 2008)

Vabade peptiidahelate taaskasutus algab peptidaasi LdcA-ga, mis eemaldab
tetrapeptdiididelt p-Ala. Vabaneva tripeptiidi (L-Ala-o-Glu-m-DAP) suudab ligaas Mpl
lillitada otse UDP-NAM kiilge, tekitades UDP-NAM-tripeptiidi, mis on juba PG biosiinteesi
raja vaheiihend (Joonis 3C) (Park ja Uehara, 2008). LdcA tegevus on iilioluline, kuna Mpl
suudab substraadina lisaks tripeptiidile kasutada ka tetrapeptiidi, kuid kuna peptiidahela
pikendamisel liidetakse 4. ja 5. aminohape korraga 3. positsiooni m-DAP-i kiilge, jadks
tetrapeptiid pikendamata. Sellise peptiidahelaga glilkaanahelate lilitamisel PG-sse, ei ole
nende vahel vdimalik luua ristsidemeid ning PG struktuur ndrgeneb. On ndidatud, et IdcA
geeni deleteerimisel on bakterid hilises kasvufaasis suurema ldbimodduga ja ovaalsed ning
paljud rakud litisuvad (Templin jt., 1999). E. coli-s on IdcA ainuke taaskditlusraja geen, mille
mutatsioonil on selge efekt bakteri fenotiiiibile (Park ja Uehara, 2008). E. coli-s kasutab Mpl
tile 90% tstitoplasmas leiduvast tripeptiidist, kuid siiski on olemas ka alternatiivne vdimalus,
mille puhul lagundatakse tripeptiid iiksikuteks aminohapeteks (Mengin-Lecreulx jt., 1996,
Park ja Uehara, 2008). Seda viivad ldbi kolm ensiiiimi: MpaA, mille tulemusena vabaneb m-
DAP ja dipeptiid L-Ala-p-Glu; YcjG, mis konverteerib dipeptiidi L-Ala-L-Glu-ks ning viimaks
PepD, et lahutada dipeptiidi aminohapped omavahel. Kui iilejddnud taaskditlusraja
ensiilimidele on PG-d taaskditlevates GN bakterites ortoloogid olemas, siis MpaA ja YcjG
ortolooge esineb vihem (Park ja Uehara, 2008).
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Joonis 8. Peptiidahela taaskaitlusrada. (Muudetud, Park ja Uehara, 2008)

1.5 Mureiini-peptiidi ligaas ehk Mpl

Juba varased uuringud PG taaskditluse kohta nditasid, et uue PG siinteesimiseks
kasutatakse kuni 30% ulatuses tsiitoplasmas leiduvat tripeptiidi ilma, et seda rohkem
lagundataks. Sellest 1dhtuvalt eeldati, et eksisteerib vastav ligaas (Goodell, 1985, Mengin-
Lecreulx jt., 1996). Esialgu arvati, et ligaasina voiks toimida MurC, mille kohta oli teada, et ta
suudab UDP-NAM:-ile lisada tiksiku L-Ala ehk tripeptiidi esimese liili (Joonis 3C). Hiipoteesi
kontrollimisel aga leiti, et MurC-I puudub igasugune vdime tripeptiidi substraadina kasutada
(Liger jt., 1995). Siiski, kuna oli teada, et erinevad Mur-ligaasid omavad teatud sarnaseid
motiive, otsiti E. coli kromosoomist veel sarnaseid jérjestusi ning avastati, et iihe avatud
lugemisraami produktil YjfG-1 on 28,7% sarnasus MurC aminohappejirjestusega. YjfG geeni
katkestamisel lakkasid bakterid tripeptiidi kasutamast, kuid selle geeni iileekspressiooni
tulemusena suurenes tripeptiidide kasutamine bakteris. Sellest jareldati, et leitud geen
kodeeribki otsitud ligaasi ning vastav geen nimetati iimber mpl-ks (Mengin-Lecreulx jt.,
1996).

Mpl on taaskditlusrajas oluline ensiitim ning selle nimi — mureiini-peptiidi ligaas — on

tuletatud tema substraatidest. Tapsemalt on tema substraatideks UDP-NAM ning m-DAP-i
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sisaldav peptiidahel. Valdavalt on selliseks peptiidahelaks bakteris taaskditlusraja tripeptiid
L-Ala-p-Glu-m-DAP, kuid Mpl suudab efektiivselt siduda ka tetra- ja pentapeptiidi. Lys-i
sisaldavaid peptiidahelaid seob Mpl norgalt ning see vdib olla pdhjuseks, miks Mpl-i
ortolooge GP bakterites, kus peptiidahela kolmandas positsioonis on just Lys, ei esine (Hervé
jt., 2007). Mpl-defektsus ei ole bakterile letaalne ega pohjusta muutusi PG struktuuris ega
koguses. Mpl-i iileekspresseerimine ei suuda asendada MurC-defektsust ning on rakkudele
pigem kahjulik, pdhjustades héireid morfoloogias ning liilisumist eksponentsiaalses

kasvufaasis (Mengin-Lecreulx jt., 1996).

Meie laboris on Heili Ilves vilja tootanud testsiisteemi lac-Isc, mis vdimaldab
Pseudomonas-e perekonna bakterites avastada uusi mutatsioonisagedust mdjutavaid geene.
Kombineerides testsiisteemi lac-Isc transposoonmutageneesiga, onnestus bakteris P. putida
detekteerida arvukalt geene, mille varasemat seost mutatsioonisagedusega pole ndidatud.
Ullatuslikult kuulus ka mpl nende geenide hulka, mille juhuslik katkestus minitransposooniga
voimaldas  detekteerida muutusi  mutatsioonisageduses.  Esialgsed  katsed = mpl
transposoonmutandiga niitasid, et antud geeni katkestus suurendab eksponentsiaalse ja

statsionaarse faasi mutantide tekkesagedust bakteris P. putida. (Tagel jt., 2016; avaldamata)
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2. Eksperimentaalne osa
2.1 Too eesméargid

Terviklik peptidogliikaan on bakterirakule ilioluline, kaitstes baktereid osmootsest
rOhust tingitud voimaliku liiisumise eest ning hoides bakteriraku kuju. Kuna bakterit
imbritsev keskkond voib pidevalt muutuda, siis ei saaks sellist iilesannet tdita staatiline
struktuur. PG siilitab diinaamilised omadused tédnu pidevatele siinteesidele ja lagundamistele,
mis peavad olema tipselt reguleeritud, et nende kéigus ei satuks ohtu PG mehaaniline
tugevus. Lagundatud produktide kaotamine tdhendaks rakule suurt ressursside kadu. Selle
véltimiseks on eelkdige GN bakterites arenenud vélja nn PG taaskiitlus, mille abil suudab
bakter taaskasutada PG laguprodukte uute PG ahelate siinteesiks. Selliste protsesside kaudu
sddstab bakter lisaks ressurssidele ka energiat, kuna taaskasutatakse de novo siinteesiraja

vaheprodukte.

Mboneti iillatuslikult ilmnes meie labori varasemates katsetes, et PG taaskiitlusraja
olulise geeni mpl katkestamine Pseudumonas putida rakkudes tdstis mutatsioonide
tekkesagedust. Nende tulemuste paikapidavuse kinnitamiseks ning Mpl-i funktsioonide

tapsemaks viljaselgitamiseks bakteris P. putida said minu t66 eesmérkideks seatud:

= Kkonstrueerida P. putida tiived, milles geen mpl oleks deleteeritud

= vorrelda saadud tiivede mutatsioonisagedust varasemalt isoleeritud mpl-i
defektse transposoonmutandiga

= Kkirjeldada geeni mpl defektsusest tulenevaid fenotiilibilisi isedrasusi P. putida

rakkudes
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2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud sé66tmed, bakteritiived ja plasmiidid

Bakterite kasvatuseks kasutati LB (ingl k — lysogeny broth) tdissoodet (Miller, 1992)
voi M9-gliikoos-CAA soddet (edaspidi glc CAA), mille valmistamiseks lisati M9 puhvrisse
(42 mM KH3PO,, 24 mM Na,HPO,4, 19 mM NH4CI, 9 mM NaCl) mikroelementide lahust
(Ioppkontsentratsioonidega 667 uM MgO,50 uM CaCOg3, 40 uM FeSOy, 12,5 uM ZnSO4,12,5
UM MnSO4, 2,5 pM CuSO4 2,5 uM, CoSO4 1,9 puM H3BO,), glikoosi (glc;
16ppkontsentratsiooniga 0,2%) ning kaseiini hiidroliisaati (CAA; ingl k casamino acids;
1oppkontsentratsiooniga 0,2%). Bakterite kasvatamisel vedelsd6tmes aereeriti kultuure

loksutil. Tardso6tme valmistamiseks lisati so6tmesse agarit 1,5 g/1.

Selektsioonimarkeritena kasutati jargmisi antibiootikume: kanamiitsiin (Km; 50
pg/ml), ampitsilliin (Amp; 100 pg/ml), bensiiiilpenitsilliin (Bp; 1,5 mg/ml) ja rifampitsiin
(Rif; 100 pg/ml). P. putida rakke kasvatati temperatuuril 30 °C ning E. coli rakke
temperatuuril 37 °C. T66s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. T66s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Escherichia coli

DH5a supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 (Miller, 1992)
recAlendAl gyr A96 thi-1 relAl

CC118\pir A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 (Herrero jt., 1990)
thi-1 rspE rpo B argE (Apm)

HB101 SubE44 subF58 hsdS3 (rB'mB") recA13proA2 (Boyer ja  Roulland-
lacY1lgalK2 rsp20 xyl-5 mtl -1 Dussoix, 1969)

Pseudomonas putida

Pawa85 Algne tiivi, isogeenne tdielikult (Bayley jt., 1977)
sekveneeritud P. putida KT2440 tiivega

Paw85 mpl::Tn5Km | PaW85 tiivest, mpl (PP_0547) katkestatud | (Tagel jt., 2016)

positsioonis 719 mini-Tn5-ga, Km'

Paw85 Ampl::Km PaW85 tlivest, -4-1125 positsioonides mpl | Kdesolev t66

deleteeritud, Km"

Paw85 mpl::Km PaW8s5 tiivest, mpl katkestatud positsioonis 396, | Kdesolev t66
Km'
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Plasmiidid

pRK2013 Konjugatiivset iilekannet abistav plasmiid, Km" | (Figurski ja  Helinski,
1979)

pBluescript KS E. coli kloonimisvektor, Amp' Stratagene

pUTKm1 Km-geeni sisaldav plasmiid (De Lorenzo jt., 1990)

pKS/mpll pBluescript KS, kuhu on mpl-geen koos eelneva | Kiesolev t66

ja jargenva alaga kloonitud Ecll1361I/Hincll
saitide vahele

pKS/mpll:Km' pKS/mpll, mille mpl-i sees paiknevate Hincll | Kéesolev t66
saitide  vahele on kloonitud  km-geen
(deleteerides ~1100 bp mpl-geenist)

pGP704L Konjugatiivne plasmiid, Amp' (Pavel jt., 1994)

pGP704L/mpll::Km" | pGP704L, mille Xbal ja Kpnl saitide vahele on | Kiesolev t6d

kloonitud mpl1::Km' fragment

pKS/mpl2 pBluescript KS, kuhu on mpl-geen koos eelneva | Kéesolev t66

jajargneva alaga kloonitud Smal saiti

pKS/mpl2:Km' pKS/mpl2, mille mpl-i sees paiknevasse Smal | Kéesolev t66
saiti (mpl-geeni postitsioonis 396) on kloonitud

km-geen

pPGP704L/mpl2::Km" | pGP704L, mille Xbal ja Eco32l saitide vahele | Kiesolev t66

on kloonitud mpl2::Km" fragment

2.2.2 Kompetentsete rakkude valmistamine ja bakterirakkude

elektroporatsioon

P. putida kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati rakke ile66 5 ml-s LB
vedelsodtmes. 250 pl iiledokultuuri tsentrifuugiti sootmest vélja (1 min 12100 x g) ning pesti
3 korda 750-1000 pl 300 mM sahharoosi lahusega. Rakud suspendeeriti 50-100 pl 300 mM

sahharoosi lahuses.

E. coli kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati rakke iile66 5 ml-s LB
vedelsdotmes. Uledokultuur lahjendati 4 ml-sse virskesse LB vedelsddtmesse optilise

tiheduseni 0,1 (ODsgp) ning kasvatati loksutil veel 2 tundi. Seejérel tsentrifuugiti kogu
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rakukultuur kokku (1 min 12100 x g) ning pesti 3 korda 750-1000 pl 10% gliitserooli
lahusega. Rakud suspendeeriti 50-100 pul 10% gliitseroolis. Rakke ja todlahuseid hoiti pidevalt
jaal.

Plasmiidse DNA viimiseks kompetentsetesse rakkudesse kasutati elektroporatsiooni.
Kompetentsetele rakkudele lisati ~100 ng vees lahustatud plasmiidset DNA-d ning viidi
elektroporatsioonikiivetti. Elektroporatsioon viidi ldbi pingel 2,5 kV, kasutades firma BioRad
elektroporaatorit ,,E. coli pulser. Elektroporeerimise jargselt lisati rakkudele 800 ul LB
sOddet ja pesti kiivetist vilja. Seejérel kasvatati rakke loksutil 1 tund temperatuuril 30 °C (P.

putida) voi 37 °C (E. coli), mille jargselt plaaditi rakud selektiivsdotmele.
2.2.3 Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-i kasutati tiivede ning konstruktide digsuse kontrollimiseks. PCR reaktsioonisegu
16ppmahuks oli 20 pl, mis sisaldas 1x PCR-puhvrit (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM
(NH4)2SOy; 0,01% Tween 20; 2,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP; 10 mM tartrasiin; 0,5% Ficoll
400), 10 pmol kumbagi praimerit; 0,5 U Tag DNA poliimeraasi ja matriits-DNA-d.
Loppmahuni viidi reaktsioonisegu destilleeritud veega. T00s kasutatud praimerid on toodud

tabelis 2.

PCR tsiikkel koosnes kolmest osast: DNA denaturatsioon temperatuuril 96 °C 30—60
sekundit; praimeri seondumine matriits-DNA-le temperatuuridel 53-58 °C (soltuvalt
praimerist); DNA siintees temperatuuril 72 °C 30-90 sekundit (soltuvalt amplifitseeritava
fragmendi pikkusest, Taq poliimeraasi puhul pohimdttel 1000 bp — 60 sekundit). Tsiikleid
korrati 25 korda. Esimesele tsiiklile eelnes 120-sekundiline eelkuumutus temperatuuril 96 °C
rakkude I0hkumiseks. Viimasele tsiiklile jérgnes 2—4 minuti pikkune jdrelsiintees

temperatuuril 72 °C, mil siinteesiti 16puni koik pooleli olevad fragmendid.
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Tabel 2. T66s kasutatud praimerid

Mpl-ees-Xbal 5-AATCTAGAGCTCGCATTTAACTGGCCAG-3’ Kasutati mpl-geeni ja sellega
kiilgnevate alade
Mpl-EcoRI-ubiD 5-AGAATTCAGCTTGAGCATGTTTTCCAG-3’ amplifitseerimiseks
KmSac 5-CAGGAGCTCGTTCGATTTATTCAACAAAGCC-3’ Km-geeni amplifitseerimiseks
(16ikesait Ecl13611)
Fw 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3 Plasmiidi pBluescript KS
Rev 5-AACAGCTATGACCATG-3’ universaalpraimerid
Mpl-eest-alum- 5-TACTCGAGATAGACGTTGGCGTCAGA-3’ Kasutati konstruktide kontrolliks
Xhol Seondub mpl-geeni algusesse,
suunaga geenist vilja
Kmo0 5-GTGCAATGTAACACTAGAGATTTT-3’ Kasutati konstruktide kontrolliks
Seondub km-geeni ette, suunaga
geenist vilja
Km4 5-AATTGGTTGTAACACTGGCAGA-3’ Kasutati konstruktide kontrolliks
Seondub pérast km-geeni 1dppu,
suunaga geenist eemale
Mpl-start-Sall 5-GAGGTCGACCATGCATATTCA-3’ Kasutati konstruktide kontrolliks
Seondub mpl-geeni algusesse,
suunaga geeni poole
Mpl-16pp-Sall 5-TATGTCGACTCACTTCAGCGCCTCGGC-3’ Kasutati konstruktide kontrolliks
Seondub mpl-geeni 1ppu, suunaga
geeni poole

2.2.4 Plasmiidi eraldamine ja restriktsioonanaliiiis

Rakkudest plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firma Favorgen plasmiidieraldus

komplekti FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit, jargides tootja etteantud protokolli.

DNA restriktsiooniks kasutati firma Thermo Scientific restriktaase, jargides tootja

etteantud tingimusi.
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2.2.5 Geelelektroforees

PCR-i produktide ja restriktaasidega 16igatud DNA-d analiiiisiti geelelektroforeesil.
Restriktsioonsegule lisati  geelelektroforeesi varvi (0,04% broomfenoolsinine 50%
gliitseroolis), PCR-produktile vérvi ei lisatud, kuna kasutatud PCR-puhver juba sisaldab vérvi
(10 mM tartrasiin). Proovid kanti 1% agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, 1
mM EDTA; pH 8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi 10ppkontsentratsiooniga 0,33 pg/ml. DNA
fragmentide umbkaudseks vordlemiseks kasutati firma Thermo Scientific DNA markerit.

Elektroforees viidi 1dbi pingel 120—-150 V. Tulemused visualiseeriti UV valguses.
2.2.6 Kloonimine

Kloonimisel kasutati DNA restriktsiooniks, ligeerimiseks ja vektori aluselise
fosfataasiga tOGtlemiseks firma Thermo Scientific ensiitime, jirgides tootja etteantud
tingimusi. Kloonimisel kasutatud restriktsioonisegud, PCR-i produktid ja ligaasisegud
sadestati, lisades 2,5-kordses mahus 96% etanooli ja 0,1-kordses mahus 5 M NaCl lahust.
DNA-d sadestati temperatuuril —20 °C 10 minuti jooksul, mille jirel sadet tsentrifuugiti
temperatuuril 4 °C (10 minutit 12 000 g) ning pesti kaks korda 75% etanooliga. Saadud sade

kuivatati temperatuuril 37 °C ning suspendeeriti 10 pl destilleeritud vees.
2.2.7 Mpl-defektsete tiivede konstrueerimine

P. putida Ampl::Km tiive konstrueerimiseks amplifitseeriti esmalt PCR-il mpl-geen
koos sellele ecelneva ja jargneva alaga (praimerid toodud tabelis 2). Plasmiid pBluescript KS
avati Ecl13611 ja Hincll saitidest, kuhu sisestati tompide otstega PCR-i produkt. Tulemuseks
saadi plasmiid pKS/mpll, milles paikneva mpl-geeni orientatsiooni kontrolliti PCR-ga.
Kanamiitsiini geen amplifitseeriti pUTKm1 plasmiidilt KmSac praimeriga, PCR-i produkti
16igati Ecl13611-ga ning km-geen klooniti pKS/mpll vektorisse mpl-geeni ees ja geeni 15pus
paiknevate Hincll saitide vahele, deleteerides ~1100 bp osa mpl-geenist. Tulemuseks saadi
pKS/mpll:Km', millest 1digati Xbal ning Acc65I abil vilja km-geeniga katkestatud mpl-i
konstrukt. Saadud geenikassett klooniti pGP704L vektori Xbal ja Kpnl saitidesse (Acc65l ja

Kpnl ensiiiimid 16ikavad sama jérjestust) ning saadi konstrukt pGP704L/mpl1::Km".

P. putida mpl::Km tiive konstrueerimiseks Viidi ka eelneva tiive puhul kasutatud
amplifitseeritud mpl-geeni PCR-i produkt pBluescript KS-vektorisse, mis oli avatud Smal
saidist, saades konstrukti pKS/mpl2. Mpl-i orientatsiooni kontrolliti PCR-i abil. Km-geeni
PCR produkt klooniti pKS/mpl2 vektorisse mpl-geeni 396. positsioonis paiknevasse Smal
saiti, mis andis tulemuseks pKS/mpl2::Km'. Sellest konstruktist 1digati Xbal ja Eco32I abil
vélja km-geeniga katkestatud mpl-geen, mis klooniti pGP704L Xbal ja Eco32I saitide vahele
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ning saadi konstrukt pGP704L/mpl2::Km'. Saadud konstruktide digsust kontrolliti DNA

sekveneerimisega.
Kaik eelpool kirjeldatud kloonimised viidi 1dbi E. coli rakkudes.
2.2.8 Bakterite konjugatsioon

Eelmises peatiikis kirjeldatud 16ppkonstruktid pohinesid pGP704L plasmiidil, mis on
voimeline replitseeruma ainult E. coli CC118Apir rakkudes (doonortiivi). Konjugatsiooni teel
viidi konstruktid P. putida rakkudesse (retsipienttiivi), kus konstrukt sisenes homoloogilise
rekombinatsiooni teel kromosoomi. Selleks kasvatati vastava antibiootikumi juuresolekul LB-
sootmes 1ile6d CC118Apir rakke, millesse oli elektroporatsiooniga sisse viidud vastav
16ppkonstrukt; helperplasmiidi sisaldavat tiive HB101 (helpertiivi) ning retsipienttiive. Uledd
kasvatamise jargselt lahjendati kultuure 20 korda 5 ml-sse vérskesse antibiootikumivabasse
LB-sse. Ristamissegude tegemiseks kasvatati virskeid kultuure 2,5 tundi, mille méodudes
voeti 100 pl doonor- ja helpertiive kultuuri ning 200 pl retsipienttiive kultuuri, mis segati
kokku ning saadud segu pipeteeriti LB tassile ja inkubeeriti temperatuuril 30 °C. Jargmisel
pédeval kraabiti 4—'4 saadud segust iiles, suspendeeriti 100 pl-s M9 puhvris ning saadud segu

plaaditi Km minimaalsédtmele. Kolooniate teket jalgiti kuni 4 paeva jooksul.

2.2.9 Uuritavate tiivede rifampitsiini resistentsete (Rif') mutantide

tekkesageduse leidmine

Spontaansete mutatsioonide detekteerimiseks P. putida eri tiivedes kasutati Rif'/rpoB
testslisteemi. Rakke kasvatati esialgu 6-7 tundi glc CAA so6tmes temperatuuril 30 °C.
Seejarel tehti kultuuridest 10°-kordne lahjendus virskesse gle CAA sédtmesse ning rakud
jagati 2,3 ml kaupa Kkatseklaasidesse ning kasvatati 18-22 tundi temperatuuril 30 °C.
Kasvamise jargselt plaaditi 500 pl vedelkultuuri Rif-i sisaldavale LB s66tmele ja inkubeeriti

temperatuuril 30 °C kokku 2 pieva. Rif kolooniaid loendati 24 tunni ja 48 tunni mdddudes.

Mutantide tekkesageduse arvutamiseks rakupopulatsioonis méiérati lile6d kultuurist
elusrakkude arvukus CFU (ingl colony forming unit) pohjal. Selle jaoks tehti M9 puhvris
lahjenduste rida ning lahjendatud rakukultuurist pipeteeriti 5 pl tilk LB tassile. Tilgast
kasvanud rakukolooniad loendati pérast iile66 inkubeerimist temperatuuril 30 °C.
Elusrakkude hulk 1 ml-s iiledokultuuris arvutati tilgast kasvanud kolooniate ja rakukultuuri
lahjenduste pohjal. Teades plaaditud rakukultuuri elumust ning ning selektiivsdotmele

ilmunud Rif® kolooniate arvu, leiti mutantide sagedus valemi jérgi:

mutantide arv (ml kohta)
CFU (ml kohta)

mutantide sagedus =
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2.2.10 Uuritavate tiivede kasvukéverate moO6tmine ja generatsiooniaja

arvutamine

Uuritavate tliivede kasvukiiruste leidmiseks kasvatati rakke iile6o glc CAA s66tmes
temperatuuril 30 °C. Uled6 kasvanud kultuuri rakkudega inokuleeriti virsket glc CAA sdddet
nii, et arvutuslikult uue so66tme optiline tihedus oleks 0,1 (ODsgy). Rakke kasvatati
mikrotiiterplaadil 100 ul mahus temperatuuril 30 °C POLARstar Omega spektrofotomeetris,
mis modtis optilist tihedust iga 10 minuti tagant vihemalt 9 tunni jooksul. Saadud andmete
pohjal koostati kasvukover. Logaritmitud kasvukdveral maéadrati iga tliive puhul
eksponentsiaalse kasvufaasi pikkus. Selle pohjal arvutati iga tiive rakkude generatsiooniaeg

kasutades jargmist valemit:

G- t

... a
3,3log —
gA

G — generatsiooniaeg minutites
t — eksponentsiaalse kasvufaasi pikkus minutites
a — rakukultuuri optiline tihedus (ODsgp) eksponentsiaalse kasvufaasi alguses

A - rakukultuuri optiline tihedus (ODsgp) eksponentsiaalse kasvufaasi 16pus
2.2.11 Fluorestsentsmikroskoopia uuritavate tilvede rakkudest

Uuritavate tiivede vedelkultuuri ja tardsootmel kasvanud rakke vaadeldi
fluorestsentsmikroskoobis. Selle jaoks kasvatati vedelkultuuri rakke 24 tundi LB voi glc CAA
sootmes, tardso6tmel kasvanud rakkude uurimiseks kraabiti iiled6 inkubeeritud LB tdissootme
vOi glc minimaals6otme tassilt rakumassi, mis suspendeeriti 1 ml-s M9 puhvris. Jargnevalt
pipeteeriti 5 pl le66 kasvanud vedelkultuuri voi suspendeeritud rakke tardsootmelt
alusklaasil olevale agarsootme tiikikesele ning lisati samas mahus firma Thermo Scientific
LIVE/DEAD Baclight komplekti fluorestseeruvate viarvide SYTO 9 ja propiidiumjodiid (PI)
segu 100-kordset lahjendust. SYTO 9 on roheline fluorokroom, mis suudab siseneda
rakkudesse 14bi sisemembraani. PI on punane fluorokroom, mis suudab siseneda vaid
kahjustatud membraaniga rakkudesse. Modlemad vérvid interakteeruvad DNA-ga. Vérvi
lisamise jdrgselt asetati rakkudega agaritiikki kandev alusklaas pimedasse ning lasti rakkudel
varvuda 30 minutit, mille jirel asetati rakkudele katteklaas ning vaadati
fluorestsentsmikroskoobis 1000-kordse kogusuurendusega, kasutades filtrit, mis vdimaldas

tiheaegselt ndha molema varvi fluorestsentsi.
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2.2.12 Labivoolutsiitomeetria uuritavate tiivede rakupopulatsioonidest

Lébivoolutsiitomeetrial kasutati rakkude varvimiseks samuti firma Thermo Scientific
LIVE/DEAD Baclight komplekti fluorestseeruvaid viarve PI ja SYTO 9. Rakke kasvatati 18
tundi temperatuuril 30 °C glc CAA sodtmes. Seejarel lahjendati rakukultuure filtreeritud M9
puhvrit kasutades nii, et proovi optiline tihedus oleks 0,03 (ODsg) ja sisaldaks vdhemalt 10
000 rakku. Seejdrel lisati 75 ul proovile 3,75 pl vérvisegu (3% SYTO 9 ja 3% PI filtreeritud

MO puhvris) ning lasti rakkudel pimedas 30 minuti jooksul varvuda.
Saadud tulemuste analiiiisimiseks kasutati programmi Flowing Software 2.5.1
2.2.13Minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIC) maidramine

Vordlemaks erinevate tiivede tundlikkust erinevate antibiootikumide suhtes sai
madratud antibiootikumide minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (MIC; ingl — k minimal
inhhibitory concentration), mille juuresolekul ei olnud bakteritiived enam suutelised kasvama.
Selleks kasvatati tiivesid glc CAA s66tmes iiledo temperatuuril 30 °C. Mikrotiiterplaadil tehti
gle CAA sootmesse antibiootikumidest lahjenduste rida. Bensiiiilpenitsilliini puhul oli
maksimaalne kontsentratsioon 1000 pg/ml, fosfomiitsiini puhul 2000 pg/ml. Seejarel lisati
mikrotiiterplaadile tiledokultuuri 100-kordset lahjendust ning inkubeeriti tiledd temperatuuril
30 °C. Inkubeerimise jargselt mdodeti bakterikultuuride optiline tihedus (ODsgo)
spektrofotomeetri TECAN Sunrise abil.
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2.3 Tulemused

2.3.1 P. putida mpl-defektsete tiivede konstrueerimine

Kuna transposoonmutandid on isoleeritud rakkude pikaajalise selektiivsootmel
inkubeerimise kaigus, siis ei saa kindel olla, et lisaks mpl-i Kkatkestusele pole nendel
mutantidel tekkinud spontaansed mutatsioonid ka mujal genoomis, mis vdivad méngida rolli
varasemates eksperimentides mpl-defektsusele omistatud ndhtustes. Seega osutus vajalikuks
konstrueerida uuesti mpl-defektsed P. putida tiived, milles mpl-i geen oleks deleteeritud.
Bakteris P. putida on geen mpl (PP_0547) 1350 aluspaari pikkune, kodeerides 450
aminohappe suurust valku. Valk Mpl koosneb 3 domeenist: N-terminaalne domeen
(aminohapped 2-103), mis seob UDP-NAM-i; valgu keskmine domeen (aminohapped 108—
281), mis seob ATP-d; ning C-terminaalne domeen (aminohapped 311-371), mis seob
tripeptiidi  (on voimeline siduma ka tetra- ja pentapeptiidi) (Winsor jt., 2016;

www.pseudomonas.com).

Meie laboris kasutatakse uuritavate geenide tédielikuks deleteerimiseks rutiinselt
meetodit, mis pohineb deleteeritavat geeni sisaldava regiooni asendamisel homoloogilise
rekombinatsiooni teel regiooniga, mis koosneb antud geenile eelnevast ja jargnevast alast
(Martinez-Garcia ja de Lorenzo, 2011). Kahjuks ei onnestunud meil antud meetodil mpl-i
taisdeletsioontiive konstrueerida. Kiill aga Onnestus suitsiidplasmiidi ning homoloogilise
rekombinatsiooni meetodeid kasutades saada 2 tiive, milles mpl-i geen on Kkatkestatud
kanamiitsiini resistentsust (Km') kodeeriva geeniga. Esimesel juhul saadi osalise deletsiooniga
tiivi, milles mpl-i geenist on séilinud vaid ligikaudu 200 aluspaari ning iilejadnud osa geenist
on asendatud Km' geeniga. Selline tiivi on edaspidi tihistatud kui Ampl::Km (Joonis 9). Teise
tiive puhul on mpl-i geeni 396. positsiooni sisestatud Km' geen. Selline tiivi on edaspidi
téhistatud kui mpl::Km.

1350 bp

Wi

ampl::Km

mpl:Km

Joonis 9. Metsiktiive mpl geen ja selle katkestused uurimistdds kasutatud tiivedes. Wt — metsiktiivi, Km" —

kanamiitsiini resistentsusgeen, IR — minitransposooni péordkordusjérjestused.
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Jargnevates katsetes vorreldi saadud tiivesid varem isoleeritud transposoonmutandiga,
kus mpl geeni 719. positsiooni on sisenenud Km" geeni kandev Tn5 baasil konstrueeritud

minitransposoon (edaspidi mpl::Tn5Km).

2.3.2 Spontaansete mutatsioonide teke mpl-defektsete tiivede
eksponentsiaalse faasi rakkudes

Vordlemaks erinevates mpl-defektsetes tiivedes spontaanset mutatsioonisagedust,
kasutati Rif'/rpoB testsiisteemi, millega saab detekteerida antibiootikumile rifampitsiin (Rif)
resistentsuse omandanud mutantide teket. Rif on antibiootikum, mis seondub RNA
poliimeraasi fB-subiihikule, mille tulemusena peatub transkriptsioon pérast 2—3 nukleotiidi
pikkuse RNA siinteesi. Rif-resistentsus (Rif') tekib selliste mutatsioonide tagajirjel RNA
poliimeraasi f-subiihikut kodeerivasse geeni rpoB, mis takistavad Rif seondumist antud
valgule. Kuna erinevaid voimalikke mutatsioone rpoB geenis, mis Rif resistentsuse tekkimist
vdimaldaks, on palju, siis on Rif'/rpoB testsiisteem mutatsioonide detekteerimiseks kiillaltki
tundlik ning peegeldab raku iildist mutatsioonide tekkesagedust (Jatsenko jt., 2010). Kuna Rif
on bakteriotsiidne antibiootikum, siis jddvad seda antibiootikumi sisaldavale soGtmele
viimisel ellu ainult need rakud, kus Rif" mutatsioon on juba tekkinud. Seega vdimaldab antud

testsiisteem tuvastada eelkodige kasvavates rakkudes tekkivaid mutatsioone.

50.00

40.00

30.00 T

20.00

10.00 -

Rif" mutantide sagedus 10° raku kohta

0.00 -
wt mpl::Tn5Km Ampl::Km mpl::Km

Joonis 10. Spontaansete Rif" mutantide tekkimine metsiktiives PaW85 (wt) ja erinevates mpl-defektsetes P.
putida tiivedes. Ampl::Km puhul on toodud 2 sdltumatu katse tulemused, koigi iilejaanud tiivede puhul 5-9
soltumatu katse tulemused, koos 95% usalduspiiridega. Mpl::Tn5Km ning mpl::Km tiivede Rif" mutantide

tekkesagedusi on vorreldud metsiktiive tulemustega, kasutades Studenti T-testi. * tahistab p-véartust <0,001.
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Minu katse tulemused on esitatud joonisel 10. Tulemustest on niha, et kdigis mpl-
defektsetes tiivedes on Rif' spontaansete mutantide tekkesagedus mirgatavalt suurem kui
metsiktiivel, mis kinnitab laboris varasemaid mpl transposoonmutandiga saadud tulemusi.
Léhtudes transposoonmutandi ja mpl::Km tlivede tulemustest, on mutatsioonisagedus
vorreldes metsiktiivega kasvanud isegi kuni 4 korda. Ampl::Km tiive puhul on esitatud
andmed ainult kahe katse kohta ja seetottu ei kaasatud selle tiive andmeid statistilisse
analiiiisi. Ulejdinud tiivede mutatsioonisageduse erinevus metsiktiive mutatsioonisagedusest
on statistiliselt oluline. Samas on oluline markida, et kdikide mpl-defektsete tiivede tulemused

on omavahel vorreldavas vahemikus.

2.3.3 mpl-defektsete bakterite kolooniate suuruse vordlus metsiktiive
kolooniatega

Rif" mutantide tekkesageduse mddtmiseks bakteripopulatsioonis miirati vedelsddtmes

kasvavate rakkude arvukus CFU pohjal. Selleks pipeteeriti tardsodtmele lahjendatud

rakukultuuri tilgad, mis voimaldas inkubeerimise jargselt eristada iiksikkolooniaid.

mpl-defektsete tiivede kolooniad olid iile66 LB tardsdo6tmel inkubeerimise jérel
margatavalt vdiksemad kui metsiktiive kolooniad (Joonis 11). 48 tunni moddudes olid mpl-
defektsete tiivede kolooniad saavutanud 24 tunni vanuse metsiktiive koloonia suuruse. Samuti
oli ndha, et metsiktiivi oli vorreldes uuritud tiivedega kuni kaks korda kdrgema elumusega.

Sama efekt sdilis ka minimaals66tmel (andmeid pole esitatud).

mpl::Tn5Km

Joonis 11. LB tards66tmel kasvanud (metsiktiive) wt ja mpl-defektsete rakkude kolooniate suurus 24 ja 48

tunnise inkubeerimise jérel.
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2.3.4 mpl-defektsete bakteriiivede kasvukiirus vorreldes metsiktiivega
Léhtudes tksikkolooniate suuruse erinevusest metsiktiivel ja mpl-defektsetel
mutantidel sai piistitatud hiipotees, et mpl-defektsus pérsib rakkude kasvukiirust. Hiipoteesi
toetas fakt, et rakkude kasvamiseks peab suurenema ka PG-timbris, kuid mpl-defektsuse tottu
voib uute PG-ahelate siintees voOtta rohkem aega ning energiat, sest koik ahelad tuleb
stinteesida de novo. See omakorda voib limiteerida eksponentsiaalses kasvufaasis bakterite

kasvukiirust.

Bakterite kasvukiiruse modtmiseks jilgiti 9 h jooksul rakukultuuri optilise tiheduse
muutumist (Joonis 12). Kasvukdveralt on aga nidha, et vedelso6tme puhul kasvavad
eksponentsiaalses kasvufaasis mpl-defektsed tiived sama kiirusega kui metsiktiivi. Seda
kinnitavad ka eksponentsiaalsest kasvufaasist arvutatud generatsiooniajad (Tabel 3), mis
varieeruvad usalduspiiride raames. Kiill aga on niha, et tiive mpl::Km rakukultuur ei saavuta
statsionaarses faasis antud tingimustes maksimaalset optilist tihedust sama kiiresti kui

iilejdénud tiivede kultuurid.

10

Kasvukover

e— \\/ T

Ampl::Km
mpl::Tn5Km

Log (OD 580)
=

e mpl::Km

120
150
180
210
240
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300
330
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390
420
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480
510
540

Joonis 12. Metsiktiive (wt) ja mpl-defektsete tiivede rakukultuuride optilised tihedused glc CAA vedels66tmes
temperatuuril 30 °C 9 tunni viltel. Iga tiive puhul on toodud vdhemalt 3 sdltumatu katse kultuuride optilised

tihedused lainepikkusel 580 nm koos 95% usalduspiiridega.

Tabel 3. Metsiktiive (wt) ning mpl-defektsete tiivede generatsiooniaeg minutites, kus rakud on kasvanud glc

CAA vedelso6tmes temperatuuril 30 °C. Sulgudes on esitatud 95% usalduspiirid.

Generatsiooniaeg

71,9
(+/- 2,5)

71,7
(+/-2,2)

69,0
(+/-1,4)

66,6
(+/-2,2)
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2.3.5 mpl-defektsete tiivede bakterite raku kuju ja suurus
Kontrollimaks, kas PG taaskéitluse hdirimine mojutab tiksikute rakkude morfoloogiat
voi suurust, vérviti baktereid DNA-ga seonduvate fluorestseeruvate vérvidega SYTO 9 ja Pl
(propiidiumjodiid). Roheliselt fluorestseeruv SYTO 9 suudab siseneda koikidesse rakkudesse,
punaselt fluoresteeruv PI vaid rakkudesse, mille membraani ldbilaskvus on suurenenud ning
sellised rakud on enamasti surnud. Seega véimaldab fluorestsentsmikroskoopia visuaalselt

hinnata labilaskva membraaniga rakkude osakaalu tervetest rakkudest.

Mikroskoobi all vaadati nii LB kui ka glc CAA tardsootmel ja vedelkultuuris
kasvatatud rakke. Joonisel 13 on esitatud LB tulemused tardsé6tmel kasvatatud rakkudega,
ilejadnud andmeid pole esitatud. Ilmnes, et {ihegi s66tme puhul ei olnud rakkude
morfoloogias ega suuruses mpl-defektsetel tiivedel erinevusi vorreldes metsiktiivega, kuid
preparaate ulatuslikumalt vaadeldes leidus Pl-ga virvunud ning punaselt fluoresteeruvaid
rakke hinnanguliselt rohkem mpl-defektsete tiivede preparaatides kui metsiktiive omas. Selle

pohjal oletasime, et mpl-defektsus vdiks pShjustada rakumembraani kahjustusi.

mpl::Tn5Km

Joonis 13. Metsiktiive ja mpl-defektsete tiivede statsionaarse faasi rakud vérvitud SYTO 9 ja PI-ga ja vaadeldud
epifluorestsents mikroskoobiga. Rakud kasvasid 24 tundi LB tardsootmel. Piltidel on 1000-kordne suurendus,

valge joon tdhistab modtkavas 50 pm.
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2.3.6 mpl-defektsete tiivede rakupopulatsioonide analiiiis
libivoolutsiitomeetriaga
Lébivoolutsiitomeetria vdoimaldab mé&drata elusate, surnute ning ldbilaskva
membraaniga rakkude hulka kogu rakupopulatsioonis. Kahjustatud membraaniga rakkude
osakaalu médramiseks erinevate tiivede rakupopulatsioonides vérviti iile6d vedelsdotmes
kultiveeritud rakke jallegi SYTO 9 ja PI lahusega ning rakusorter voimaldas moota iga tiksiku
raku fluorestsentssignaali. Rakkude populatsioonid defineeriti sarnaselt varem publitseeritud

andmetele (Putrins jt., 2010).

Tulemused on esitatud joonisel 14. Selgus, et kdigi mpl-defektsete tiivede puhul on
margatavalt suurenenud nii surnud rakkude kui ka ldbilaskva membraaniga rakkude osakaal,
kinnitades mikroskoopimise jargselt seatud hiipoteesi, et mpl-defektsuse puhul on

rakukultuuris rohkem ldbilaskva membraaniga ja surnud rakke.

100 % Surnud rakud 100 % Labilaskva membraaniga rakud
80 80
60 60
40 20
20 20
0 : ﬁ . ﬁ . ﬁ_ 0 _4*_'_- - i:

wt mpl::Tn5Km Ampl::Km  mpl::Km

mpl::Tn5Km  Ampl: Km mpl::Km

1mm

Kahjustamata mebraaniga rakud

100 %

50 | . .
60
40
20
0 : : :

wt mpl::Tn5Km Ampl::Km  mpl::Km

2-458-616/23-H

2-458-530/30-A fom

Joonis 14. Liabivoolutsiitomeetrial mdddetud erinevate rakupopulatsioonide osakaalud kogu populatsioonist.
Vilja on toodud vdhemalt 3 katse keskmised vidrtused 95% usalduspiiridega. Rakud kasvasid glc CAA
vedelsootmes. 100% peegeldab koiki rakusorteri abil detekteeritud siindmusi. Viimasel joonisel on ndidatud
rakusorteriga detekteeritud siindmused graafikul, mille x-teljel on PI ning y-teljel SYTO 9 fluorestsentsi

signaalitugevus. Virvid rakusorteri joonisel vastavad virvidele rakupopulatsioonide graafikutel.
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2.3.7 mpl-defektsete tiivede tundlikkus peptidogliikaani mdjutavatele
antibiootikumidele
PG ja selle silintees on levinud sihtmérgid antibiootikumidele, mis jéllegi tdestab PG
olulisust raku jaoks. Koik B-laktaamsed antibiootikumid takistavad PBP-del ristsidemete
loomist PG siinteesi viimases etapis. Samuti mojutab PG siinteesi antibiootikum fosfomiitsiin,
mis inhibeerib MurA-lI PG-prekursori UDP-NAG-enoolpiiruvaadi siinteesi (Joonis 3B). Kuigi
Mpl ei kataliitisi otseselt kumbagi reaktsiooni, on kirjanduses niidatud, et defektse PG
taaskaitlusrajaga bakteritel on suurenenud tundlikkus antud antibiootikumidele (Borisova jt.,
2014, Fisher ja Mobashery, 2014). Sellest ldhtuvalt otsustasime uurida, kas mpl-defektsel
peptiidahela taaskasutusrajal on moju bakteri P. putida tundlikkusele antud antibiootikumide
suhtes.

Muutunud tundlikkuse detekteerimiseks maéérati antibiootikumide minimaalne
inhibeeriv kontsentratsioon ehk MIC. Tundlikkust testiti fosfomiitsiini ja [p-laktaamse
antibiootikumi bensiiiilpenitsilliini suhtes. Tulemustest (Joonis 15) selgus, et fosfomiitsiini
puhul oli MIC véirtus (1000 pg/ml) mpl-defektsetel tiivedel vorreldav metsiktiivega. Samas
bensiiiilpenitsilliini suhtes oli metsiktiiiibi puhul MIC véaartus 500 ug/ml, kuid mpl-defektsed
tiived olid tundlikud juba kontsentratsioonile 250 pg/ml. Seega suurendab mpl-defektsus P.

putida rakkude tundlikkust vihemalt osade B-laktaam-tiitipi antibiootikumide suhtes.
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Joonis 15. Rakukultuuride tihedused pérast tile66 kultiveerimist temperatuuril 30 °C glc CAA s66tmes erineva
kontsentratsiooniga antibiootikumide juuresolekul. Fosfomiitsiini puhul on toodud iihe katse, bensiiilpenitsilliini

puhul kolme katse tulemused.
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2.4 Arutelu

Peptidogliikaani taaskiitlus ei ole laboritingimustes bakterile eluks vajalik protsess,
mida nditab see, et taaskditluse votmeensiiimi AmpG puudumisel suudavad bakterid siiski
ellu jadda (Park ja Uehara, 2008). E. coli-s on vdimalik mpl geen téielikult deleteerida ning
mpl-i transposoonmutantide olemasolu P. putida puhul néitab, et Mpl ei ole bakterile elutdhtis
valk (Tagel jt., 2016). Saadud tulemused ei ole iillatavad, sest Mpl-i puhul ei ole teada, et sel
oleks lisaks peptiidahela taaskiitlusele veel mingeid teisi funktsioone (Hervé jt., 2007).
Sellest tulenevalt oli ootamatu, et P. putida-s mpl geeni suhtes tédisdeletsioontiive
konstrueerida ei Onnestunud, kuigi katkestusmutandi ja osalise deletsiooniga tlivede
konstrueerimine oli vdimalik. Seega vOib mingi osa P. putida mpl geeni alast téita ka Mpl
valgust soltumatuid funktsioone. Niiteks vOib seal paikneda moni rakule elulise tdhtsusega
regulatoorset RNA-d kodeeriv jarjestus vdi moni teise ldheduses paikneva geeni regulatoorne
ala. Pseudomonas-e perekonnas on mpl-i sisaldav operon konserveerunud, sisaldades veel
transkriptsiooni  regulaatori geeni (P. putida puhul PP_0546), aromaatse happe
dekarboksiilaasi geeni (ubiD) ning tihte geeni (PP_0548), mis kodeerib valku, mille
funktsioon ei ole teada. P. aeruginosa puhul on néidatud, et lisaks mpl-le on selles operonis
paikeva transkriptsiooni regulaatori ja hiipoteetilise valgu geene samuti voimalik transposooni
insertsiooniga katkestada, kuid mpl-i operonis paikev aromaatse happe dekarboksiilaasi geen
on bakterile elutdhtis (Kopec jt., 2011, Winsor jt., 2016). Kuna tegemist on Pseudomonas-e
perekonnas konserveerunud operoniga, siis voib arvata, et ka P. putida-s on sama operoni
poolt kodeeritud aromaatse happe dekarboksiilaas bakterile eluks vajalik. Kuna antud geen
paikneb mpl-st allavoolu, siis voib selle geeni regulatoorne piirkond paikneda mpl-i geeni
10pus, mistdttu ei olegi vdimalik mpl-i geeni tdielikult deleteerida. E. coli-s, kus mpl-i geeni
on voimalik tdielikult deleteerida, ei ole mpl operon sarnaselt konserveerunud

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/948752).

Minu tulemused kinnitavad varasemaid transposoonmutandiga saadud tulemusi, et
Mpl-i  puudumisel touseb P. putida rakkudes mutatsioonisagedus (Joonis 10).
Mutatsioonisageduse suurenemise pdhjus Mpl-i puudumisel on hetkel teadmata. Mpl on
mureiini-peptiidi ligaas. Vo&imalik, et Mpl puudumisel kuhjuvad tsiitoplasmas tema
substraadid. Kuna iiks substraatidest — UDP-NAM — on ka PG biosiinteesiraja vaheithend
(Joonis 3), siis voib oletada, et kuhjub peamiselt tripeptiid, mida voidakse kiill lagundada
edasi iiksikuteks aminohapeteks peptidaasi MpaA abil. Samas on E. coli Mpl-mutandi
tsiitoplasmas tripeptiidi hulk siiski iile 10 korra suurem kui metsiktiives ning seega ei suuda

viahemalt E. coli-s MpaA hoida é&ra tripeptiidi kuhjumist (Mengin-Lecreulx jt., 1996).
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Voimalik, et tripeptiidi mérkimisvddrne kuhjumine rakus viib tasakaalust vidlja raku
normaalse metabolismi, mis omakorda vdib héirida mutatsioone korvaldavaid protsesse voi
suurendada vastuvotlikkust erinevatele mutageenidele. See selgitaks mutatsioonisageduse

tousmist uvuritud tiivedes.

Oma katsetes ndgin ka seda, et tardsootmel kasvavad Mpl-mutantide kolooniad
metsiktiivega vorreldes aeglasemalt (Joonis 11), kuigi vedelkultuuris Mpl-mutantide ja
metsiktiive kasvukiiruse vahel olulisi erinevusi ei esinenud (Joonis 12; Tabel 3). Samas
arvutati vedekultuuris generatsiooniajad rakukultuuri optilise tiheduse pdhjal, mis ei erista
elusaid ja surnud rakke ning Mpl-mutantide elumus oli monedes teistes katsetes vorreldes
metsiktiive elumusega vihenenud (Joonis 14). Kuigi koloonia suurus ei pruugi soltuda ainult
bakterite kasvukiirusest, on voimalik, et aeglast kasvu tardsootmel voivad jéllegi pohjustada
tripeptiidi kuhjumisest tingitud hdired bakteri metabolismis. Seda, kas tripeptiidid tdesti
kuhjuvad, peaks nditama edaspidistes katsetes.

Varem on ndidatud, et PG taaskditluse ensiiiimidel vOib olla mdju ka iiksikraku
morfoloogiale. Naiteks E. coli-s on LdcA puudumisel voi Mpl-i tileekspressioonil tiksikrakud
suurenenud 1abimoddduga (Mengin-Lecreulx jt., 1996, Templin jt., 1999). Mikroskoobi all
P. putida mpl-defektseid rakke vaadeldes (Joonis 13) ilmnes, et Mpl-i puudumine
tiksikrakkude morfoloogiat ega suurust ei mdjutanud. Siiski oli samades tingimustes kasvanud

Mpl-mutantide kultuurides rohkem kahjustatud membraaniga rakke kui metsiktiives.

Energia ning ressursside kokkuhoid pole PG taaskiitluse ainuke eesmérk. On
nédidatud, et tsiitoplasmas esinevate taaskéitluse vaheproduktide kaudu saab rakk iilevaate oma
PG struktuursest seisundist. On voimalik, et taaskiitluse blokeerimisel ei tunneta rakk enam
vigu PG-s. Selle tagajérjel voib viheneda PG mehaaniline tugevus, mis omakorda kahjustab
ka sisemembraani, mis ei suuda defektse PG-ga enam osmootset rohku taluda (Park, 1995).
See seletaks minu katsetes labivoolutsiitomeetrial néhtud efekti (Joonis 14), kus
Mpl-mutantide rakupopulatsioonis oli vOrreldes metsiktiivega rohkem lébilaskva
membraaniga ning surnud rakke. Kuna bakteri sisesmembraanis paikneb bakteri hingamisahel,
siis voib selle t66 Mpl-mutandis membraani kahjustuste tottu olla hédiritud. Selle tagajirjel
voib suureneda reaktiivsete hapnikuradikaalide, ROS-ide (ingl k — reactive oxygen species)
hulk rakus. Hapnikuradikaalid vdivad aga kergesti reageerida nii otse DNA kui ka valkudega,
mis  Mpl-mutandi puhul seletaks nii vdhenenud elumust kui ka suurenenud

mutatsioonisagedust (Cabiscol jt., 2010).

Samuti on ndidatud, et PG taaskiitluse vahelihendid mingivad olulist rolli

B-laktamaasi indutseerimisel. B-laktamaas on ensiiiim, mis katkestab p-laktaam tsiikli
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B-laktaamsetes antibiootikumides, muutes bakterid selliste antibiootikumide suhtes
resistentseks (Jacobs jt., 1994). Minu katse tulemustest on ndha (Joonis 15), et Mpl-mutantsed
P. putida tiived on p-laktaamsele antibiootikumile bensiiiilpenitsilliin tundlikumad kui
metsiktiivi, mis viitab sellele, et Mpl voi tripeptiid voib olla seotud [-laktamaasi
indutseerimisega. Suurenenud tundlikkust B-laktaamsetele antibiootikumidele Mpl-mutandis
on ndidatud ka niaiteks Acinetobacter baylyi puhul (Chakravorty jt., 2008). E. coli Mpl-
mutantide puhul ei ole tundlikkus B-laktaamsetele antibiootikumidele suurenenud, mis on
ootusparane, sest E. coli-s puudub valk AmpR, mille kaudu taaskditluse vaheiihendid
bakerites P. putida ja A. baylyi B-laktamaasi indutseerivad (Jacobs jt., 1994). Variatsioonid f3-
laktamaasi indutseerimises vdimaldavad t6otada vilja liigispetsiifilisi antibiootikumide moju

voimendavaid keemilisi iihendeid, mille sihtmérgiks oleksid PG taaskiitluse ensiitimid.
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Kokkuvote

Peptidogliikaani taaskditlus voimaldab bakteril sddsta nii ressursse kui ka energiat, mis
vOib piiratud toitainetega keskkonnas bakteri jaoks elulise tdhtsusega olla. Nii on niiteks
soolestikus elutsevatel bakteritel sageli tdielik komplekt PG taaskiitluse ensiiiime, mis
toitainete otsa 10ppemisel voimaldavad bakteritel 16petada jagunemistsiikli ning siseneda
statsionaarsesse faasi. Kuna peptidogliikaan moodustab vaid vidikese osa GN bakteri massist,
siis vOiks eeldada, et toitaineterikkas keskkonnas elava bakteri jaoks on PG taaskiitlus
kiillaltki ebavajalik protsess. On aga ndidatud, et PG taaskiitluse rajal on veel alternatiivsed
funktsioonid, nditeks vOimaldab see rakul tunnetada oma PG seisundist ning avastada
voimalikke héireid PG struktuuris. Kuna GN bakterites on PG reeglina vaid iihekihiline, siis
on selge, et juba viikesed puudujddgid PG terviklikkuses vdivad viia rakkude liilisumiseni.
Samuti on ndidatud, et osades bakteriliikides indutseerivad PG taaskéitluse vaheiihendid
B-laktamaasi tootmist, mis muudab bakterid p-laktaamsete antibiootikumide suhtes

resistentseks.

Meie laboris selgus, et PG taaskditluse ensiitimi kodeeriva geeni mpl suhtes defektses
P. putida PaW85 bakteris on suurenenud mutatsioonisagedus, millest ldhtuvalt otsustati ka
uurida, kuidas mpl-geeni katkestamine mojutab P. putida fenotiiiipi ning piiiiti kirjeldada

seost mutatsioonisagedusega.
Kéesoleva t66 kdigus dnnestus néidata, et:

= Mpl valk ei ole bakteris P. putida elutihtis;

= minu konstrueeritud Mpl-mutantidel oli sarnaselt varasemalt uuritud
transposoonmutandiga  tdusnud  mutatsioonisagedus  eksponentsiaalses
kasvufaasis;

= mpl-defektsete tiivede kolooniad on mirgatavalt viaiksemad kui metsiktiive
kolooniad;

= Mpl-mutantide kasvukiirus vedelkultuuris ei erine metsiktiive kasvukiirusest;

= mpl-defektsus ei mojuta raku Kuju ja suurust;

= mpl-defektsus suurendab rakupopulatsioonis kahjustatud membraaniga ja
surnud rakkude hulka;

= mpl-defektsus suurendab rakkude tundlikkust bensiiiilpenitsilliinile, kuid ei

mojuta tundlikkust fosfomiitsiinile.

38



The love for tripeptides: mpl and its effect on the phenotype of Pseudomonas putida

Karl Jiirgenstein

Summary

Ever-changing living conditions greatly affect a bacterial cell. Changes in the
concentration of nutrients found in the environment of a growing bacterium can cause an
increase of osmotic pressure within the cell. In order to withstand this pressure, the fragile
bacterial cell membrane is supported by peptidoglycan, a polymer completely encasing the
cell membrane and acting as a supporting element. However, constant alterations in
peptidoglycan are necessary, in order to allow cells to grow and divide. This is accomplished
by an intricate mechanism of synthesizing and attaching new material to the existing
peptidoglycan, while simultaneously degrading some of the old peptidoglycan. This would
result in a significant loss of resources. However, a pathway to reutilize the degradation
products has been described. It has been shown that this peptidoglycan recycling pathway,
although nonessential in laboratory conditions, has functions beyond the simple energy-
efficient reutilization of degraded molecules, including providing cell with an overview of the

state of peptidoglycan and inducing B-lactamase.

Mpl is an enzyme that joins the de novo synthesis and recycling of peptidoglycan.

Although nonessential, P. putida cells lacking Mpl have been proven to:

= have an increased mutation rate in exponential growth phase compared to
wild-type;

= form smaller colonies on solid medium than wild-type;

= have comparable growth rate in liquid medium to wild-type;

= do not differ from wild-type cells in shape and size;

= have an increased proportion of dead and permeable cells in their population in
comparison to wild-type;

= be more susceptible to benzylpenicillin than wild-type, whereas Mpl-

deficiency has no effect on susceptibility to fosfomycin.
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Tanusonad

Sooviksin tdnada oma esimest juhendajat Kairit, kes Opetas mulle pooled minu
laborioskused ning Marit, kes Opetas mulle iilejdédnud pooled ning kelle tagant utsitamise,
juhenduse ja toetuseta ei oleks t60 kirjutamine olnud nii nauditav. Soovin tdnada veel Maiat
vaga pohjaliku tagasiside eest, mida ei tulnud kunagi kaua oodata, aga voimaldas mul pidevalt
areneda. Suur tdnu ka kdigile laborikaaslastele, kelle tottu ei olnud pikad padevad laboris

kunagi igavad.
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