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Fluorestsentsil pdhineva antibiootikumi bioreporteri testimine bakteris Escherichia coli

Antibiootikumide toimet bakteritele uuritakse tavaliselt kdrgetel antibiootikumi
kontsentratsioonidel, mis po6hjustab bakterite kasvu peatumise vd&i suremise. Kahel
fluorestseeruval valgul pdhinev reportersiisteem kasutab modifitseeritud trp liiderjérjestust
ning vOimaldab uurida bakterirakkude vastust translatsiooni inhibeerivate antibiootiliste
uhenditele subinhibitoorsete kontsentratsioonide korral. Ma katsetasin seda bioreporterit
uropatogeensetes Escherichia coli rakkudes, kasutades kahe fluorestseeruva valgu suhet
signaalina. Nende valkude kdrge suhe viitab ribosoomi peatumisele antibiootikumi toimel.
Reporterststeem tootab, kuid ainult tldpopulatsiooni tasemel. Samas labivoolutsiitomeetria
analliis nditas, et on olemas ka suur bakterite alapopulatsioon, mis ekspresseerib vastavaid

valke vaga madalal tasemel ka tingimustes, kus antibiootikumi pole lisatud.

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia
Marksonad: antibiootikum, fluorestentsus, atenuatsioon, UPEC

Testing a fluorescence based antibiotic bioreporter in Escherichia coli

The effects of antibiotics on bacteria are normally studied at high concentrations of antibiotic
compunds, which leads to an arrest of bacterial cell growth or bacterial cell death. A reporter
system based on two fluorescent proteins and a modified trp leader sequence is able to screen
for translation inhibiting antibiotics, producing a signal when subinhibitory concentrations of
the compound is used. | tested this bioreporter in uropathogenic Escherichia coli cells, using
the fluorescence ratio of two fluorescent proteins as a signal for the reporter system. A high
ratio of those two fluorescent proteins indicates the stalling of the bacterial ribosome. | found
that the reporter system works, albeit on a general population level, as flow cytometry
analysis showed that there is a large subpopulation of bacterial cells that express the

fluorescent proteins at a very low level.

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycoology
Keywords: antibiotic, fluorescence, attenuation, UPEC
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Kasutatud lithendid

Cam- klooramfenikool

CER- tsuaansiniselt fluorestseeruv Cerulean valk (ingl cyan fluorescent protein)

DMSO- dimetttlsolfoksiid

Ery- erltromatsiin

FACS- labivoolutsiitomeetria

g- suhteline tsentrifugaaljoud

LB- lysogeny broth, bakterite kasvatamiseks toitainerikas so6de Glc- glikoos

MBC- minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (ingl minimal bactericidal concentration)
MIC- minimaalne inhibitoorne kontsentratsioon (ingl minimal inhibitory concentration)
MOPS- 3-(N-morpholiin)-propaansulfoonhape; bakterisédde

ODggo- optiline tihedus lainepikkuse 600 nm juures

PBS- fosfaatpuhver (ingl phosphate buffered saline)

RFP- punane fluorestseeruv valk (ingl red fluorescent protein)

SOB- bakterisddde (ingl super optimal broth)

SOC- SOB baasil valmistatud bakterisodde lisatud gliikoosi ja magneesiumsulfaadiga (ingl
super optimal broth with catabolite repressor)

Trp- triiptofaan



Sissejuhatus

Uks enimtuntuid antibiootikumide maérklaudu on bakteriaalne ribosoom. Ribosoom on
rakkudes tsentraalne valgusiinteesi aparaat, ribosoomi t60d takistades inhibeeritakse
efektiivselt valguslnteesi. Antibiootikumid, mille marklauaks on bakterite ribosoom, on
tuntud kui translatsiooni inhibiitorid. Nende hulka kuuluvad néiteks makroliidid,

aminoglukosiidid ja klooramfenikool.

Osterman et al. 2011 artiklis on kirjeldatud bioreporterit uute translatsiooni inhibiitorite
leidmiseks. Reportersiisteem pdhineb atenuatsioonimehhanismil, kasutades signaali
tekitamiseks kahte fluorestseeruvat valku ja modifitseeritud trp operoni liiderjarjestust. Meie
kasutasime seda reportersiisteemi selleks et uurida bakterite vastust kahele tuntud

valgusinteesi inhibeerivatele antibiootikumile — kloramfenikoolile ja erlitromditsiinile.

Me teostasime rida katseid, kus modtsime kahe fluorestseeruva valgu- CER ja RFP- taset
uropatogeenses Escherichia coli rakkudes. Nende pdhjal arvutasime CER/RFP fluorestsentsi
suhte, mis on otsene signaal nditamaks, et translatsiooni inhibiitor on sisenenud bakterirakku
ja mojub valgusiinteesile. Katsetasime reportersiisteemi to6tamist nii tldpopulatsiooni tasemel

kui ka tUksikraku tasemel.

Kaesolev t66 on koostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis Tanel Tensoni juhitavas

toogrupis.

Marksonad: antibiootikum, fluorestsentsus, atenuatsioon, UPEC



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Antibiootikumid

Antibiootikumid ehk antibakteriaalsed ained on (hendid, mis madalates kontsentratsioonides
otseselt hadvitavad voi parsivad bakterite elutgevust. Antibiootikume on voimalik mitmeti
jaotada — néiteks struktuuri, toimemehhanismi ja toimespektri alusel. Struktuurselt on
vOimalik eristada naiteks: B-laktaam antibiootikume, mis sisaldavad oma struktuuris -
laktaam tsiklit, tldpesindajaks penitsilliin (Herzberg et al., 1987); makroliide, mis sisaldavad
makroliidtsuklit, tutpesindajaks on erttromutsiin (Retsema et al., 2001); aminoglukosiide,
mis sisaldavad glikosiidsidemetega seotud amineeritud suhkruid, tlupesindajaks
streptomtsiin (Glupczynski et al., 1999).

Toime poolest jagunevad antibiootikumid kaheks — bakteriostaatilised ja bakteriotsiidsed
antibiootikumid (Nemeth et al.,, 2015). Bakteriostaatilised antibiootikumid inhibeerivad
bakterite eluks ja jagunemises vajalikke protsesse. Nende protsesside alla kuuluvad néiteks
bakteriaalne valgusiintees ja DNA replikatsioon. Bakteriotsiidsed antibiootikumid otseselt
tapavad baktereid, inhibeerides néiteks rakukesta stinteesiks vajalikke ensulime ja/voi
protsesse (Finberg et al., 2004). Tasub &ra markida, et tGhe bakteriliigi vastu bakteritsiidsed
antibiootikumid ei pruugi omada sama bakteritsiidset toimet teise bakteriliigi suhtes
(Luidalepp, 2012).

Bakteriostaatilise ja bakteriotsiidse efekti m&&ramiseks on kasulik mainida minimaalset
inhibitoorset ja minimaalset bakteritsiidset kontsentratsiooni. Minimaalne inhibitoorne
kontsentratsioon (MIC) on Uhendi madalaim kontsentratsioon, mis parsib organismi kasvu
margatavalt 18-24 tunnise inkubatsiooni véltel. Minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon
(MBC) on uhendi madalaim kontsentratsioon, mis hévitab 99.9% organismidest 18-24 tunnise
inkubatsiooni valtel. Ma&ramaks, kas antibiootikum on bakteriostaatiline voi-tsiidne, leiab
kasutust MBC/MIC suhe — bakteriotsiidsete Uhendite MBC/MIC suhe on ule 4 (>4),
bakteritsiidsete Uhendite MBC/MIC suhe on umbes 1 kandis (Brauner et al, 2016; Pankey et
al, 2004, Wiegand et al, 2008, Luidalepp, 2012)

Antibiootikume saab veel jagada toimespektri alusel kaheks. Laia toimespektiga

antibiootikumid, nagu naiteks tetratsiikliinid, on efektiivsed nii Gram-positiivsete kui ka
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Gram-negatiivsete bakterite vastu. Kitsa toimespektriga antibiootikumid, naiteks makroliidid,
on efektiivsed kindlate bakteriliikide suhtes (Acar, 1997).

1.1.1 Valgusiinteesi mojutavad antibiootikumid

Antibiootikumid mdjuvad kindale bakteriraku osale vo6i protsessile, mida nimetatakse
antibiootikumi marklauaks. Uks peamistest marklaudadest on bakteriaalne ribosoom, mille

t00d inhibeerides on ka bakteriaalne valgusiintees parsitud.

Valgusiinteesi bakterites teostab ribosoom, mis koosneb kahest subuhikust, 30S ja 50S
sublihik. Valgusiinteesi initsiatsioon algab 30S ja 50S subuhikute seondumisest, millega
moodustub 70S ribosoom, milles on kolm tahtsat saiti, kus toimub pollpeptiidahela
kokkupanek, A-, P- ja E-sait. Initsiatsioonifaas 10peb, kui polupeptiidahela initsiaator-tRNA,
mis on tavaliselt fMet-tRNA, on korrektselt seondunud P-saiti. Initsiatsioonile jargneb
elongatsioon, mille kéigus aminoatsullitud tRNA (aa-tRNA) tuuakse ribosoomi A-saiti
elongatsioonifaktor Tu abil (EF-Tu), aminohapete vahel moodustub peptiidside,
polupeptiidahel translokeeritakse A- ja P-saidist vastavalt P- ja E-saiti, mis vabastab A-saidi,
kuhu tuleb jargmine aa-tRNA. Elongeeruv polipeptiidahel véljub 50S subihikus oleva
valjumistunneli kaudu raku tsiitoplasmasse. Elongatsioon toimub kuni mRNAs tuleb esile
stopp-koodon, mille tunnevad &ra release factor’id RF1 ja RF2, mis hiidroliiisivad peptidiiiil-

tRNA sideme, see protsess on terminatsioon. (Wilson, 2014)

Peale terminatsiooni toimub nn. ,taaskasutamise* staadium, mille kdigus EF-G ja Ribosome
Recycling Factor RRF dissotsieerivad 70S ribosoomi tagasi 30S ja 50S subihikuteks.
(Hirokawa et al., 2006)

1.1.1.1 Klooramfenikool ja eriitromiitsiin

Nii klooramfenikooli kui ka erutromitsiini marklauaks on bakteriaalne ribosoom, pérssides
valgusiinteesi elongatsiooni, kuid kasutades erinevaid meetodeid. Klooramfenikool takistab
peptidudltransferaasi, seondudes A saidile, mille tagajérjel see hairib tRNA tulekut A saiti ja

seega takistab peptiidsideme moodustumist (Sohmen et al., 2009)



ErGtromatsiin  ja teised makroliidid takistavad tekkiva ahela véljumist ribosoomist.
Makroliidid seostuvad ribosomaalse tunneli seintele ja pérsivad ahela elongatsiooni, mis viib
ka peptiditl-tRNA maha langemist mMRNA kdljest (Sohmen et al., 2009)

1.2 RNA-st soltuv geeniekspressiooni regulatsioon

Transkriptsioon on geeniekspressiooni ks kdige reguleeritumaid protsesse, kus regulatsioon
vOib toimuda nii promootori, transkriptsiooni initsiatsiooni kui ka elongatsiooni tasemel.
Kindlate signaalide ja faktorite mdjul on véimalik RNA polumeraasi aeglustada, peatada ning
indutseerida dissotsatsiooni. Viimane on poOhjustatud terminatsioonisignaalide tottu, kui
elongatsioonikompleks on joudnud terminaatorisse. Asjaolu, et terminaatorites toimub DNA-
RNA  polimeraaskompleksi  dissotsatsioon, teeb terminaatorid geeniregulatsiooni
marklaudadeks. Terminatsiooni efektiivsus on moduleeritud valkude, teiste molekulide ja
RNAde poolt, mis mdjutavad neile jargnevate geenide ekspressiooni. Antiterminaatorid
parsivad terminaatorite aktiivsust, suurendades neile jargnevate geenide ekspressioonitaset
(Santangelo ja Artsimovitch, 2011).

Regulatoorsed upstream lugemisraamid (UORF, liider-ORF’id) kontrollivad paljude geenide
ekspressiooni bakterites, arhedes ja eukartiiootides. Downstream geenide aktivatsioon sdltub
uORFi litkumisest 1dbi ribosoomi. uORF’ide translatsioon on ise reguleeritud eksogeensete
faktorite poolt, néiteks metaboliitide olemasolu ja kontsentratsiooni poolt, mis vdimaldab
rakul kohaneda muutuvas elukeskkonnas. uORF’idest soltuv geeniregulatsioon avaldub
peaasjalikult programmeeritud translatsiooni seiskamisena. Uks enim uuritud mudel, mis
kasutab sellist geeniregulatsiooni, on ermC geeni indutseeritav ekspressioon. ermC geen
taidab bakterites antibiootikumivastast rolli, olles makroliidide, sealhulgas erltromutsiini
vastane resistentsusgeen. Geenile eelneb liiderjarjestus ermCL, mis antibiootikumi
puudumisel on konstituiivselt transleeritud, kuid ermC on translatsiooniliselt represseeritud,
kuna selle ribosoomiga seostumise koht (RBS) on mRNA sekundaarstruktuuri tottu
ribosoomile kéttesaadamatu. Subinhibitoorse eritromitsiini kontsentratsiooni korral aga
ribosoom aeglustub liiderjérjestuses, mis voimaldab alternatiivse mRNA struktuuri teket nii,
et geeni ribosoomiga seostumise koht on ribosoomile kattesaadav. See vGimaldab

resistentsusgeeni translatsiooni. (Gupta et al, 2013)



1.2.1 trp operoni regulatsioon

Atenuatsioon on regulatoorne mehhanism, mis lilitab kindlaid operone vastavalt bakteriraku
sisekeskkonnatingimustele kas sisse voi vélja. Operoni véljalilitamine tdhendab operoni poolt
kodeeritud geeniproduktide slinteesi parssimist, sisseltlitamine vdimaldab jalle geeniprodukte
stinteesida. Kui ribosoom jouab mRNAs oleva atenuaatorjarjestuseni, ribosoomi poolt
vahendatud valgusiintees aeglustub (ribosoom jadb seisma) ja sOltuvalt metaboolsetele
tingimustele valgusiintees kas peatub téielikult, 10petades transkriptsiooni vOi laseb

transkriptsioonil edasi jatkuda.

Enimtuntud ndide transkriptsiooni atenuatsioonist on bakterite trp operon. trp operon koosneb
kahest regulatoorsest alast (promooter/operaatorala ja trpL liiderjarjestus, mis sisaldab ka
atenuaatorjarjestust) ning viiest struktuursest geenist (trpEDCBA). trpL regioonis on neli
domééni (domaénid 1-4), mis on keskselt olulised trp operoni attenuatsioonis. Domaan 3
suudab paarduda ja seeldbi tekitada juuksendelastruktuure doméénidega 2 ja 4, aga mitte
korraga (Heinaru, 2012). Domé&énis 1 on atenuatsiooni seisukohast tahtis konserveerunud sait-
Trp-Trp-Arg-Thr-Ser (Zurawski et al., 1978), kusjuures kaks jarjestikust Trp koodonit on

vOtmelise téhtsusega.

Korge triptofaani taseme puhul on rakus palju aminoatsileeritud Trp-tRNA, mistdttu
translatsioon doméén 1-s toimub kiiresti ja ribosoom jéuab seostuda domaén 2-ga enne kui
doméén 3 j6uab seda teha. Doméaan 3 seetdttu on vdimeline ainult doméan 4-ga seostuma, mis
tekitab stabiilse domaan 3-4 juuksendgelastruktuuri. See juuksendelastruktuur on antud mMRNA
terminatoorne konformatsioon, mis tdhendab seda, et transkriptsioon termineeritakse enne kui

RNA polimeraas jouab trp operoni struktuursete geenideni (Heinaru, 2012).

Madala triptofaani taseme puhul on rakus vahe aminoatsileeritud Trp-tRNA, mistdttu
translatsioon pidurdub domé&an 1 kahe Trp koodoni juures, kuna ribosoom jaab Trp-tRNA-d
ootama. Selle pausi tulemusena domé&an 2 ei saa seonduda ribosoomiga, seega domaan 2
seostub domé&é&n 3-ga, tekitades domé&in 2-3 juuksendelastruktuuri. Domdan 2-3
juuksendelastruktuur on antiterminatoorne konformatsioon, mis véimaldab RNA polimeraasil

edasi minna transkriptsiooniga struktuursetesse geenidesse (Heinaru, 2012).

Antiterminatsioon on osa trp operoni regulatsioonist. trp operoni liiderjarjestuse mMRNA

terminatoorse konformatsiooni puhul ei transkribeerita operoni struktuurseid geene. Kui see
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mRNA on aga antiterminatoorses konformatsioonis, toimub transkriptsioon ning seelébi

translatsioon (kujutatud joonisel 1) (Santangelo ja Artsimovitch, 2011).

1 2 ] 4 trpEDCBA
1 ]
MEAIFVLKGWWRTS

Madal triptofaani o ~ .
P Kaorge triptofaani
tase rakus
tase rakus

Ribosoom O

RNA polimeraas
FN) £ FN)

Ribosoom peatub, tekib Irp Ribosoom ei peatu, tekib
antiterminatoorne konformatsioon terminatoorne konformatsioon

Transkriptsioon laheb struktuursetesse

geenidesse Transkriptsioon peatub

Joonis 1. trp operoni regulatsioon atenuatsiooni kaudu. Madala triptofaani taseme
puhul ribosoom jaab seisma, tekib antiterminatoorne konformatsioon ja RNA
polumeraas jatkab transkriptsiooni. Kdrge truptofaani aseme puhul ribosoom ei peatu
tandeemsetes truptofaani koodonites, tekib terminatoorne konformatsioon ja
transkriptsioon peatub. Kohandatud, Santangelo ja Artsimovitch, 2011.

1.2.3 Atenuatsioonil pohinev antibiootikumi bioreporter

Antibiootikumide resistensuse levik on saanud Uheks peamiseks probleemiks meditsiinis, ning
sellega seotult uute antimikroobsete Uhendite otsimine on jarjest tdéhtsam molekuaarse
biotehnoloogia vallas. Sellist Ghendite leidmine on aga keeruline ja kulukas, kui kasutada
kasvu inhibitsiooni uuringuid, kuna testitavat voimaliku antibiootilise toimega Uhendit on vaja
suhteliselt suurtes kogustes ja aktiiviihendi kontsentratsioon vaib olla liialt madal, et avaldada
reaalset mGju organismi kasvule. Seetdttu on vaja bioreporterit, mis suudab identifitseerida
vOimalikke antimikroobseid Uhendeid isegi subinhibitoorsete kontsentratsioonide juures.
(Osterman et al., 2012)

Jargnevalt kirjeldatud bioreporter (joonis 2) kasutab vdimalike antibiootikumide testimisel

atenuatsiooni printsiipi. Reporteris (plasmiid nimetusega pRFPCER-TrpL2Ala) on kaks

fluorestseeruvat valku (RFP ja CER) ning ampitsilliini resistentsus geen (bla geen), kusjuures

CER kodeeriva geeni ees on modifitseeritud trp operoni liiderjarjestus (TrpL), mis kahe
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jarjestikuse Trp koodoni asemel samas positsioonis sisaldavad kahte jarjestikust Ala koodonit,
mis teeb regulatsiooni Trp tasemest sdltumatuks. RFPd kodeeriva geeni ees ei ole sellist
liiderjarjestust, kuna RFP fluorestsents on vajalik hindamaks uldist raku valgusunteesi taset.
Translatsiooni inhibeerivad antibiootilised Uhendid pdhjustavad ribosoomi peatumist
liiderjarjestuse domdan 1 piires, mis simuleerib ribosoomi peatumist madala
aminoatsuleeritud Trp-tRNA taseme korral normaalse trp operoni puhul. Selle pausi tottu
moodustub mRNA sekundaarstruktuuri, mis voimaldab RNA polumeraasil transkriptsiooniga
minna reportersiisteemi jargmisesse geeni, mis kodeerib CER’i. Translatsiooni inhibitsioon
seega pohjustab kdrgema CER/RFP suhte (Osterman et al, 2012).

trpL

PRFPCER- 151 JuTR T , T5-2 AA

TrpL2A

) 1
Xbal Neal Sacl Hindill Sacli Ndel Kpnl

Joonis 2. Skeem kirjeldatud bioreporterist pPRFPCER-TrpL2Ala. RFP kodeeriva geeni
ees on transleerimata jaav region (UTR), CER kodeeriva geeni ees on modifiteeritud
TrpL jarjestus, kus kaks tandeemset Trp koodonit on asendatud kahe tandeemse Ala
koodoniga. Reporterplasmiids on veel ampitsilliini resistentsusgeen bla ja CDF origin.
Kohandatud, Osterman et al., 2012,
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2. Eksperimentaalosa

2.1 T66 eesmargid

T60 eesmérgiks oli katsetada Osterman et al., 2012 artiklis Kirjeldatud fluorestentsusel
pbhineva antibiootikumi bioreporterit. Antud t66s oli bioreporteri eesmargiks leida uusi
translatsiooni inhibeerivaid antibiootikume (Osterman et al., 2012). Meid huvitas aga
vOimalus kasutada reporterit selleks, et hinnata juba teadolevate antibiootikumide mdju
uropatogeense E. coli rakkudele. Kuna on teada, et mitte kdik bakterikultuuri rakud ei pruugi
olla antibiootikumidele thtviisi tundlikud (Brauner et al., 2016), siis huvitas meid bioreporteri
kasutamine nii Uldpopulatsiooni ka tiksikrakkude tasemel. Teema suvitsi uurimiseks pustitati

eesmargiks leida vastus jargnevatele kiisimustele:

1. Kas meid huvitav fluorestsentsusel pdhinev antibiootikumi bioreporter plasmiid pRFPCER-
TrpL2Ala pdhjustab uropatogeenses E. coli tives CFT073 kdrge CER/RFP fluorestsentsuse
suhte, kui reporterplasmiidiga rakud kasvavad keskkonnas, kuhu on lisatud subinhibitoorsetel

kontsentratsioonidel valgusiinteesi inhibeerivaid antibiootikume?

2. Kas antibiootikumi toimel pdhjustatud kdrge CER/RFP suhe avaldub kdigis populatsiooni
rakkudes voi ainult mingis kindlas rakkude alapopulatsioonis?
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Tuved ja plasmiidid

T60s kasutatud tlved ja plasmiidid on kantud tabelisse 1.

Tabel 1. T606s kasutatud tived ja plasmiidid.

Nimetus Iseloomustus Allikas

E. coli tived

CFTO073 Uropatogeenne  tlvi, isoleeritud neerupdletikuga | (Mobley et
patsiendi verest. al., 1990)

CFT-K CFTO073 plasmiidiga pRFPCER Ké&esolev t60

CFT-W CFTO073 plasmiidiga pPRFPCER-TrpL Ké&esolev t60

CFT-WAA CFTO073 plasmiidiga pPRFPCER-TrpL2Ala Kéesolev t60

CFT-BR CFTO073 plasmiidiga pBR322 Ké&esolev t60

Plasmiidid

pRFPCER Plasmiid, mis kodeerib RFP ja CER valke. CER valgu | (Osterman et

ees on transleerimata jaav piirkond. Plasmiidis on bla

geen, mis annab rakule ampitsilliinireistentsuse.

al., 2012)

PRFPCER-TrpL

Plasmiid, mis kodeerib RFP ja CER valke. CER valgu
ees on trp operoni liiderjarjestus trpL muutmata kujul.
Plasmiidis on bla geen, mis annab bakterirakule

ampitsiliiniresistentsuse-

(Osterman et
al., 2012)

pRFPCER-
TrpL2Ala

Plasmiid, mis kodeerib RFP ja CER valke. CER valgu
ees on modifitseeritud trp operoni liiderjérjestus trpL,
sisaldades kahe tandeemse trlptofaanikoodoni asemel
kahte tandeemset alaniini koodonit. Plasmiidis on bla

geen, mis annab bakterirakule ampitsilliiniresistentsuse.

(Osterman et
al., 2012)

pBR322

Plasmiid, mis sisaldab bla ja tet geene, mis annab
bakterirakule nii ampitsilliini- ja

tetratsikliiniresistentsuse.

Sutcliffe,
1979
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2.2.2 S66tmed ja bakterite kasvatamine

T60s kasutatud sdé6tmed ja toimeained on kantud tabelisse 2. K&ik bakteritiived on kasvatatud

temperatuuril 37°.

Tabel 2. T66s kasutatud sodtmed ja toimeained.

Nimetus

Iseloomustus

Tootja

MOPS

Bakterisodde, 3-(N-morfoliin)-propaansulfoonhape

AppliChem

1XMOPS 0.4%Glc

MOPS sd6de, millele on lisatud K,;HPO3;, NH4CI ja
glukoos I6ppkontsentratsiooniga 0.4%.

(Retsept (50ml): 5ml 10xMOPS, 1ml 20% Glc, 5ml
95mM NH,4CI, 0.5ml 132 mM K;HPO3, 38.5ml dH,0)

Kéesolev t00

LB Lennox LB toitainerikas bakterisdétde Difco™
Laboratories
SOB Bakteris6ode Difco™
Laboratories
SOC SOB bakterisotde, millele on lisatud glikoosi | Kéesolev t6o
I6ppkontsentratsioonis 20mM ja MgSO4

I6ppkontsentratsiooniga 10mM.
(Retsept (50ml): 0.5ml 2M Glc, 0.5ml 1M MgSQy,
49ml SOB)

Eritromditsiin

Antibiootikum, kasutatud kdesolevas t60s toimeainena.
Katsetes kasutatud I6ppkontsentratsioonid on 10ug/ml,

20pg/ml, 40ug/mil.

Amresco

Klooramfenikool

Antibiootikum, kasutatud kaesolevas t00s toimeainena.

Katsetes  kasutatud  I6ppkontsentratsioonid  on

0.25pg/ml, 0.5ug/ml, 1pg/mi.

AppliChem

Ampitsilliin

Antibiootikum,  kasutatud  kaesolevas  plasmiidi

selektsiooniks. Koikidel too6s kasutatud tivedel on

ampitsilliini resistentsusgeen.

Sandoz

Truptofaani kontsentratsioonist s6ltuva attenuatsiooni jalgimiseks kasutati IxMOPS 0,4%Glc
vedelsoddet, millele lisati triiptofaani I6ppkontsentratsioonides 1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1
mg/ml. Antibiootikumide kontsentratsioonist séltuva attenuatsiooni jalgimiseks kasutati

1XMOPS 0,4% Glc vedelsoodet, millele lisati kas klooramfenikooli 16ppkontsentratsioonides
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0,25 pg/ml, 05 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 ug/ml, 4 pg/ml voi  erltromitsiini
I6ppkontsentratsoonides 20 ug/mil, 40 ug/mil, 80 ug/mi.

Selleks, et uurida bioreporteri funktsionaalsust kasutatakse E. coli bakteritive CFT073, mis
kannavad plasmiide pRFPCER, pRFPCER-TrpL vdi pRFPCER-TrpL2Ala.

Selleks, et uurida triptofaani voi antibiootikumide mdju vedelsdétmes CER ja RFP
ekspressioonile lisatakse steriilsesse katseklaasi 1,78 ml bakterite sddet, 200 ul toimeainet ja
20 ul DMSO séilituskultuuri rakke. Rakke kasvatatakse ule66 37°C juures loksutil ,,Sanyo
orbital incubator. Jargmisel pdeval vdetakse 1ml proov, mida tsentrifuugitakse 12300g
(13500 RPM) 30 sekundit. Seejarel supernatant eemaldatakse ja rakud suspendeeritakse 1 ml
1XPBS puhvris. Seda korratakse veel tiks kord.

2.2.3 Kompetentsete bakterite valmistamine

Kompetentsete rakkude valmistamiseks kasvatati algkultuuri 3 ml LB vedelsodtmes Uledo.
Jargmisel paeval tehti (le6d kultuurist 100x lahjendus 50 ml SOCi, millel lasti kasvada kuni
ODgqo 0li 0,3-0,5. Rakud pandi jaale ning lasti jahtuda 20 minutit, samuti pandi ks steriilne
tuub j&éle. Peale 20 minutit jahtumist valati kultuur kiilma steriilsesse tuubi. Toimus korduv
tsentrifuugimine 4°C juures, 3000g, 10 minutit. | tsentrifuugimise jarel eemaldati supernatant
ja suspendeeriti 25 ml 10% glitseroolis. 11 tsentrifuugimise jarel eemaldati supernatant ja
suspendeeriti 10 ml 10% glutseroolis. 111 tsentrifuugimise jarel korrati Il tsentrifuugimise jarel
toimuvat etappi. IV tsentrifuugimise jarel eelmadati supernatant ja sademele lisati 400 ul 10%
glutserooli ning jagati 50 pl kaupa Eppendorfi tuubidesse. Saadud kompetentseid rakke

séilitati -80°C juures.

2.2.4 Transformatsioon

50 ul kompetentseid rakke segati kokku 0,5 pl plasmiidiga, mis pipeteeriti edasi
elektroporatsioonikiivettidesse. Elektroportatsioonil kasutati 2mm kiivette, GenePulser Xcell
ja programmi: E. coli, 2mm, 2.5kV. Peale rakkude poreerimist jargnes viivitamatu 1 ml sooja
(37°C) SOCi lisamine rakkudele ning rakud viidi kosuma 37°C juures 1h. Peale kosumist
tsentrifuugiti rakud pdhja, supernatant osaliselt eemaldati (umbes 100 pl j&i alles), rakud

suspendeeriti selles ules ja plaaditi LB Amp 100 pg/ml tassile.
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2.2.5 DMSO sailituskultuuride valmistamine

Uledd vedelso6tmes kasvanud bakterikultuur lahjendatakse 10 ml (100 ml kolvis) LB
s0otmesse nii, et ODggp Oleks ligikaudu 0,05. Rakke kasvatatakse seni kuni ODggo 0n 0.6-0.8
ning seejarel lisatakse DMSOd, kuni selle 16ppsisaldus on 8%. DMSOga kultuur jaotatakse
seejarel 120 ul kaupa tuubidesse. Niiviisi valmistatud kultuuri séilitatakse -80°C. DMSO
lisamine ja kultuuri tuubidesse jaotamine teostatakse jaakastil.

2.2.6 RFP ja CER fluorestsentsi mo6tmine mikrotiiterplaadi lugejal

Fluorestsenti mddtmine teostatakse rakkudega, mis on eelnevalt vedelso6tmes kasvatatud
ning pestud 1xPBS puhvriga (vt. ptk 2.2.2 S66tmed ja bakterite kasvamine). Rakkude
fluorestsentsi mdotmiseks pipeteeritakse 100 pl pestud rakke 96 kannuga mikrotiiterplaadile.
Fluorestsentsi mdddetakse mikrotiiterplaadi lugejga BioTek SynergyMx kasutades tarkvara
Gen5 2.04. Mikrotiiterplaadil asuvatelt proovidelt mdddetakse fluorestsents lainepikkustel
550 nm (20 nm) (ergastus): 595 nm (x20 nm) (emissioon) ja 430 nm (20 nm) (ergastus):
485 nm (x20 nm) (emissioon). Need vaartused on vastavalt RFP ja CER ergastuste ja

emisioonide lainepikkuste maksimumid. Samuti mdddetakse proovide ODggo.

2.2.7 RFP ja CER fluorestsentsi mootmine labivoolutsiitomeetriga

Labivoolutsitomeetria teostatakse rakkudega, mis on eelnevalt vedels66tmes kasvatatud ning
pestud 1XPBS puhvriga (vt. ptk 2.2.2 S66tmed ja bakterite kasvamine). 10ul pestud rakkudele
lisatakse 10 pl 2% formaldehuldi lahust. Segu inkubeeritakse toatemperatuuril 10 minutit
ning hoiustatakse -80°C juures. Voolutsutomeetria viidi 18bi masinaga BD LSRFortessa™,
kasutades tarkvara FACSDiva. Fluorestsentsus mdddeti lainepikkustel 405 nm (ergastus): 525
nm (£25 nm) (emissioon), 561 nm (ergastus): 586 nm (7.5 nm) (emissioon) vastavalt CER ja

RFP jaoks. Andmeid anallitsiti tarkvaraga Flowing Software 2.5.0.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Atenuatsioonil pohineva antibiootikumi bioreporteri testimine CFT073
tives

Kdigepealt, et testida fluorestsentsil pdhineva antibiootikumi bioreporteri todtamist, kasvatati
bakterirakke erinevates tingimustes ja teostati fluorestsentsi md6tmine mikrotiiterplaadil.
Algsetesse E. coli CFT073 kompetentsetesse rakkudesse viidi sisse pPRFPCER, pRFPCER-
TrpL voi pRFPCER-TrpL2Ala plasmiid, nagu on kirjeldatud punktis 2.2.4. Mikrotiiterplaadil

fluorestsentsuse mdGtmine teostati punkti 2.2.6 jargi. Kokku tehti kolm taolist katset.

Esimese katse eesmargiks oli kontrollida plasmiidide t60d, et veenduda, et bakterirakud
ekspresseerivad plasmiidides olevaid fluoreststeeruvaid valke. Kasutatud bakteritivi oli
CFTO073, mis sisaldas plasmiide pRFPCER (Kontroll) pPRFPCER-TrpL (TrpL) ja pRFPCER-
TrpL2Ala (TrpL2Ala). Rakke kasvatati 1XMOPS 0,4% Glc s66tmes ledd. Toimeaineteks
kasutati triptofaani kontsentratsioonidega 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 1 mg/ml, klooramfenikool
kontsentratsioonidega 0,25 ug/ml, 0.5 pg/ml, 1 ug/ml ning dH,O negatiivseks kontrolliks.
Enne rakkude fluorestsentsi mdotmist pesti rakke 1xPBSi puhvris ning 1xPBS enda
fluorestsentsus mdoddeti eraldi. See vaartus lahutati proovide enda fluorestsentsuse

toorvaartustest enne CER/RFP suhte arvutamist.

Esimese katse tulemused on visualiseeritud joonisel 3. Kasutatud toimeained olid triiptofaan
kontsentratsioonidega 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml ja 1 mg/ml ning klooramfenikool
kontsentratsioonidega 0,25 ug/ml, 0,5 pg/ml ja 1 pg/ml. Negatiivseks kontrolliks oli

bakterikultuur, millele millele lisati toimeainete asemel samas mahus vett.

Jooniselt 3 on naha, et gliikoosi sisaldavas minimalsdé6tmes, kuhu polnud lisatud triiptofaani,
on kdige suuremad CER/RFP suhted on bakterirakkudel, mis sisaldavad pRFPCER-TrpL
plasmiidi (TrpL, joonisel punased tulbad). Triptofaani lisamine s66tmele ei avalda olulist
mdju CER/RFP suhtele rakkudes, mis sisaldavad plasmiide pRFPCER vdi pRFPCER-
TrpL2Ala (joonis 3). Kill aga vahendab triiptofaani lisamine CER/RFP suhet pRFPCER-
TrpL plasmiidi sisaldavate bakterirakkudel, mis néitab, et triiptofaani limitatsioonist sdltuvat
CER valku kodeeriva geeni transkriptsiooni ei toimu. Madalaimad CER/RFP suhted on
kontrollplasmiidiga rakkudel (Kontroll, joonisel sinised tulbad), mille vaartused jadvad

vahemikku 1,6 — 3,6, kusjuures rakkudel, mis kasvasid keskonnas, kuhu oli lisatud
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klooramfenikooli, oli CER/RFP suhted madalamad vGrreldes rakkudega, mille
kasvukeskkonnas ei olnud klooramfenikooli. pRFPCER-TrpL2Ala plasmiidi sisaldavate
rakkude CER/RFP suhe jéi klooramfenikooliga keskkonnas vahemikku 3,1 — 3,4, mis annab
pobhjust arvata, et klooramfenikooli kontsentratsioon jai liialt madalaks, et margata véimalikku

suuremat induktsiooniefekti.
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$ 3,000 mTrplL
=
& m TrpL2Ala
[
S
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w
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0,000

H20 Trp0.1  Trp0.25 Trp 1 Cam 0.25 Cam 0.5 Cam1
Toimeained ja kontsentratsioonid (mg/ml- Trp) (ug/ml- Cam)

Joonis 3. Esimese mikrotiiterplaadil fluoreststentsuskatse tulemused. Tulpdiagrammina
on kujutatud CER/RFP suhted. Kontroll tahistab pRFPCER plasmiidiga rake, TrpL
tahistab pRFPCER-TrpL plasmiidiga rakke, TrpL2Ala tdhistab pRFPCER-TrpL2Ala
plasmiidiga rakke. Toimeained on truptofaan (Trp), klooramfenikool (Cam) ning
antibiootikumita kasvanud rakud (H2O). Toimeainete juures olev number tahistab

toimeaine kontsentratsiooni.
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Esimese katse tulemustest ilmnes, et klooramfenikooli kontsentratsioonid ei olnud sobivad,
kuna TrpL2Ala plasmiidiga rakkude CER/RFP suhe oli jddénud umbkaudu samale tasemele
(vahemikus 3,1 — 3,4, kusjuures Trp2Ala Cam 0.5ug/ml CER/RFP suhe oli krgeim). Seetottu
on vaja kdrgemaid antibiootikumi kontsentratsioone. Peale klooramfenikooli otsustati
katsetada ka erutromitsiini mdju reportersiisteemile; samuti huvitas meid s66tme maoju
induktsiooniefektile, seetOttu katsetasime nii artiklis mainitud LB st6det kui ka MOPS

sdodet.

Teine katse hdlmas ka aja mdju kindlaksmaaramist. Originaalartiklis oli lihtsalt mainitud, et
rakke kasvatati Ule66, kuid meid huvitas, kas erinevatel ajamomentidel voetud proovid
erinevad ning kui jah, siis missugusel hetkel vGetud proovid on kdige sobivmad. Proovid
vOeti ajahetkedel 18 h, 21 h ja 24 h.

Teise katse raames moddeti ka CFT073 rakkude autofluorestsentsi. Selleks viidi CFT073
tivesse plamiid pBR322, mis kodeerib valke, mis annavad resistentsuse ampitsilliini ja

tetratstkliini vastu, aga ei kodeeri fluorestseeruvaid valke.

Teise katse tulemused on kujutatud joonisel 4. Korgemate antibiootikumide
kontsentratsioonidega on taheldatav induktsiooniefekt- CER/RFP suhe on suurem Kkui 10.
Samas on hdlpsasti margatav nii sd6tme kui ka aja efekt induktsioonile. Tulemustest ilmneb,
et 18h ajapunktil véetud proovid ilmutavad tGldjuhul suurimat CER/RFP fluorestsentsussuhet;

eriti hasti on see méargatav MOPS s66tmes kasvanud rakkudel.

Sootmel on samuti mdju rakkude CER/RFP fluorestsentsussuhtele. Joonisel 4 on nédha, et
MOPS so6tmes kasvanud rakud fluorestseerusid rohkem kui LB s66tmes kasvanud rakud.
Kohati LB so6tmes kasvanud rakkude fluorestsents oli niivord madal, et PBSi
fluorestsentsuse vaartus lletas seda. See juhtus LB Cam 4 pg/ml mdodtmisel — RFP
fluorestsentsus oli madalam kui samal lainepikkusel mdddetud PBSi fluorestsentsus, mistdttu

suhe tuli negatiivne.

Samamoodi tuleb mainida, et CFT073 ei omanud markimisvéarset autofluorestsentsi theski
ajapunktis. Katses tuli valja, et pBR322 plasmiidi kandvate CFT073 rakkude fluorestsentsi
absoluutvéértused iga toimeainega igas ajapunktis olid piisavalt ldhedased voi isegi

vaiksemad kui vastavalt mdddetud PBS puhver, mis tugevalt viitab sellele, et CFT073 ei oma
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mingit natiivset autofluorestsentsi kasutatud lainepikkustel. Katse tulemused on néha tabelis
3.

40
35

30

25
m MOPS 18

20

15 m MOPS 21

= MOPS 24

10

CER/RFP fluorestsentsuse suhe

H20 Cam 1 Cam 2 Cam 4 Ery 20 Ery 40 Ery 80
Toimeained ja kontsentratsioonid (pug/ml)

20 mL1B18
miB21

mLlB24

CER/RFP fluorestsentsuse suhe

H20 Cam1 Cam 2 Cam4 Ery 20 Ery 40 Ery 80
Toimeained ja kontsentratsioonid (pg/ml)

Joonis 4. Teise katse mikrotiiterplaadil méddetud fluorestsentsi tulemused. Kasutatud
bakteritiivi oli CFT073 plasmiidiga pRFPCER-TrpL2Ala. Ulemisel tulpdiagrammil on
kujutatud CER/RFP fluorestsentsuse suhet bakteritel, mis kasvasid MOPS s@6tmes,
alumisel tulpdiagrammil on kujutatud CER/RFP fluorestsentsuse suhet bakteritel, mis
kasvasid LB s66tmes. Legendis olevad numbrid (18, 21, 24) tahistavad mitu tundi peale
kilvamist proov voeti. Toimeained on klooramfenikool (Cam), ertitromatsiin (Ery) ning
antibiootikumita kasvanud rakud (H2O). Toimeaine juures olev number tahistab

toimeaine kontsentratsiooni.
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Tabel 3. CFT-pBR322 autofluorestsentsikatse tulemused. Vaartustena on valja toodud
proovi fluorestsents lainepikkustel 550 nm (x20 nm) (ergastus): 595 nm (20 nm)
(emissioon) (RFP) ning 430 nm (20 nm) (ergastus): 485 nm (20 nm) (emissioon)
(CER). Toimeained on klooramfenikool (Cam) ja erttromutsiin (Ery), H20 téhistab
antibiootikumita kasvanud rakke. PBS on puhver. Toimeainete juures olevad vaartused

tahistavad toimeaine kontsentratsiooni (pg/ml).

CFT073-pBR322: Toimeained ja kontsentratsioonid (ug/ml) PBS
H20 Cam1l |Cam2 |Cam4 |Ery20 |Ery40 | Ery80
RFP 87 89 104 117 104 89 86 119
CER 2687 2660 2979 2928 2596 2598 2882 3076
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Kolmanda katse mikrotiiterplaadil méddetud tulemused on kujutatud joonisel 5. Kasutatud
toimeained olid dH,O (negatiivne kontroll), klooramfenikool kontsentratsioonidega 1ug/ml,
2ug/ml ja 3ug/ml ning eritromditsiin kontsentratsioonidega 20upg/ml, 40ug/ml ja 80ug/ml.
Kasutatud bakteritivi oli CFT073 plasmiididega pRFPCER (Kontroll) ja pPRFPER-TrpL2Ala
(TrpL2Ala). Reporterplasmiidiga sooritati kolm paralleelset kordust, millest valiti
voolutsitomeetria katse prooviks valja esimene paralleel (TrpL2Ala 1). Bakterirakke
kasvatati 18h.

Jooniselt 5 on naha, et kGrgemad antibiootikumi kontsentratsioonid on tekitanud suurema
CER/RFP suhte. Induktsiooniefekt on suurem erltromitsiiniga kasvanud rakkude puhul —
CER/RFP suhe Ery 80 korral on keskmiselt 25,8, Cam 3 korral on see vaid keskmiselt 10,5.
Keskmiselt kdrgeim CER/RFP suhe klooramfenikooli kontsentratsioonide korral oli Cam 2
juures (13,7). Samas oli ka kontrollplasmiidiga kasvanud rakkudel CER/RFP fluorestsentsi
suhe mojutatud kdrgete antibiootikumi kontsentratsioonide poolt (Tabel 4).

Tabelist 4 on néha vaga hasti antibiootikumi mdju fluorestseeruvate valkude ekspressioonile.
Cam kontsentratsioonil 1 pg/ml ei ole avaldanud eriliselt suur mdju, madaldades nii CER Kui
ka RFP toorvéartusi natuke, vdrreldes tingimustega kus rakud on kasvanud ilma
antibiootikumideta. Suur efekt tekib Cam kontsentratsiooni 2 ja 3 pg/ml korral- RFP stintees
on margatavalt alanenud, samas kui CER siintees on jaanud Usna (vOrreldes veega
ebaproportsionaalselt) korgeks. See néitabki et CER valgu stintees on indutseeritud Kui

rakkude kasvukeskkonnas on klooramfenikooli.

Mikrotiiterplaadil teostatud fluorestsentsi médtmiste pdhjal voib jareldada, et fluorestsentsil
pdhinev antibiootikumi bioreporter pPRFPCER-TrpL2Ala td6tab uropatogeenses E. coli tlives
CFTO073, tekitades kdrge CER/RFP fluorestsentsisuhte erinevate antibiootikumide puhul,

mille marklauaks on bakteriaalne ribosoom.
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Joonis 5. Kolmanda katse mikrotiiterplaadil mdddetud fluorestsentsi tulemused.
Kasutatud bakterittivi oli CFT073 plasmiidiga pPRFPCER-TrpL2Ala. Toimeained on
klooramfenikool (Cam), eritromutsiin (Ery) ning antibiootikumita kasvanud rakud
(H20). Toimeaine juures olev number tahistab toimeaine kontsentratsiooni. Tulpadena
on kujutatud kolme paralleelse korduse keskmised suhted, veajoontena on kujutatud

standardhalbed.
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Tabel 4. Kolmanda katse mikrotiiterplaadil méddetud fluorestsentsi tulemused, mida on

kasutatud voolutsutomeetria tulemuste analtusil. Vaartustena on valja toodud proovi

fluorestsents lainepikkustel 550 nm (x20 nm) (ergastus): 595 nm (x20 nm) (emissioon)
(RFP) ning 430 nm (x20 nm) (ergastus): 485 nm (£20 nm) (emissioon) (CER).

Toimeained on klooramfenikool

(Cam) ja erutromutsiin (Ery),

H20O tahistab

antibiootikumita kasvanud rakke. PBS on puhver. Toimeainete juures olevad vaartused

tahistavad toimeaine kontsentratsiooni (pg/ml).

CFT073 rakkude kasvukeskkonda lisatud toimeained ja kontsentratsoonid

PBS
(ug/ml)
H20 Caml |Cam2 | Cam3 | Ery20 | Ery40 | Ery 80
CER/RFP Kontroll 3,824 | 2,390 | 3,678 | 9,824 | 3,624 | 6,757 | 8,099
suhe TrpL2Ala 1 4,999 | 5,028 | 15,705 | 16,242 | 6,326 | 16,337 | 31,729

CER

Kontroll 20294

15870

7377

1707

18421

10973

11324

1540

TrpL2Ala 1 22743

19832

8746

7225

28616

26716

26271

1459
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2.3.2 Antibiootikumi bioreporteri testimine iiksikraku tasemel

voolutsiitomeetriaga

Voolutsiitomeetria tulemustest ilmnes, et bakterite populatsioon proovis ei ole homogeenne,
nagu eelnevalt arvatud, vaid koikides proovides oli n&ha populatsiooni heterogeensust —
tdpsemalt kdikides proovides oli rakupopulatsioon, mis indutseerisid CER ja RFP valke véga
madalal tasemel, sdltumata toimeaine olemasolust (joonis 6, punasega margitud). Need
madalalt indutseerivad populatsioonid olid ka Usnagi arvukad, moodustades enamikes
proovides 50-70% kdikidest voolutsiitomeetriamasina poolt registreeritud sindmustest. Neid
rakupopulatsioone ei ole arvestatud detailses analulsis, kuna hetkel need toimivad kui
voorvaartused, muutes graafikutel tugevat fluorestsentsi omavaid populatsioone joonistel
raskemini margatavamateks. Edasises analiiiisis mdiste ,,iildpopulatsioon® tdhendab bakterite
populatsiooni, mis ekspresseerisid piisavalt tugevalt CER ja RFP valke, et neid mitte lugeda

vOOrvaartuste hulka.
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Joonis 6. Kontrollrakkude ja reporterplasmiidiga rakkude punktmaatriksid.
Abtsissteljel on RFP fluoreststentsus, ordinaatteljel on CER fluoreststentsus. Punasega
margitud punktid on madalalt indutseerivad rakud, mida ei ole detailses analttsis
arvestatud. Ulemises reas, vasakult alustades: rakud plasmiidiga pRFPCER, kasvanud
antibiootikumita, rakud plasmiidiga = pRFPCER  koos  erdtromditsiiniga,
kontsentratsioonis 40 pg/ml, rakud plasmiidiga pRFPCER koos erutromitsiiniga,
kontsentratsioonis 80 pg/ml. Alumises reas, vasakult alustades: rakud plasmiidiga
pRFPCER-TrpL2Ala, kasvanud antibiootikumita, rakud plasmiidiga pRFPCER-
TrpL2Ala koos erdtromatsiiniga, kontsentratsioonis 40 pg/ml, rakud plasmiidiga
pRFPCER-TrpL2Ala koos erttromutsiiniga, kontsentratsioonis 80 pg/ml.
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CFT073-pRFPCER rakkkudes ei ole CER valku kodeeriv geen modifitseeritud trp
liiderjarjestuse kontrolli all, seega CER valgu taset rakus ei saa indutseerida translatsiooni
inhibeerivate antibiootikumide abil. Voolutsutomeetria tulemused kontrollplasmiidiga
rakkudega Kkinnitavad seda vdidet, kuna CER/RFP suhe vastusena klooramfenikooli

kontsentratsiooni kdrgenedes ei suurene (joonis 7).

expCFT_pRFPCER_HZOfos
expCFT_pRFPCER_Caril fcs
expCFT_pRFPCER_Camz fcs
expCFT_pRFPCER_Cam3fcs

Ratio: Brilliant Violet S10-H/PE-H

Joonis 7. CER/RFP suhete histogramm, pdhineb CFT073-pRFPCER rakupopulatsiooni
analtusil voolutsitomeetriga. Abtsissteljel on CER/RFP valgu suhe skaalal 0-1000,
ordinaatteljel on suhete arv skaalal 10-200. Joonisel on kujutatud rohelisena rakud,
mille mille elukeskkonnas ei ole antibiootilist toimeainet olnud (H20, kontrollrakud),
roosad on rakud, kuhu on toimeaineks lisatud klooramfenikooli kontsentratsiooniga
1pg/ml. Tumeroosa ja punane on vastavalt klooramfenikooli kontsentratsioonid 2pg/ml

ja 3pg/ml.

Kdrvutades mikrotiiterplaadil katse tulemused ja voolutsiitomeetria tulemused tuleb ilmsiks
huvitav asjaolu. CFTO073-pRFPCER rakud, mis kasvasid antibiootikumita (H,0),
klooramfenikooli kontsentratsioonidega 1 upg/ml (Cam 1) ja 2 pug/ml (Cam 2)
fluoreststentsuste suhete keskmised on piisavalt lahedased nii mikrotiiterplaadil kui ka
voolutsitomeetriaga moddtes. Korgemad voolutsitomeetriaga mdddetud fluorestsentsuste
suhted on selgitatavad fluoreseeruvaid valke mitteekspreseerivate rakkude eemaldamisega
analutsist. Aga CFT073-pRFPCER klooramfenikool 3 pg/ml fluorestsentsuste suhete vordlus
annab vastupidise tulemuse, tdpsemalt mikrotiiterplaadi katses saadud fluorestsentside suhe
on kdrgem kui voolutsiitomeetriaga mdddetud suhe (vastavalt 9,83 ja 4,31). See ebakdla on
tingitud mikrotiiterplaadi katses saadud valkude fluorestsentsuste toorvaartuste tottu (tabelis
4. Cam 3 RFP on 125, vastav PBS on 108, Cam 3 CER on 1707, sellele vastav PBS on 1540).
Kuna rakke oli enne fluorestentsi médtmist puhastatud 1xPBSiga, siis oli vajalik mdota ka
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PBSi enda fluorestsentsus ning see lahutada rakkude fluorestsentsusest. Klooramfenikool 3
pug/ml korral aga RFP fluorestsentsuse toorvéartus (125) oli védga lahedane PBSI
fluorestsentsusele (108) ja kuna arvutakse CER/RFP suhet (ehk CER fluorestsentsuse véartus
jagatakse RFP fluorestsentsuse vaartusega; RFP on lugejas), siis madal lugeja véartus tekitab
matemaatilises mdttes suurema suhte. Hetkel aga see suhe véartus on eksitav ja on maistlik
vaadata ja vOrrelda pigem toorvaartusi. Sellest tulenevalt saab jareldada, et klooramfenikooli
kontsentratsiooni suurenedes langeb nii CER kui ka RFP tase rakus lineaarselt, kujutatud
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Joonis 8. Kolmanda katse mikrotiiterplaadil méddetud fluorestsentsi vaartused rakkude
kohta, mis kannavad pRFPCER plasmiidi. Vaartustena on valja toodud proovi
fluorestsents lainepikkustel 550 nm (£20 nm) (ergastus): 595 nm (20 nm) (emissioon)
(Joonisel margitud RFP Kontroll) ning 430 nm (x20 nm) (ergastus): 485 nm (£20 nm)
(emissioon) (joonisel margitud CER Kontroll). Kujutatud on antibiootikumita kasvanud
rakkude (H20) ja klooramfenikooliga kontsentratsoonides 1 pg/ml, 2 pg/ml, 3 pg/mi

kasvanud rakud.

Joonisel 9 on kujutatud CER ja RFP fluorestsentsi suhet CFTO073 tlve rakkudes, mis
ekspresserisid reporterplasmiidi pRFPER-TrpL2Ala. Jooniselt 9 on ndha, et CFTO073-
TrpL2Ala rakkude, mis kasvasid Cam 2 pg/ml juuresolekul (tumeroosa) ja Cam 3 pg/ml
juuresolekul (punane) CER ja RFP valkude fluorestsentsuste suhe on suur, mis viitab sellele,
et antibiootikumi olemasolu keskkonnas on pdhjustanud CER valgu mérgatava ja tugeva
induktsiooni, joonisel 9 piiritletud sinise joonega. Piiritletud alas on 50-53% CFT-pRFPCER-
TrpL2Ala klooramfenikool 2 pg/ml ja klooramfenikool 3 pg/ml juuresolekul kasvanud
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rakkudest. Rakkude keskmine CER/RFP fluoreststentsisuhe on vastavalt CFT-pRFPCER-
TrpL2Ala klooramfenikool 2 pg/ml kasvanud rakkudel 33,86 ja CFT-pRFPCER-TrpL2Ala
klooramfenikool 3 pg/ml kasvanud rakkudel 33,68. Kdrgem suhe tdhendab suuremat CER
valgu induktsioonitaset, kuna CER wvalgu biosintees allub antibiootikumi tekitatud
attenuatsioonile. Kui vdrrelda voolutsitomeetriaga moddetud fluorestsentsusvaartusi
mikrotiiterplaadil fluorestsentsi modtmise katsega saadud tulemustega, tuleb ilmsiks
CER/RFP suhte erinevus. CFT-pRFPCER-TrpL2Ala klooramfenikool 2 pg/ml juuresolekul
kasvanud rakkude Uldpopulatsiooni keskmine CER/RFP suhe tuleb 30,38, kuid
mikrotiiterplaadil fluorestsentsi médtmise katsel on see 15,70 — peaaegu kaks korda madalam.
Analoogselt on CFT-pRFPCER-TrpL2Ala klooramfenikool 3 pg/ml juuresolekul kasvanud
rakkude tldpopulatsiooni keskmine 28,13, kuid mikrotiiterplaadil fluorestsentsi modtmise
katsel on see 16,24. See tugev erinevuste vahe tulenebki asjaolust, et suur osa
bakteripopulatsioonist ei ekspresseeri katses kasutatud fluorestseeruvaid valke vajalikul
tasemel, aga see populatsiooni osa, mis seda teeb, ekspresseerib neid valke piisaval kogusel,

et tOsta terve populatsiooni keskmist.
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Joonis 9. CER/RFP suhete histogramm, pohineb CFT073-pRFPCER-TrpL2Ala
rakupopulatsiooni analttsil voolutstitomeetriga. Abtsissteljel on CER/RFP valgu suhe

skaalal 0-1000, ordinaatteljel on suhete arv skaalal 10-120. Reporterplasmiidiga rakud,
klooramfenikooli kontsentratsioonid. Rohelisena on histogrammil rakud, mille
elukeskkonnas ei ole antibiootilist toimeainet olnud (toimeaine oli H20, kontrollrakud),
roosad on rakud, kuhu on toimeaineks lisatud klooramfenikooli kontsentratsiooniga
1pg/ml. Tumeroosa ja punane on vastavalt rakud, mis on kasvanud sootmes, milles
klooramfenikooli kontsentratsioonid olid 2 pg/ml ja 3pg/ml. Viimased ka kattuvad

histogrammil.

Jooniselt 9 on nédha, et CFT-pRFPCER-TrpL2Ala klooramfenikool 1 pg/ml kasvanud rakkude
ala (heleroosa) kattub osaliselt CFT-pRFPCER-TrpL2Ala antibiootikumita kasvanud rakkude
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alaga (roheline), kuid see populatsioon on palju heterogeensem kui CFT-pRFPCER-TrpL2Ala
antibiootikumita kasvanud rakkude populatsioon; tleuldine keskmine on 8,76, mis on lahedal
ka CFT-pRFPCER-TrpL2Ala antibiootikumita kasvanud rakkude (Uletldise keskmisega
(8,24). Kuna hetkel kontrolltingimuse (H,0) ja toimeaine keskmised on Uksteisega praktiliselt
samasugused, vOib jareldada, et klooramfenikool 1 pg/ml kasvanud rakkudega ei toimu
maérgatavat induktsiooni. Seda kinnitaks ka mikrotiiterplaadil fluorestsentsuse modtmise
tulemused, kus samuti on antibiootikumita kasvanud rakkude ja klooramfenikool 1 pg/ml
kasvanud rakkude keskmised CER/RFP suhted vdga ldhedased (vastavalt 4,999 ja 5,028, tabel
4)

Jargnevalt vaatame milline oli RFP ja CER valkude ekspressioon reporterplasmiidi
sisaldavates rakkudes erttromutsiini juuresolekul. Jooniselt 10 on hasti n&ha, et erttromutsiini
40 pg/ml ja erttromitsiini 80 pg/ml juuresolekul kasvanud rakkudel on suur CER/RFP
fluorestsentsi suhe, kuid erttromdtsiini 40 ug/ml juuresolekul kasvanud rakkudel on kindel
piirkond, mis eristub paremini antud rakkude kogupopulatsioonist. Eritromditsiini 80 pg/ml
kasvanud rakkudel sarnaselt defineeritud piirkonda ei ole, vaid rakud annavad Uhtlaselt
suurenevat fluorestsentsi suhet. Erlitromatsiini 80 pg/ml kasvanud rakkude populatsioon on
induktsiooni suhtes tugevalt heterogeenne (joonis 6). Sellest hoolimata saab ldpopulatsiooni
keskmise pohjal jareldada, et rakud, mis kasvasid erttromditsiini 80 ug/ml keskkonnas on
indutseeritud kdige tugevamalt. Erutromitsiini 80 pg/ml kasvanud rakkude uldine keskmine
CER/RFP fluorestsentsisuhe on 45,78, vordluseks saab tuua eritromatsiini 40 pg/ml
kasvanud rakkude CER/RFP fluorestsentsisuhte keskmise, mis on 29,24 (tabel 5)

expCFT_pRFPCER-TrpL2Ala_H20 fos
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Joonis 10. CER/RFP suhete histogramm, po6hineb CFT073-pRFPCER-TrpL2Ala

rakupopulatsiooni analtusil voolutsitomeetriga. Abtsissteljel on CER/RFP valgu suhe

skaalal 0-1000, ordinaatteljel on suhete arv skaalal 10-120. Reporterplasmiidiga rakud,
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erdtromatsiini  kontsentratsioonid. Joonisel on kujutatud rohelisena rakud, mille
elukeskkonnas ei ole toimeainet olnud (H20, kontrollrakud), helebeeZ on eriitromiitsiin
20 pg/ml rakud, tumebeeZ on eriitromiitsiin 40 pg/ml rakud ja kollane on erttromutsiin

80 pg/ml rakud.

Tabel 5. Voolutsiitomeetriaga mdddetud CER/RFP fluorestsentsi suhe. Tulp nimega
Hdiindmuste arv* vastab nendele siindmustele, millest on mitteindutseerivad
rakupopulatsioonid eemaldatud. "*Populatsiooni keskmine'* vastab joonisel 10 kujutatud
uldpopulatsiooni keskmisele CER/RFP fluorestsentsi suhtele. **Piiritletud ala keskmine'
vastav joonisel 10 kujutatud piiritletud ala aritmeetilist keskmist. Kasutatud on
CFTO073-pRFPCER-TrpL2Ala rakke, mille kasvukeskkonnas ei ole olnud
antibiootikumi (H20), vdi ertutromutsiini (Ery) kontsentratsioonides 20 pg/ml, 40 pg/ml,

80 pg/ml.
Sindmuste Populatsiooni Piiritletud ala keskmine
arv keskmine
CFT-pRFPCER-TrpL2Ala H20 15239 8,24
CFT-pRFPCER-TrpL2Ala Ery 20 12537 11,87 25,51
CFT-pRFPCER-TrpL2Ala Ery 40 8337 29,24 29,17
CFT-pRFPCER-TrpL2Ala Ery 80 2533 45,78 30,19

CER/RFP fluorestsentsi suhe on (snagi sarnane bakterites, mis kasvasid antibiootikumita
keskkonnas ning eritromdtsiin 20 pg/ml  keskkonnas (joonis 10). Mikrotiiterplaadil
fluorestsentsi mdotmise tulemused on antibiootikumita tingimuses (H20) rakkude ja
erdtromdatsiin 20 ug/ml juuresolekul kasvanud rakkude jaoks sarnased voolutsiitomeetria
mdotmistega (tabel 4 ja joonis 10). Kuigi need on sarnased, kdrgem CER/RFP suhe
eratromatsiini tingimuste jaoks annab alust arvata, et isegi madalate subinhibitoorsete
kontsentratsioonide korral toimub antibiootikumi poolt pohjustatud fluorestseeruvate valkude

induktsioon.

Kui vaadata RFP ja CER valkude ekspressioon kontrollplasmiidi sisaldavates rakkudes
erttromdatsiini juuresolekul, siis ndeme ka seal CER/RFP fluorestsentsi suhte muutust (joonis
11). Joonise 11 uldpilt sarnaneb mdlemale CFT-pRFPCER-TrpL2Ala histogrammile
(joonised 9 ja 10)- kontrollrakud ja madalaima toimeaine kontsentratsiooniga to6deldud rakud
on sarnase populatsiooni keskmisega ja kdrgemate toimeaine kontsentratsioonidega té6deldud

rakkudel on kindel piirkond, millest on kdrgema CER/RFP fluorestsentsi suhetega rakud.
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Kuid kontrollplasmiidiga rakud on kdik pRFPCER plasmiidiga, mis ei sisalda atenuaatori
kontrolli all olevat CER kodeerivat geeni, seega histogramm peaks teoreetiliselt pigem
sarnanema CFT-pRFPCER klooramfenikooli kontsentratsioonide histogrammile (joonis 7).

expCFT_pRFPCER_HZOfos
expCFT_pRFPCER_Ery20fcs
expCFT_pRFPCER_Erydnfcs
expCFT_pRFPCER_Eryanfcs

" Ratio: Brilliant Violet S10-H/PE-H
Joonis 11. CER/RFP  suhete histogramm, p&hineb  CFT073-pRFPCER
rakupopulatsiooni analtsil voolutstitomeetriga. Abtsissteljel on CER/RFP valgu suhe
skaalal 0-1000, ordinaatteljel on suhete arv skaalal 10-200. Kontrollrakud,
erdtromatsiini  kontsentratsioonid. Joonisel on kujutatud rohelisena rakud, mille
elukeskkonnas ei ole antibiootikumi olnud, helebeeZ on eriitromiitsiin 20 pg/ml rakud,

tumebeezZ on eriitromiitsiin 40 pg/ml rakud ja kollane on erttromutsiin 80 pg/ml rakud.

Mikrotiiterplaadil m6dtes on antibiootikumita kasvanud rakkude (H.O), ning eritromtsiini
juuresolekul erinevate kontsentratsioonidega kasvanud rakkude (Ery 20 pg/ml, Ery 40 pg/ml
ja Ery 80 pg/ml) CER/RFP fluorestsentside suhete keskmised vastavalt 3,82, 3,64, 6,75 ja
8,10 (tabel 4). Voolutsitomeetriaga m&ddetud fluorestsentsi tulemustega saadud histogrammil
(joonis 11) on vastavad keskmised 6,94, 7,93, 16,15 ja 17,6 (tabel 6). Osaliselt on
voolutsiitomeetria katsete pdhjal saadud keskmised selgitatavad mitteindutseerivate rakkude
eemaldamisega, aga niivord suurt erinevust eriitromatsiin 40 pg/ml ja erttromutsiin 80 pg/ml
kontsentratsioonidel kasvanud rakkudega ei peaks saavutama. Siinkohal oleks mdistlik
kdrvutada ja vorrelda kontrollrakkude ja reporterplasmiidiga rakkude punktmaatrikseid
(joonis 6). Jooniselt 6 on n&ha populatsioonidevaheline erinevus kontrollrakkude ja
reporterplasmiidiga rakkude vahel. Reporterplasmiidiga rakud on nii kdrgema RFP kui ka
CER véértustega, samas kui kontrollrakkudel niivord kdrged need vaartused ei ole. Siit
selgineb, miks CFT-pRFPCER rakud eriitromdtsiin 40 pg/ml ja eritromitsiin 80 pg/ml
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tingimustes ilmutasid sellise induktsiooniefekti — vdga madal RFP tase, millele vastav kdrgem
CER tase tekitab atenuatsioonist sdltumatu induktsiooni efekti. Rakud, mis vastavad joonisel

11 piiritletud alale, paiknevad joonisel 6 punasest alast tleval.

Tabel 6. Voolutsitomeetriaga mdddetud CER/RFP fluorestsentsi suhe. Tulp nimega
Hdiindmuste arv* vastab nendele siindmustele, millest on mitteindutseerivad
rakupopulatsioonid eemaldatud. "*Populatsiooni keskmine' vastab joonisel 11 kujutatud
uldpopulatsiooni keskmisele CER/RFP fluorestsentsi suhtele. *"Piiritletud ala keskmine'
vastav joonisel 11 kujutatud piiritletud ala aritmeetilist keskmist. Kasutatud on
CFTO073-pRFPCER rakke, mille kasvukeskkonnas ei ole olnud antibiootikumi (H20),
vOi erutromutsiini (Ery) kontsentratsioonides 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml.

Slndmuste | Populatsiooni Piiritletud ala keskmine
arv keskmine

CFT-pRFPCER H20 20170 6,94

CFT- pRFPCER Ery 20 15829 7,93 26,91

CFT- pRFPCER Ery 40 10978 16,15 27,13

CFT- pRFPCER Ery 80 13572 17,6 29,22

Tuginedes fluorestsentsi médtmisele nii mikrotiiterplaadil kui ka voolutsitomeetriaga saab
vdita, et Osterman et al., 2012 artiklis kirjeldatud pRFPCER-TrpL2Ala bioreporter to6tab
uropatogeenses E. coli CFT073 tilves. Tulemused dhtisid, kuna subinhibitoorsete
klooramfenikooli ja erUtromitsiini  kontsentratsioonide  korral toimub  margatav
fluorestseeruvate valkude suhte tdus (joonis 5). See induktsiooniefekt on maéargatavam
kdrgemate antibiootikumi kontsentratsioonide korral. Samas kdikides rakkudes ei ole RFP ja
CER ekspressioonitase samavaarne, kuna voolutsutomeetria katsetest ilmnes, et igas proovis
oli populatsioon, mis ekspresseerisid RFP ja CER vaga madalal tasemel, mistbttu saab 6elda,

et bioreporter tootab uldpopulatsiooni tasemel, kuid mitte Gksikraku tasemel (joonis 6).

Kuigi tldpopulatsiooni tasemel analuls néitab, et bioreporter to6tab, tuleb siiski arvestada ka
iiksikraku tasemega. Uldpopulatsioonis on nii vaga korgelt CER ja RFP ekspresseerivaid
rakke, kui ka neid véga madalat ekspresseerivaid rakke (joonis 6). Kuna selgus, et
uldpopulatsioon on heterogeenne, siis on tulevastes katsetes selle bioreporteriga vajalik
tdhelepanu poorata ka Uksikraku tasemele, sest lihtsalt Gldpopulatsiooni tasemel saadud

andmeid ei pruugi anda selget tlevaadet.
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Siiski j&&b kosimus: miks oli kdikides voolutsitomeetria proovides vaga madalalt
fluorestseeruvaid valke ekspresseeriv populatsioon? Kirjandusest on teada, et ddrmiselt korge
rohelise fluorestseeruva valgu (GFP) ekspressioonitase viib GFP kogunemiseni rakus, mis
viib GFPd kodeeriva plasmiidi kadumiseni (Proenca et al., 2003). Midagi sarnast vdis juhtuda
mitteindutseerivate rakkude korral. Eraldiseisva katsena kilvasin rakud LB ampitsilliin
100 pg/ml plaadile tled0; jargneval péeval oli naha kahte erinevat varvi kolooniaid- valgeid ja
kergelt punakaid. Mdolemast kolooniatiitibist tegin edasikilvi, ning jargmisel péeval
edasikilvatud punasest kolooniast tekkisid nii valged kui ka punakad kolooniad, kuid
edasikiilvatud valgest kolooniast tekkisid ainult valged kolooniad. V6ib arvata, et nende
valgete kolooniate koosseisus vdivadki olla need mitteindutseerivad rakud, mis mingil
pdhjusel ei ole vimelised enam ekspresseerima fluorestseeruvaid valke piisavates kogustes.
Fluorestsentsuse alanemine vdib iseenesest viidata plasmiidi kaole (Proenca et al., 2003), aga
selle t66 raames ei ole see tdendoline. V6imalik pdhjendus vdib olla plasmiidis olevate
fluorestseeruvate geenide valjalilitamine mingil viisil. Plasmiid ise ei saa olla kadunud, kuna
bakterite kasvukeskkonnas oli sellel hetkel ampitsilliini ning pRFPCER-TrpL2Ala plasmiidil

on ampitsilliini resistentsust kodeeriv bla geen (vt joonis 2).

pRFPCER plasmiidid pdhineb pCDF Duet-1 vektoril (Osterman et al.,2012), mis on korge
koopiaarvuga plasmiid (20-40 koopiat)

(http://bionumbers.hms.harvard.edu/bionumber.aspx?id=107530"). Kuna plasmiide on palju,
siis Uksikute plasmiidide kadu ei ole bakteritele surmav, kuna ampitsilliini resistentsus ei kao.
Reportersisteemi seisukohalt tuleb probleemiks suur plasmiidne kadu vo6i fluorestseeruvate
valkude mitteekspressioon. Sellisel juhul alaneb RFP tase rakus, muutudes véaga ldhedaseks

1xPBSi taustvaartusega, mis matemaatilisest seisukohast vdib anda vale CER/RFP suhte.

Voolutsiitomeetria ja mikrotiiterplaadil fluoreststntsuse mdatmise katsete tulemustele toetudes
vOib vadita, et reportersusteem ei ole Uksikraku tasemel kasutatav, kuna plasmiididega
rakupopulatsioon on heterogeenne ning iga rakk ei ekspresseeri vorreldavatel tasemetel
fluorestseeruvaid valke. Siiski v0ib olla pRFPCER-TrpL2Ala kasulik tuvastussisteem

vOimalike uute translatsiooni inhibeerivate antibiootiliste ihendite valjatootamiseks.
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3. Kokkuvote

T60 eesmargiks oli katsetada kahe fluorestseeruval valgul (CER ja RFP) pd&hinevat
antibiootikumi bioreporterit pPRFPCER-TrpL2Ala. Selleks teostati fluorestsentsi mdotmised ja
leiti CER/RFP suhted uropatogeensetes E. coli rakkudes, kui need olid kasvanud keskkonnas,

kuhu oli lisatud translatsiooni inhibeerivat antibiootikumi erinevatel kontsentratsioonidel.

CER/RFP suhe mdoddeti mikrotiiterplaadi lugejaga, mis andis tldpopulatsiooni CER ja RFP
fluorestsentsuse taseme, ning labivoolutsiitomeetria masinaga, mis andis informatsiooni CER

ja RFP fluorestsentsi kohta ksikutes rakkudes.

Fluorestsentsi mddtmised mikrotiiterplaadil thtisid varem avaldatud tulemustega (Osterman
et al., 2012), mille pdhjal saab vaita, et bioreporter pRFPCER-TrpL2Ala on efektiivne
detekteerimaks translatsiooni inhibeerivaid antibiootikume subinhibitoorsetel

kontsentratsioonidel.

Saadud andmete analiiisil selgus huvitav asjaolu: nimelt bakteripopulatsioon ei olnud iheselt
homogeenne, nagu eelnevalt oli arvatud. Tuvastati vahemalt kaks bakterite populatsiooni—
vaga vahesel tasemel valke ekspresseeriv populatsioon ning tugeval tasemel valke
ekspresseeriv populatsioon. Nendele tulemustele toetudes vGib vdita, et et reportersiisteem ei

ole Uiksikraku tasemel kasutatav.
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Testing a fluorescence based antibiotic bioreporter in Eschericia coli

Mihkel Mark Schamardin

Summary

A fluorescence based bioreporter system has been developed to screen for potential
translation inhibitors (Osterman et al., 2012). This system is based on bacterial attenuation,
and includes two fluorescent proteins and a modified trp leader sequence that makes the
system independent from tryptophan tRNA. One of the fluorescent proteins is regulated by
this modified trp leader sequence. In this bioreporter, when the ribosome stalls in the
modified trp operon leader sequence, transcription proceeds into the gene of a fluorescent
protein. The second fluorescent protein does not have special regulatory mechanisms

regulating its expression.

Since translation inhibitors target the bacterial ribosome, it effectively keeps the production of
the attenuation-regulated fluorescent protein high while inhibiting the expression level of the
second fluorescent protein. Presence of translation inhibitors in bacteria growth medium will
produce a high ratio of attenuation-regulated fluorescent protein to nonregulated fluorescent
protein. This system works with antibiotic concentrations low enough not to inhibit bacterial

cell growth.

It was found that the described reporter system works in uropathogenic Escherichia coli strain
CFTO073, producing a large ratio of Cerulean protein (CER) to red fluorescent protein (RFP)
in response to translation inhibiting antibiotics. However, it is important to note that the
bacterial population is not homogenous with regard to fluorescnece ratio between CER and
RFP, instead there is a subpopulation of cells that express both proteins minimally and a
population that expresses these two proteins in a very high amount. Therefore, we can

conclude that the pRFPCER-TrpL2Ala bioreporter is not suitable for single cell studies.
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