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Infoleht

Pseudomonas putida geenide pfeR-ll ja gacS promootorite asukoht ja voimalik regulatsioon

ekskludoniga

P. putida on laialdase levikuga bakter, mis muuhulgas koloniseerib risosfdaari ning millel on
kirjeldatud taimekasvu soodustavat moju. Biofilmi moodustumisel on taimejuurte
koloniseerimises on oluline roll. GacS-GacA on kahekomponendiline slisteem, mille aktivatsioon
soodustab biofilmi teket. PfeR-Il valgu funktsioon ei ole teada, kuid vdib olla seotud raua
omastamisega. Antud t00 kaigus tuvastati P. putida geenide gacS ja pfeR-Il promootorid ning
uuriti antud promootorite séltuvust alternatiivsest sigma faktorist RpoS ja globaalse

regulaatorvalgu Fis mdju. Lisaks hinnati erinevate faktorite mdju geeni pfeR-Il transkriptsioonile.

Marksonad: Pseudomonas putida KT2440, GacS-GacA signaalisiisteem, PfeR-ll, promootor,
ekskludon CERCS kood ja nimetus: B220 — geneetika, tsttogeneetika, B230 — mikrobioloogia,

bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Identification of the gacS and pfeR-Il promoters in Pseudomonas putida and possible regulation

of gene expression by excludon

P. putida is a plant growth-promoting bacteria. The efficiency of biocontrol is linked to successful
root colonization, in which the ability to form biofilms plays an important role. Two- component
system GacS-GacA positively regulates biofilm formation. The function of PfeR-Il is not known.
However, it could be involved in iron acquisition. This study has identified promoters for genes
gacS and pfeR-ll. Furthermore, the study also explored, the impact of global transcription
regulator Fis and alternative sigma-factor RpoS on pfeR-Il transcription. In addition, the impact of

a variety of factors on pfeR-/l transcription was assessed.

Keywords: Pseudomonas putida KT2440, GacS-GacA two-component signal transduction system,
PfeR-Il, promoter, excludon CERCS code and designation: B220 — genetics, cytogenetics, B230 —
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Sissejuhatus

Mikroorganismidel risosfaaris voib olla méju taimede kasvule. P. putida on gramnegatiivne
mullabakter, mis koloniseerib taimejuuri ja millel on kirjeldatud taimekasvu soodustavat véimet.
Edukas kolonisatsioonis mangib rolli biofilmi moodustamine, mis aitab taimejuurtele pisida jadda
ning pakub kaitset keskkonnatingimuste eest. Uks biofilmi geenide regulaatoreid on
kahekomponendiline siisteem (KKS) GacS-GacA, mis inhibeerib liikkumisega seotud geene ning
mille aktivatsioon suurendab biofilmi moodustamist Iabi mdju adhesiinvalkude ekspressiooni.
PfeR-Il on hiipoteetiline KKS vastuseregulaator, mis vdib olla seotud enterobaktiini sdltuva raua
omastamisega. Antud geenide transkriptsiooni regulatsiooni uurides leidsin oma bakaluresetto
raames kummalegi geenile kaks potensiaalset promootorit, selle téttu tekkis kisimus, kas
geenide gacS ja pfeR-ll regulatsiooni vdib kirjeldab ekskludoni kontsept, seetdttu sai kdesoleva

1606 esimeseks llesandeks eelnimetatud geenide promootorite asukoha maaramine.



Lihendid

ENT- siderofoor enterobaktiin

Fis— regulatoorne valk (factor for inversion stimulation)

Fur- globaalne regulaatorvalk (ferric uptake regulator)

GacS- kahekomponendilise siisteemi GacS-GacA sensorkinaas (global activator of secondary
metabolism)

Gm- antibiootikum gentamitsiin

KKS- kahekomponendiline slisteem

Km- antibiootikum kanamitsiin

LB- Luria-Bertani taiss6ode (lysogeny broth)

MU- Milleri Ghik

nt- nukleotiid

OD- optiline tihedus (optical density)

PB- antibiootikum polimuksiin B

PCH- siderofoor puioheliin

Pn- antibiootikum penitsilliin

PVD- siderofoor plioverdiin

RACE- RNA 5’ otsa maaramise meetod (rapid amplification of cDNA ends)
ROS- reaktiivsed hapniku osakesed (reactive oxygen species)
RpoS- alternatiivne stressi sigma faktor

Sm- antibiootikum streptomditsiin

TBDT- TonB- séltuv transporter (TonB depentant transporter)
TdT- terminaalse desokstinukleotiduili transferaas

TFS- Thermo Fisher Scientific



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 GacS-GacA signaalililekandesiisteem

GacS-GacA on kahekomponendiline signaalirada (KKS), mis koosneb
tslitoplasmamembraaniseoselisest sensorkinaasist GacS ja tsltoplasmas paiknevast vastuse
regulaatorist GacA (Pernestig et al., 2001). P. putida tives KT2440 kodeerib GacS valku geen
koodiga PP_1650.

GacS-GacA sisteemi aktivatsioon toimub jargmiselt: tundmatu signaali méjul toimub GacS-i HPt
domeenil (histidine-containing phosphotransfer) oleva histidiini jaagi (H1) autofosforilatsioon,
vajalik fosforlililrihm saadakse ATP-It. CA domeen (catalytic ATP binding) seob ATP-d ja
kataluusib fosforuiilrihma Ullekannet. Labi fosforelee kantakse fosforlillrihm REC-domeeni
(receiver) aspartaadi jaagile (D) ja sealt edasi teisele histidiini jaagile (H2) Hpt domeenis (histidine
phosohotransferase). Fosforlllrihma Ulekanne GacS-i H2-lt GacA N-terminuses asuvale
aspartaadijaagile (D2) aktiveerib vastuse-regulaatori GacA (Chambonnier et al., 2016; Dutta et al.,

1999; Gao ja Stock, 2009; Laub ja Goulian, 2007).

P. putida’s ei ole GacS-GacA slisteemi aktiveerivat signaali kirjeldatud. TGenaoliselt on tegu
metaboliidiga, mille ekspressioon on seotud kdérge rakutiheduse juures tekkiva toitainete
puudusega ning mis ilmub kasvukeskkonda hilises eksponentsiaalses kasvufaasis (Latour, 2020;
Takeuchi et al.,, 2009). E. coli GacS-i homoloog BarE tunnetab gliikoosi metabolismi
korvalproduktide, nagu atsetaadi ja formiaadi kogunemist keskkonnas (Chavez et al., 2010). P.
protegenes’i tiive CHAO puhul on arvatud, et GacS-i signaalmolekul vdib olla alifaatne orgaaniline
hape (Dubuis, 2005). Samas arvatakse, et bakteritel ei pruugi olla Ghtset GacS-i aktiveerivat

signaali, kuna sensor-domeen on bakteri liikide vahel halvasti konserveerunud.

Pseudomoonastes seondub GacA sRNA geenide ette ning aktiveerib nende transkriptsiooni. P.
putida’s on kolm sRNA-d, mille transkriptsiooni GacA aktiveerib, nendeks on RsmX, RsmY ja RsmZ.
P. aeruginosa’s reguleerib GacA kahe sRNA geeni RsmX ja RsmY transkriptsiooni (Winsor et al.,
2016). Arvatakse, et kolme sRNA olemasolu vGimaldab bakteril tapsemalt ja paindlikumalt

reguleerida enda flisioloogiat vastusena keskkonnasignaalidele (Kay et al., 2005).



Need sRNA-d mdjutavad post-transkriptsioonilise regulaatori RsmA (regulator of secondary
metabolism) aktiivsust, kuna sisaldavad mitmes korduses RsmA seondumisjarjestust A(N)GGA
(kus N on tkskdik milline nukleotiid). SRNA-de seondumine Rsm-valkudega vahendab vaba Rsm-
valkude hulka, mis saaksid seonduda oma sihtmarkjarjestustele mRNA-l. RsmA
seondumisjarjestusi voib leida ribosoomi seondumisjarjestuse laheduses, sellega reguleerib
RsmA sihtmark mRNA-de translatsiooni initsiatsiooni (Heurlier et al., 2004; Huertas-Rosales et al.,
2016a; Liu et al., 1997). P. putida’s on kirjeldatud kolme Rsm-valku: RsmA, RsmE ja Rsml, kdigi
ekspressioon on erinevalt reguleeritud ning ka nende sihtmarkgeenid ei kattu taielikult (Brencic
et al., 2009). Rsm-valkudel on ulatuslik mdju P. putida fisioloogiale seondudes ligi 12 % kdigist
transkriptidest ning mdjutades nende translatsiooni. Rsm-valgud vdivad sihtmarkgeenide
ekspressiooni mdéjutada ka kaudselt, nditeks |abi teiste regulaatorite nagu stressi sigma-faktori
RpoS, mis on vajalik kleepvalgu LapF transkriptsiooniks (Martinez-Gil, 2014). Lisaks on vahemalt
kolm lapA kuuest promootorist osaliselt RpoS-sdltuvad (Ainelo et al., 2017; Martinez-Gil et al.,
2010; Monds et al.,, 2007). P. putida kolm Rsm-valku ei ole vordsed, neil on erinev
ekspressioonimuster: RsmA ja RsmE-d ekspresseeritakse esimesena, eksponentsiaalses
kasvufaasis, ja Rsml-d alles statsionaarse kasvufaasi ajal. Rsm-d mdjutavad ka erinevaid geene,
437 RNA transkriptist, millele Rsm valgud seonduvad ainult 75 olid tihised kdigile kolmele Rsm-le.
Naiteks bakterite kinnitumise moduleerimises on peamine roll RsmE-l, mis mdjutab adhesiinide
LapA ja LapF ekspressiooni. Seetdttu on ka RsmkE (ileekspressioonil biofilmi moodustamine

tugevalt hairitud (Huertas-Rosales et al., 2016b, 2021).

Uheks olulisemaks fenotiitibiks, mida GacS-GacA KKS signaalirada reguleerib on eluvorm, GacS-
GacA aktivatsiooni tulemusena toimub tGleminek planktiliselt eluvormilt sessiilseks, inhibeeritakse
lilkumisega, virulentsusfaktorite stinteesi ja T3SS seotud geenide ekspressiooni ja soodustatakse
hulgatunnetusmolekulide, T4SS ja biofilmi maatriksi jaoks vajalike eksopollisahhariidide
ekspressiooni. See on eriti oluline P. aeruginosa kroonilise infektsiooni valjakujunemisel, mida
iseloomustab biofilmi moodustumine, mis on pinnale kinnitunud sessiilsete struktureeritud
mikroorganismide kogumik ning mis toodab biopollimeerset maatriksit. Ka P. putida sessiilse
eluvormi ehk biofilmi kujunemisel on GacS-GacA signaalirada olulise tahtsusega (Duque et al.,

2013; Martinez-Gil et al.,, 2010). Biofilmi maatriksi koostis on kombinatsioon erinevatest



eksopolisahhariididest, valkudest, RNA- st, eDNA-st ja veest. Konkreetne koostis soltub

bakteriliigist ja keskkonnatingimustest (Jahn et al., 1999).

P. putida puhul on biofilmi maatriksis olulised suured ekstratsellulaarsed adhesiinvalgud LapA
(8682 aminohapet) ja LapF (6310 aminohapet), mis mangivad rolli interaktsioonides abiootiliste
ja biootiliste pindadega ning on biofilmi moodustamiseks hadavajalikud (Fuqua, 2010; Hinsa et
al., 2003; Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007; Puhm et al., 2022). LapA on seotud peamiselt varajase
biofilmiga, vahendades rakkude podrdumatut kinnitumist pinnale. LapF mangib rolli hilises
biofilmis vahendades rakkude vahelisi interaktsioone (Martinez-Gil et al., 2010). Sealjuures on
LapA vWFa domeen vajalik peptiide poolt vahendatud biofilmi vGimendavaks efektiks (Puhm et

al., 2022).

P. fluorescens on P. putida’le ldahedane liikk, mdlemad on risosfaari bakterid, mille osadel tlivedel
on taheldatud biokontrolli voimet ja taime kasvu soodustavaid omadusi (Ortiz-Castro et al., 2020).
P. fluorescens’i tiives Pf-5 on kirjeldatud GacS-GacA signaalsiisteemi negatiivset mdju raua
metabolismis osalevate geenide ekspressioonile (sealhulgas siderofooride pioverdiin ja plioheliin
slintees, TonB- séltuvad transporterid) (Cheng et al., 2013; Hassan et al., 2010; Yu et al., 2014). P.
aeruginosa’s on kirjeldatud nii Gac/Rsm silisteemi negatiivset kui positiivset mdju raua
homodbostaasis osalevatele geenidele, tdendoliselt soltub efekt rakutihedusest, mille juures
Gac/Rsm moju moddeti (Brencic et al., 2009; Burrowes, 2006; Frangipani et al., 2014). P.
aeruginosa’s inhibeerib RsmA siderofoori ploverdiin tootmist vahendades alternatiivse sigma
faktori PvdS transkriptsiooni, mis on vajalik siderofoori ploverdiin siinteesiks. Véimalik, et Rsm-
valk m&jutab siderofooride slinteesi moduleerides c-di-GMP kontsentratsiooni rakus (Frangipani

et al., 2014).

1.2 Raua omastamine ja geen pfeR-Il (PP_1651)

Kuigi raud on neljas kdige levinum element maakoores (Taylor, 1964), siis aeroobsetes
tingimustes neutraalsel pH-l on bioloogiliselt aktiivse raua hulk vdike ning tGldjuhul elusorganismid
elavad rauapuuduses. Fusioloogilistel tingimustel on olulised kaks raua oksldatsiooniastet.

Raud(ll), mille lahustuvus on 0,1 M pH 7,0 juures ning mis okslideerub aeroobsetel tingimustel,
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pH-I Gle 3 kiiresti raud(lll) ja moodustab lahustumatuid hidroksiide. Raud(lll) lahustuvus vees
neutraalsel pH-l 7,0 juures on viga halb (107 M) ning see piirab tugevalt raua kittesaadavust
mikroorganismidele ja muudab raua oluliseks kasvu limiteerivaks toitaineks. Seevastu
mikroaeroobsetes vGi anaeroobsetes tingimustes ja/voi vaga happelises keskkonnas on levinum
vees lahustuv Fe(ll) (Andrews et al., 2003).

Raua hulk rakus on rangelt kontrollitud, sest vaba raua akumuleerumisel vdivad Fentoni protsessi
kaigus tekkida reaktiivsed hapniku tihendid (ROS- reactive oxygen species)(Kehrer, 2000). Fentoni
protsessis tekivad neutraalsel vGi happelises keskkonnas hidroksiilradikaalid (OHe)
vesinikperoksiidi (H,02) lagundamisel katallsaatori Fe(ll) juuresolekul. Hiidroksilradikaal on
tugev okslidant, mis kahjustab kd&iki rakule olulisi biopolimeere nii DNA-d, valke kui lipiide. pH
mdojutab reaktsiooni kiirust (Gligorovski et al., 2015; Imlay ja Linn, 1988; Winterbourn, 1995).
Fentoni-laadses protsessis vdib hiidroksiiilradikaalide teke toimuda ka teistest peroksiidest ning
kasutada katallisaatorina Cu voi raua hiidroksiide (Pereira et al., 2012).

Raud on héadavajalik koigile organismidele, vaheste eranditega, nagu naiteks bakterid Borrelia
burgdorferi ja Lactobacillus plantarum, kus raua llesandeid tdaidab mangaan. Rauda sisaldavate
ensllimide puudumine on tdendoliselt kohastumus, kuna selgroogses peremeesorganismis on
vaba raua hulk vaike (Archibald, 1983; Posey ja Gherardini, 2000). Hea redokspotentsiaali tdttu
on raud tihti valkude aktiivtsentris. Raud voib olla heemsete valkude nt ferritiini koosseisus, heemi
koosseisus, nt tstitokroomides voi raud- vaavel klastrites osana raud-vaavel valkudest. Rauda on
vaja nii oksidatiivsel fosforlllimisel (NADH dehidrogenaas, peroksidaasid, superoksiidi
dismutaas, flavoproteiinid, plirovaadi siintetaas, tstitokroom), DNA siinteesis ning parandamisel
(ribonukleotiidi reduktaas), fotosilinteesil (ferredoksiin), lammastiku metabolismis (nitrogenaas,
glutamaadi siintetaas) kui ka aromaatsete ihendite bioslinteesis (Andrews et al., 2003; Anjem ja
Imlay, 2012; Cornelis, 2010; Jang ja Imlay, 2007; Krewulak ja Vogel, 2008; Messenger ja Barclay,
1983).

Raskesti kattesaadava, kuid elutdhtsa raua omastamiseks kasutavad ja slinteesivad bakterid
rauda kelaativaid Gihendeid siderofoore (Neilands, 1995). Siderofoorid on madalamolekulaarsed
raua kelaatorid, mis seovad keskkonnast vees lahustumatut raud(lll), seejarel seonduvad
tekkinud raud(lll)-siderofoor kompleksid raku pinnal olevate TonB-sdltuvate siderofoori

retseptoritega, kompleks transporditakse rakku ja redutseeritakse (Noinaj et al., 2010). P. putida



on voimeline tootma siderofoori plioverdiin (PVD) (Matthijs et al., 2009; Meyer ja Abdallah,
1978). P. putida erinevaid tlivesid anallitsides on leitud 35 erineva struktuuriga PVD-d (Meyer et
al., 2007). Erinevalt teistest pseudomoonastest, naditeks P. aeruginosa, mis siinteesib lisaks
madalama afiinsusega pulioheliini, P. putida sekundaarseid endogeenseid siderofoore ei slinteesi
(Matthijs et al., 2009). Seevastu on P. putida vdimeline kasutama teiste mikroorganismide
toodetud eksogeenseid siderofoore, naiteks enterobaktiini, pseudobaktiin-358 ja aerobaktiini
(Loper ja Henkels, 1999; Meyer, 1992). Suutlikus kasutada erinevaid siderofoore parandab voimet
hankida rauda erinevates keskkonnatingimustes ja vahendab difusiooni tdttu siderofooride
kadumise méju (Kramer et al., 2020).

Enterobaktiin (ENT), tuntud ka kui enterokeliin on katehhooli tiilipi siderofoor on Fe(lll) suhtes
vaga kdrge affiinusega (Kp = 10°> M™1). Tugeva affiinsuse tdttu on eneterobaktiin vdimeline rauda
kelaatima vdga rauavaestes tingimustes (Harris et al.,, 1979). ENT-i toodavad mitmed
gramnegatiivse Enterobacteriaceae sugukonna liikmed, naiteks E. coli, Klebsiella pneumoniae ja
Erwinia carotovora, aga ka moned grampositiivse Streptomyces perekonna liikmed (Fiedler et al.,
2001; Gasser et al., 2021; Payne, 1988).

Fe(lll)-siderofoor kompleksid on liiga suured (piiriks on 600 Da) ning nende kontsentratsioon
keskkonnas madal, mis teeb passiivselt poriinide kaudu l3bi valismembraani liikumise
ebaefektiivseks, seetbttu kasutatakse valismembraani TonB-séltuvaid transportereid (TBDT)
(Moeck ja Coulton, 2002; Postle, 1993). Iga TBDT tunneb &ra ja transpordib lhte spetsiifilist
siderofoori, aarmuslikul juhul mdnda struktuurset saranst siderofoori (Budzikiewicz, 2004).
Naiteks P. aeruginosa’l on kaks sellist enterobaktiini omastamise sisteemi, madalama
efektiivsusega PirA, mis ei ole ENT soltuv ja suurema affiinsusega PfeA, mis on ekspresseeritud
rauavaeguse tingimustes ENT juuresolekul (Dean ja Poole, 1993a, 1993b; Ghysels et al., 2005;
Poole et al., 1990).

Transport nduab energiat, mis saadakse tstitoplasmamembraanil prootonite liikumapaneva jou
(PMF) tlekandmisel valismembraanile 1abi TonB kompleksi. Arvatavasti toimub PMF toimel TonB
konformatsiooni muutus, mis vdimaldab TonB-l| interakteeruda valismembraani retseptoriga
TBDT ja lubada transporti (Noinaj et al., 2010; Postle, 1993; Postle ja Larsen, 2007).

TBDT koosneb kahest domeenist, C-terminaalne transmembrane 22 ahelast koosnev B- silinder,

mille sees on globulaarne N-terminaalne, circa 150 aminohappe jaagist koosnev, kork (plug)
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domeen. TBDT N-terminaalses regioonis paikneb TonB-box, mis vahendab signaali tlekannet
TonB-le. Korgi domeen koos ekstratsellullarsete loopidega osaleb osaleb siderofoori
seondumistasku loomises (Klebba et al., 2021). Peale kompleksi seondumist teeb korgi domeen
labi konformatsioonilise muutuse ja liigub osaliselt silindrist valja, et transportida Fe(lll)-
siderofoor kompleksi (Annamalai et al., 2004; Klebba et al., 2021; Majumdar et al., 2020; Moynié
et al., 2019; Noinaj et al., 2010).

Fe
A > 4 &

ENT ENT—Fe ENT-Fe
PirA | PfeA
e
. . > A\
§= 2

Lrire |

\ ?

pirR 2

Regulator / sensor  Transporter

—
pfer [pfeS) P bfeE

Regulator / sensor Transporter Esterase

Joonis 1. Raua omastamine siderofoori enterobaktiin kaudu bakteris P. aeruginosa. Siderofoor
enterobaktiin kelaadib Fe(lll), mis transporditakse rakku ldbi TBDT PfeA vGi PirA. Fe(lll)-ENT
hidroltusitakse PfeE poolt, kuid on ebaselge, kas raua redutseerimine ja vabanemine
enterobaktiini kiiljest toimub periplasmaatilises ruumis voi tstitoplasmas. Fe(lll)-ENT kompleksi
tunneb dra KKS sensorkinaas PfeS, mis autofosforiileerub ja |abi fosforelee fosforileerib vastuse
regulaatori PfeR. PfeR seondub geenide pfeA ja pfeE promootoralale ja indutseerib antud geenide
ekspressiooni. Modifitseeritud (Gasser et al., 2021).
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PfeS-PfeR on KKS, mis reguleerib TBDT PfeA ekspressiooni (joonis 1). PfeA aktivatsioon on ENT-ist
soltuv, kuid seejuures ei ole vajalik ENT seondumine PfeA-le, piisab ka PirA kaudu rakku toodud
enetrobaktiinist, et PfeS-i stimuleerida (Dean ja Poole, 1993a, 1993b). Tslitoplasmamembraanis
paiknev sensor PfeS tunneb &ra signaali Fe(lll)-ENT kompleksi kujul ja ldbi His—Asp fosforelee
fosforiileerib vastuse regulaatori PfeR (Stock, 1989). PfeR seondub jarjestusele circa 179 nt pfeA
geeni algusest allavoolu ja aktiveerib pfeA ekspressiooni (Dean et al., 1996).

Geenide pfeS ja pfeR ekspressioon on rauast soltuv, mida vahendab Fur (Dean et al., 1996). Fur
on globaalne raua metabolismis osalevate geenide transkriptsiooni regulaator. Raua juuresolekul
kasutab Fur Fe(ll) korepressorina ja seondub homodimeerina DNA-| Fur-box jarjestusega, mis viib
rauatundlike geenide transkriptsiooni inhibeerimisele (Bagg ja Neilands, 1987; Cornelis, 2010;
Ochsner ja Vasil, 1996; Prince et al., 1993).

Geeni pfeA kdrval on kromosoomis pfeE, mis kodeerib periplasmaatilist esteraasi, mis hidrollusib
Fe(lll)- ENT lagundamist Fe(lll)-(DHBS)s. Seda, kas Fe(lll)-(DHBS)s reduktsioon raua vabanemiseks
toimub periplasmaatilises ruumis voi tslitoplasmas ei ole teda (Perraud et al., 2018). Fe(lll)
redutseeritakse Fe(ll), mis hoiustatakse, liidetakse ensliimide koosseisu. Liigne Fe seondub Fur
repressorvalguga (Noinaj et al., 2010).

Muuhulgas parsib ENT olemasolu s66tmes P. aeruginosa’s geenide transkriptsiooni, mis osalevad
endogeense siderofoori PCH kaudu raua omastamises. Eelistatud raua omastamise meetod
korreleerub siderofooride affinusega, enerobaktiini eelistatakse puoverdiinile ning viimane
eelistatud puoheliinile (Dean ja Poole, 1993b; Gasser et al., 2021).

P. putida’s on KEGG andmebaasi jargi kaks KKS, mis on mdaaratletud kui PfeS-PfeR: PP_0533-
PP_0534 (Pfe-1) ja PP_1651-PP_1652 (Pfe-Il). Nende slisteemide vastuseregulaatoreid kodeerivad
PP_0534 (edaspidi pfeR-I) ja PP_1651 (edaspidi nimetatud pfeR-Il). Vastuseregulaatorite geenide
nukleotiidsete jarjestuse vaheline sarnasus on 66 % (E= 6x103%) ning valkude sarnasus on 53 %
(E= 6x107%) (Ogata et al., 1999).

Selline kahe sarnase geeni olemasolu on tekkinud, kas labi geenide duplikatsiooni (paraloog) voi
horisontaalse geenililekande (ortoloog). P. putida ndol on tegemist keskkonnabakteriga, mille
elukeskkond on vdaga muutlik ning geenide duplitseerimine on (iks peamisi viise, kuidas saavad
tekivad uue funktsiooniga geenid, mis vdivad parandada ellujddmist muutunud elukeskkonnas

(Bratlie et al., 2010; Gevers et al., 2004; Kondrashov et al., 2002).
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1.3 Ekskludon

Ekskludon on geeniekpressiooni reguleerimise mehhanism, milles mRNA-d kdituvad asRNA-dena
ning reguleerivad geeniekspressiooni. Ekskludonis asuvad geenid ldahestikku vastassuunaliselt,
niimoodi, et osa ihe geeni mMRNA-st on komplementaarne vastassuunaliselt transkribeeritud
geeni MRNA-ga ja seetdttu kditub selle suhtes asRNA-na. Ehk ekskludoni mRNA-del on kahetine
funktsioon, transkripti distaalne osa kaitub mRNA-na ja vGimendab geeni ekspressiooni ning
samaaegselt 5° UTR osa on komplementaarne vastasahelal oleva geeniga ja labi dupleksi
moodustamise inhibeerib selle geeni ekspressiooni. Kattuvate geenide ekspressioon sdltub nende
promootorite erinevast aktivatsioonist, mitmes ekskludonis on (iks promootor konstitutiivne ja
teine mone alternatiivse sigma-faktori (nt SigB) kontrolli all (Lebreton ja Cossart, 2016; Sesto et
al., 2013; Toledo-Arana et al., 2009; Wurtzel et al., 2012).

Ekskludoni kirjeldati esimesena grampositiivse patogeeni Listeria monocytogenes’l, mille
genoomis tuvastati kokku 13 geenide paiknemist, mille ekspressioon vdiks olla reguleeritud
ekskludoniga (Toledo-Arana et al., 2009; Wurtzel et al., 2012). Ekskludonile iseloomuliku geenide
paigutust on kirjeldatud ka Listeria welshimeri’l ja Clostridium difficile’l ning tslianobakteril
Synechocystis sp. PCC6803 (Georg ja Hess, 2011; Wurtzel et al., 2012). Kasutades transkriptoomi
andmeid on in silico analiilisid ennustanud vdGimalike ekskludone ka gramnegatiivsetele
bakteritele naiteks Escherichia coli tiivele K-12 (Chia et al., 2021; Lybecker et al., 2014). Ekskludoni
aarmuslikumat varianti n-60 noncontiguous operon-i (katkendlik operon) on kirjeldatud ka

Staphylococcus aureus’l- menE-menC-MW1733-ytkD-MW1731 (joonis 2).

2 Py g ORFi-fw o KZETP- (+)

III-IIIII.-IIIII-IIIIIIIIIIII.IIIIIIIIIII’

*IIIIIIIIIIII mRMNA-rn
° =GR )

Joonis 2. Noncontiguous operon. Forward ahelal (+) olevat operoni poolitab vastasahelalt
transkribeeritav ORF-rv. Tekib kaks kattuvat mRNA-d, mis on vastastiku reguleeritud. Viisnurgad
tahistavad promootoreid, hallid nooled avatud lugemisraame, forward ahela mRNA on tahistatud
rohelise katkendjoone- ja reverse ahela transkript sinise katkendjoonega, hallid jooned
transkriptide vahel tdhistavad paardunud aluseid, ring- transkriptsiooni terminaatorit.
Modifitseeritud (Toledo-Arana ja Lasa, 2020).
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Noncontiguous operon kirjeldab olukorda kui iks operon sisaldab geeni, mida ekspresseeritakse
vastassuunas teistest operonis olevatest geenidest ja seejuures mdjutavad vastasahelatelt
tulevad transkriptid Uksteise ekspressiooni, mis on vahendatud kaheahelaliste dupleksite tekke ja
nende lagundamisega endoribonukleaaside poolt ning labi transkriptsioonilise interferentsi
(Sdenz-Lahoya et al., 2019). Hasti kirjeldatud ekskludoni ndide on mogR—Imo0675 lookus Listeria
monocytogenes’e genoomis (joonis 3), mis reguleerib bakteri viburite slinteesi ning seeldbi ka

lilkumist (Toledo-Arana et al., 2009).

asRNA vahendatud viburi geenide ekspressiooni repressioon

viburi ekspordi mehhanismiga seotud geenid

) Progin: g g glf g

INNEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEE
mRNA=d t T ]
INNEEEEEEEEEEENE BRI NN ENEEEEEEE R

<llllllllllllll SigB- s6ltuv asRNA

- (] @E—
si0s ICH

Joonis 3. Viburi geenide ekspressiooni regulatsioon labi ekskludoni L. monocytogenes-is. Py on
promootor, mis kontrollib politsistroonse mMRNA transkripti siinteesi, mille pealt kodeeritakse
osasid viburi ekspordi mehhanismi valke. Fla operoni mRNA on tdhistatud rohelise
katkendjoonega. MogR on Ps, operoni transkriptsiooniline represssor. MogR-Imo0673 operoni
MRNA-d ekspresseeritakse kahelt promootorilt- P1 ja P2. Sinine katkendjoon on promootorilt P2
ekspresseeritud mogR-Imo0673 mRNA. Punane katkendjoon tdhistab promootorilt P1
ekspresseeritud ekskludoni transkripti, mille pikk 5 UTR on komplementaarne ja antisenss
vastasahela fla operoni transkriptiga ning mille distaalne osa on mogR-Imo0673 mRNA.
Promootor P1 on SigB kontrolli all. Modifitseeritud (Toledo-Arana ja Lasa, 2020).

L. monocytogenes’e liikumine soltub temperatuurist, 30 °C juures ning madalamatel
temperatuuridel on bakteril palju vibureid ja bakter on liikuv. Seevastu temperatuuril 37 °C,
peremeesorganismis, on bakteri liikumine inhibeeritud (Peel et al., 1988). Bakteri nn

lilkumislookus koosneb ldhestikku vastasahelatel paiknevatest geenist mogR ja Imo operonist, mis
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koosneb kolmest geenist, mis kodeerivad viburi ekspordi masinavargis osalevaid valke. Imo0675
kodeeritava valgu funktsioon ei ole teada, kuid Imo0676 ja Imo0677 kodeerivad vastavalt valke
FliP ja FliQ, mis koos FliR-iga moodustaavd viburi ekspordi masinavargi. MogR on Imo operoni
temperatuuri soltuv transkriptsiooni repressor (Griindling et al., 2004; Kamp ja Higgins, 2011).
Geeni mogR transkribeeritakse kahelt promootorilt: konstitutiivne promootor P2, mis asub 45 nt
geenist llesvoolu ja P1, mis asub 1697 nt llesvoolu. P1 on kontrollitud alternatiivse stressi
sigmafaktoriga SigB. Transkriptsioon SigB kontrolli all olevalt promoototilt P1 annab ekskludonile
iseloomuliku transkripti, mille proksimaalne 5’UTR osa on asRNA geenidele Imo0675-0670-0677
ja mille distaalne osa on mogR kodeerimisjarjestus. Ekskludonile iseloomulik transkript mdjutab
negatiivselt viburi ekspordi valkude translatsiooni, kuid suurendab nende repressori mogR
ekspressiooni. Kaks séltumatut mehhanismi- vastasahela mRNA translatsiooni inhibitsioon ja
suurenenud repressori mogR ekspressioon tagab, et viburi siinteesi ei toimu (Sesto et al., 2013;
Toledo-Arana et al., 2009; Wurtzel et al., 2012). Ekskludon on kui genoomne liiliti, mis véimaldab
Uhel keskkonnasignaal koordineeritult reguleerida samas lookuses ja seotud funktsiooniga
geenide ekspressiooni.

asRNA-d vdivad olla eraldiseisvad transkriptid, aga vdivad ka parineda mRNA 5’ vdi 3° UTR otstest.
asRNA-d vdivad mdjutada omale komplementaarse geeni ekspressiooni, kas (i) transkriptsiooni
regulatsiooni tasemel, soodustades transkriptsiooni attenuatsiooni voi interferentsi (Callen et al.,
2004; Stork et al., 2007); (ii) translatsiooni regulatsiooniga, blokeerides ribosoomi seondumist
MRNA-le (Kawano et al., 2007) vai (iii) Iabi mRNA stabiilsuse. asRNA-na kdituv mRNA moodustab
vastasahelalt transkribeeritud mRNA-ga dupleksi, mis vOib viia kaheahelalise RNA dupleksi
selektiivse degradatsioonini naiteks RNaas Il poolt (Lasa et al., 2011; Lybecker et al., 2014).
Alternatiivselt voib dupleksis olemine kaitsta sense transkripte lagundamise eest endo- ja
eksoribononukleaaside nt RNase E abil voi kaivitada nende spetsiifilise 1dikamise (Opdyke et al.,
2011; Sesto et al., 2013; Stazic et al.,, 2011). Ekskludoni vahendatud regulatsioon toimub
téendoliselt labi dsRNA lagundamise RNase Il abil (Lasa et al., 2011; Wurtzel et al., 2012).
Antisenss ekspressioon koos RNase Il vBimega lagundada duplekseid vdib ka olla véimalus
tekkinud transkriptsioonilise miira likvideerimiseks, mis muidu vdiks hakata vdistlema vajalike
transkriptidega protsessimise ja translatsiooni parast. Kui geeni ekspresseeritakse sihiparaselt,

siis senss RNA hulk Uletaks antisess oma ja paardumata sense transkriptid ei ole RNase llI
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sihtmark. Lisaks vOimaldab kontrollida senss transkripti hulka ldabi antisenss ekspressiooni
reguleerimise. Antisenss voib ka aidata valtida 5’ vdi 3’ Uleulatuvate transkriptide samaaegset
ekspressiooni rakus. (Lasa et al., 2011). MogR- fli operoni puhul naiteks toetab ekskludon motiilse
ja sessiilse eluviisi eraldust.

Ulegenoomsete meetodite, nagu ahelaspetsiifilise RNA-seq ja oligonukleotiid- mikrokiip
kasutuselevott on ndidanud, et antisenss transkriptsioon on laialt levinud kdigis eludomeenides
sealhulgas prokariiootides (Georg ja Hess, 2018; Georg et al., 2009; Giell et al., 2009; Yelin et al.,
2003). Gomez-Lozano et al., 2014 t60s kasvatati P. aeruginosa rakke erinevatel tingimustel ja
kasutades RNA-seq-i tuvastati genoomis 232 asRNA transkripti. S6ltuvalt t66st varieerub leitud
asRNA-de hulk palju, kolmes P. aeruginosa-ga tehtud uurimuses erines leitud asRNA-de hulk pea
kiimme korda. K&ikumine voib tulla erinevustest cDNA raamatukogu ettevalmistamises,
kasutatud sekveneerimistehnoloogias, katvusest, erinevusest asRNA defineerimisel. Lisaks on
asRNA-de ekspressioon tugevalt soltuv keskkonnatingimustest, mida naitab ka fakt, et naiteks B.
subtilis-es on poolte asRNA-de transkriptsioon initsieeritud mingisuguse alternatiivse sigma
faktori ja mitte sigma70 poolt, sama néitaja valku kodeerivate geenide puhul on 26 % (Gémez-
Lozano et al., 2014; Nicolas et al., 2012; Thomason et al., 2015; Wurtzel et al., 2012). Suurema
osa antisenss transkriptide roll geeniregulatsioonis teadmata (Thomason ja Storz, 2010).
Voimalik, et enamus on mitte- funktsionaalsed ja lihtsalt transkriptsioonilise mira kdrvalprodukt,
sellele viitab asRNA-de vdhene konserveerumine isegi lahedaste liikide vahel (Raghavan et al.,

2012).
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2. Eksperimentaalosa

2.1 T60 eesmargid

Too eesmargiks oli uurida geenide gacS ja pfeR-ll transkriptsiooni regulatsiooni. Sealjuures
kontrollida hiipoteesi, et geenide gac$ ja pfeR-Il transkriptsioon on reguleeritud labi ekskludoni.
Sellest tulenevalt oli esimeseks sammuks antud geenide promootorite tuvastamine ja
kirjeldamine. Teiseks t66 osaks kujunes geeni pfeR-Il funktsiooni uurimine, kirjeldades tundmatu
funktsiooniga pfeR-Il transkriptsiooni mojutavaid faktoreid. Varasemalt on meie laboris tehtud
toodest teada, et globaalne regulaator Fis seondub gacS- i promootoralale. Seetdttu oli kontrolliti

ka Fis-i m&ju gacs ja pfeR-Il transkriptsioonile.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 T66s kasutatud bakteritiived, nende kasvatamistingimused ja plasmiidid

Tabelis 1 on dra toodud kasutatud bakteritived ja tabelis 2 plasmiidid. Té6s kasutatud

oligonukleotiidid on Lisa 1.

Tabel 1. Bakteritlived

Pseudomonas putida tiivi | Kirjeldus Allikas

PaW85 Metsiktuvi, isogeenne tdielikult | (Bayley et al.,
sekveneeritud tlivega KT2440 1977)

PaW85ArpoS rpoS geen deleteeritud Konstrueeris

Hanna Ainelo

PSm PaW85- | pdhinev tivi, geeni gimS jarele on | (Teppo, 2010)

inserteeritud mini- Tn7- QSm kassett,

(Sm¥)
F15 PaW85; gimS geeni jarele inserteeritud mini- | (Jakovleva et al.,
Tn7-term-lacl®- Piac-fis-T1T2-QGm, (GmR) 2012)
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Tabel 2. Plasmiidid

Plasmiidi nimi

Kirjeldus

Allikas

p B_PgacS‘O

Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSdownBHI ja

gacSupBamHI 290 nt pikkune jarjestus, (KmR)

(Hendrikson,

2019)

pB_ngcS'le

Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHlI,
gacSdownBHI ja gacS P1 mut4d 290 nt pikkune

jarjestus, (KmR)

Kaesolev t60

pB_ PgacS'sz

Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSupBamHl,
gacSdownBHI ja asgacS-pr2-mut 290 nt pikkune

jarjestus, (KmR)

Kaesolev t06

asgacS-P1-0 126 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_Pgacs- Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSmutpikk ja | Kdesolev t66

P1ImP2m gacSupBamHI 290 nt pikkune jarjestus, (KmR).
Matriits plasmiid pB_Pgacs-p1lmutp2mutliihike

PB_Ppferi-1 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja | R. Teras
gacSdown4BamHI 354 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_ Ppferi-4 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja | R. Teras
gacSdownfisdown2 159 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_ Ppferi-5 Amplifitseeritud oligonukleotiididega gacSpr2BamHI ja | (Hendrikson,

2019)

PB_ Ppferi-5/6-5

Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-5/6-5 ja
asgacSP1-0 35 nt pikkune jarjestus, (KmR)

Kaesolev t60

0] B_ preR//-5/6-4

Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRII-5/6-4 ja
asgacSP1-0 46 nt pikkune jarjestus, (KmR)

Kaesolev 160

PB_ Ppferi-5/6-3

Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRII-5/6-3 ja
asgacSP1-0 55 nt pikkune jarjestus, (KmR)

Kaesolev 160

PB_ Ppferi-5/6-2

Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-5/6-2 ja
asgacSP1-0 66 nt pikkune jarjestus, (KmR)

Kaesolev t60

Tabel 2 jatk. Plasmiidid
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PB_ Pyreri-5/6-1 | Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-1 ja | Kdesolev t66
asgacSP1-0 82 nt pikkune jarjestus, (KmR). Matriitsiks
PaW85 rakud

PB_ Ppreri-2/3-6 | Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-2/3-6 ja | Kdesolev t66
gacSdown3BHI 34 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_ Pyreri-2/3-5 | Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-2/3-5 ja | Kdesolev t66
gacSdown3BHI 44 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_ Ppreri-2/3-4 | Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-2/3-4 ja | Kdesolev t66
gacSdown3BHI 54 nt pikkune jarjestus, (KmR)

PB_ Pureri-2/3-2 | Amplifitseeritud oligonukleotiididega PferRIl-2/3-2 ja | Kdesolev t66
gacSdown3BHI 84 nt pikkune jarjestus, (KmR)
matriitsiks PaW85 rakud

PB_Ppferi- Amplifitseeritud oligonukleotiididega PfeRllprimut, | Kdesolev t60
primut gacSdown4BHI ja gacSpr2BHI 354 nt pikkune jarjestus,
(KmR). Matriitsiks PaW85 rakud

pBLKT’ Vektor, mis sisaldab ilma promootorita reportergeeni | (Moor, 2011)

lacZ ja mille ees on transkriptsiooniterminaator T1T2 ja

KmR

PEMG Suitsiidplasmiid deletsioontlivede tegemiseks, sisaldab | (Martinez-Garcia
endonukleaasi I-Scel IGikesaite ja|ja de Lorenzo,
multikloneerimisjarjestust, (KmR) 2011)

pSW Abiplasmiid, mis sisaldab [-Scel endonukleaasi | (Wong ja
kodeerivat geeni, (PnR) Mekalanos, 2000)

Bakterite kasvatamiseks kasutati kas Luria Bertani taissoodet (LB), mis sisaldab 10 g/I NaCl, 5 g/I
parmiekstrakti ja 10 g/l truptooni (Miller, 1992); M9-minimaalséddet, mis sisaldab M9 puhuvrit
(42 mM KH2PO4, 24 mM NazHPO4, 19 mM NH4Cl ja 9 mM NacCl), 0,2 % glikoosi, 2,5 ml/lI rauaga
vOi rauavabasid mikroelemente (667 uM MgO, 50 uM CaCQs3, 40 uM FeSQOa, 12,5 UM MnSO4, 12,5
UM ZnSOg4, 2,5 UM CuSOy4, 2,5 UM CoSOg4, 1,9 UM H3BOa4) ja 0,4% kaseiini hidrolisaati koos L-
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triptofaaniga (20 pg/ml) (CAA-Trp) (Miller, 1972) voi K10Tnt s6ddet, mis sisaldab 50 mM Tris-HCl
(pH 7,4), 0,2 % triptooni, 0,15 % gliitserooli ja 0,61 mM MgSO4 (Monds et al., 2006).

Tardsootme saamiseks lisati enne autoklaavimist agarit (15 g/1). Baktereid kasvatati temperatuuril
30 °C, vedelsootmes kasvatamisel aereeriti bakterikultuuri loksutil (katseklaaside puhul 180
pooret/min). Sootmesse lisati vastavalt vajadusele selektsioonimarkerina 50 upg/ml
antibiootikumi  kanamdtsiin  (Km), 200 pg/ml streptomitsiin  (Sm) voi gentamutsiini
I6ppkontsentratsiooniga 10 pug/ml (Gm). P promootori indutseerimiseks F15 tives kasutati

IPTG-d IGppkontsentratsiooniga 1 mM.

Raua efekti mdaramiseks kasvatati rakke M9-s66tmes, kasutades ilma rauata mikroelementide
lahust ja kuhu kuhu tiitriti sisse raud(ll)sulfaati. Raua I6ppkontsentratsioonid s66tmes olid
jargmised: 0 uM, 0,156 uM, 0,625 uM, 2,5 uM, 10 uM, 40 uM. Fosfori mdju hindamiseks kasvatati
rakke fosforivaeses (0, 14 mM P;,) K10Tnt s66tmes (Monds et al., 2006), kaaliumfosfaati lisati
niimoodi juurde, et fosfori Idppkontsentratsioonid olid 0,14 mM, 1,68 mM, 4,22 mM, 10,56 mM,
26,4 mM ja 66 mM.

2.2.2 5’ RACE

mRNA 5’ otsade kindlaks tegemiseks kasutati 5° RACE meetodit (rapid amplification of cDNA ends)

jargides modifitseeritud Sambrooki protokolli (Sambrook, 2001).

P. putida PaW85 rakke kasvatasin LB-s66tmes 24h 30 °C juures, eksponentsiaalses kasvufaasis
rakkude saamiseks tegin liledokultuurist Gmberkilvi puhtasse s66tmesse ja kasvatasin 4h. RNA
eraldamiseks kasutasin Thermo Fisher Scientific Genelet RNAPurification Kit-i jargides
kaasasolevat protokolli. Eraldasin RNA 400 pul statsionaarse kasvufaasi rakkudest voi 1 ml
eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudest. RNA eralduse kvaliteedi hindamiseks kontrollisin saadud

produkti geelelektroforeesiga (vt peatiikk 2.2.6).

Jargnes genoomse DNA eraldamine RNA lahusest. 1 pug RNA kohta kasutasin 1ul TFS DNase Rnase-
free enslitimi, 1 pl TFS 10x reaktsioonipuhvrit koos MgCly, ja RNA lagunemise pidurdamiseks TFS

RiboLock RNase Inhibitor’i I6ppkontsentratsiooniga 1U/ul kohta ning 10 pul mahuni DEPC- ga
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toodeldud vett. Inkubeerisin lahust 30 min 37°C juures, mida peale lisasin lahusele 1 pl EDTA-d ja

inkubeerisin 65 °kraadi juures 10 min, et ensttimi inaktiveerida.

Eraldatud RNA puhastamiseks kasutasin TFS GeneJET RNA Purification Kit’i, jargides kaasasolevat

protokolli.
RNA hulga ja kvaliteedi maaramiseks lahusest kasutasin NanoDrop spektrofotomeetrit.

RACE-i anallitisi esimeseks etapiks oli komplementaarse cDNA ahela siintees, mille jaoks kasutati
TFS v6i Promega poordtranskriptaasi ja geenispetsiifilist praimerit. Geeni pfeR-Il jaoks praimer
gacSRACE1, gacS-i jaoks gacSup vOi gacSupup, positiivseks kontrolliks oli geen /apA praimeriga
lapARACE1l. Etappide vahel kasutati puhastamiseks cDNA ZymoResearch DNA Clean&
Concentrator-5 komplekti. Jargmiseks sammuks oli polinukleotiidsaba slinteesimine 3’ otsa
kasutades TFS TdT-i (terminaalse desoksiinukleotidliil  transferaas), mida lisati
reaktsioonisegusse 30 U/1,5 pl, lisaks 4 pl ImM dGTP ja 4 pl 5x TdT puhvrit. Segu inkubeeriti 20
min 30°C juures ja 10 min 70°. Jargnes teise DNA ahel stintees TFS Tag- polimeraasiga, kasutades
polii-sabaga seonduvat praimerit (Adapt_pikkC voi Adapt_pikkT). Kasutati jargnevat PCR-i
programmi: 95°C 5min->55- 65 °C niimoodi, et temperatuur tduseb kiimne minuti jooksul (ks
kraad minutis=> 72 °C 10 min. Sihtmark cDNA amplifitseerimiseks kasutasin Solis BioDyne HOT
FIREPol MIX’i, geenispetsiifilist praimerit 2 (pfeR-lI- gacSRACE2/gacSRACE, gacs-
gacSpri1BHI/GacSfis3, lapA- lapARACE2) ja Adapt_pikkC/T kiilge seonduvat Adaptlyh-i. Saadud

produkt Sanger- sekveneeriti TU genoomika instituudi tuumiklaboris.

2.2.3 Promootorala konstruktide tegemine ja kloneerimine transkriptsioonivektorisse pBLKT’

Geenide gacS ja pfeR-Il promootorala konstruktide tegemiseks amplifitseeriti PCR-iga soovitud
promootorala regioon, kasutades oligonukleotiidide, mille 5 otsas oli restrikaasi BamHI
Idikejarjestus. Konstruktide tegemiseks, mille oodatavad -10 konsensusjarjestused oleks &ra
muteeritud ja promootorid seeldbi inaktiivseks muutunud kasutati veaga oligonukleotiide. Nii PCR
produkte kui vektorit pBLKT (Moor, 2011) I6igati BamHI ensiilimiga. Kokku ligeerimiseks kasutati
TFS T4- ligaasi. Kloneerimisel kasutati firma Thermo Fisher Scientific enstiiime. Kloneerimise

onnestumist kontrolliti PCR reaktsiooniga ja kloneeritud ala sekveneerimisega. Kloneeritud
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fragmendi orientatsiooni kontrollisin paari oligonukleotiididega, millest ks seondub vektorile
(nditeks LacZseq) ning teine fragmendile. Kloneeritud ala sekveneerimiseks kasutasin

oligonukleotiide, mis seonduvad vektorile, et kogu fragment tlesamplifitseerida.

Sadestamiseks lisati PCR proovile 450 pl vett, 1/10 mahtu 5 M NaCl ja kaks mahtu 96 % etanooli
ja hoiti 10 min -20 °C juures. Geneetiline materjali sadestati pdhja kiilmtsentrifuugis (kiirusega 15
115 g x 10 min jooksul). Supernatant eemaldati ja sadet pesti 150 pl 75 % etanooliga ja peale

kuivatamist voeti sade lles 30 pl vees.

Restriktsiooniks kasutati TFS BamHI restrikaasi ja ligeerimiseks sama firma T4 DNA ligaasi.
Restriktsioon ja ligeerimine teostati vastavalt tootja protokollile. Ligeerimissegu mahuga 15 pl
sisaldas ligikaudu 0,1 pg plasmiidi, 0,125 pg fragmenti, TFS 10x T4 DNA Ligase Buffer (400 mM
Tris- HCI, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP), 1 mM ATP-d, 0,5 U ligaasi ja mahuni vett.
Ligeerimisreaktsiooni toimumiseks hoiti reaktsioonisegu (ile6d toatemperatuuril. Peale
ligaasisegu sadestamist ja puhastamist sarnaselt eelpool kirjeldatule, viidi ligaasisegu
elektroporatsiooniga kompentensetesse rakkudesse. Rakud plaaditi selektiivsele tards66tmele ja

kolooniate digsust kontrolliti PCR-iga.

2.2.4 Poliimeraasi ahelreaktsioon

PCR- reaktsiooni kasutati nii kloneerimiseks kui konstruktide o&igsuse kontrollimiseks. PCR-
reaktsioonid viidi l3bi Biometra vOi Eppendorf termotsikleriga. Soltuvalt katsest oli
reaktsioonisegu maht 25-50 ul ja sisaldas PCR- puhvrit (750 mM Tris- HCI, 200 mM (NH4),S04, 0,1
% Triton X-100), 0,2 mM dNTP-d, 2,5 mM MgCl,, 10 pmol spetsiifilist praimerit, 0,15 U Tag-
poliimeraasi, denoniseeritud vett vajaliku mahuni ning matriitsiks termilise t66tlusega PaW85
bakterirakkudest vabanenud DNA-d vdi plasmiidi. GC- rohkete jarjestuste korral lisasin ka 3 pl
Solis BioDyne GC- segu. Alternatiivselt kasutati Solis BioDyne FIREPol Mastermix-i, sel juhul
sisaldas reaktsioon 10 pmol spetsiifilist praimerit, matriitsi ja mahuni vett. PCR-programm
koosnes 25—30 tstiklist, mis sisaldasid jargmisi etappe: 30-60 s 96°C DNA denatureerimiseks, 30—
60 s 58°C praimerite seondumiseks matriitsahelale ning séltuvalt amplifitseeritava ala pikkusest
30-60 s 72°C DNA stinteesiks. Juhul kui reaktsioonis kasutati kuumutamata bakterirakke lisati

enne tsikli algust 2 min etapp 96°C juures, et bakterirakke I6hkuda. Kui kasutati Solis BioDyne
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FIREPol Mastermixi kuumutati segu 12 min 96°C juures, et aktiveerida termostabiilne DNA

poliimeraas.

2.2.5 Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidse DNA eraldamiseks rakkudest kasutati Favorgen-i DNA FavorPrep Plasmid DNA
Extraction Mini Kit-i jargides tootja protokolli. DNA voeti lles 70 pl-s eludeerimispuhvris,

kontrolliti geelil ja hoiustati -20 °C juures.

2.2.6 Geelelektroforees

Nii PCR-produktide kui plasmiidse DNA analtiisimiseks kanti DNA, vastavalt produktide suurusele
1- vOi 2 % agaroosgeelile 1x TAE puhvris (50 mM Trisatsetaat, 1ImM EDTA; pH 8,2), kuhu oli
visualiseerimiseks lisatud etiidiumbromiidi (0,20 pg/ml). DNA pikkuse hindamiseks kanti geelile
ka TFS ZipRulerExpress suurusmarker 1 vOi 2. Vees lahustatud DNA-le lisati 5 pl 3 pl
laadimispuhvrit (0,04 % broomfenool-sinise lahus 50 % glitseroolis). Geeli voolutati pingel 5

V/cm. DNA visuliseerimiseks pildistati geeli UV- laual, lainepikkusel 302 nm.

Peale RNA eraldust saadud materjali kvaliteedi hindamiseks kasutati etiidiumbromiidita 1 % TAE-
puhvris agaroosgeeli. Vordluseks oli varem eraldatud RNA. Geel varviti voolutamise jarel hoides

geeli 10 min etiidiumbromiidi sisaldavas vesilahuses.

2.2.7 DNA sekveneerimine

DNA nukleotiidse jarjestuse kontrollimiseks proovid sekveneeriti. Kasutamata jadanud
oligonukleotiidide eemaldamiseks toddeldi PCR proove 2,5 U E.coli Exol-i ja 1 U aluselise
fosfataasiga (FastAP) 30 min jooksul 37°C juures, reaktsiooni peatamiseks hoiti proove 15 min 80°
C juures. Sekveneerimisreaktsioon I6ppmahuga 10 pl sisaldas 2 ul 5x lahjenduspuhvrit (200 mM
Tris pH 9,0, 6 mM MgCly), 0,7 ul BigDye Premix-i, 1 pl vastavat praimerit (1,6 pmol), 1 ul
puhastatud PCR- i produkti ning mahuni deioniseeritud vett. Proovide sekveneerimiseks kasutati

firma Applied Biosystems BigDye Terminator v3.1 sekveneerimiskomplekti jargides tootja
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protokolli omapoolsete modifikatsioonidega. Sekveneerimisreaktsioon koosnes 30 tsuklist
jargmistel tingimustel: 15595 °C, 10 s 58 “Cja 45 s 60 °C. Reaktsioonisegu sadestati 2 ul dekstraani
ja 30 ul kiilma 96 % etanooliga. Sadet pesti kaks korda 180 pl 75 % etanooliga, supernatant
eemaldati ja hoiti 65°C juures kuni etanool oli aurunud. Proov voeti liles 10 pl 70 % formamiidis.
Kasutati TU genoomika instituudi sekveneerimise tuumiklabori teenust Sanger- tiilipi

sekveneerimiseks. Saadud sekventsi anallilsiti programmiga SnapGene Viewer 4.2.11.

2.2.8 Kompetentide valmistamine ja elektroporatsioon

Kompetentide tegemiseks kasvatati P. putida PaW85 rakke le66 5 ml LB- sdotmes.
Tsentrifugeeriti kokku 1,5 ml bakterikultuuri 90 s (11 000 g), supernatant eemaldati ja rakke pesti
kolm korda 1 ml 300 mM sahharoosi lahusega. Peale viimast tsentrifugeerimist eemaldati

supernatant ja rakud resuspendeeriti 0,5 ml 300 mM sahharoosi lahuses.

Plasmiidse DNA voi ligaasisegu viimiseks rakkudesse kasutati elektroporatsiooni. 70 ul
kompetentsetele rakkudele lisati ligikaudu 20 ng plasmiidset DNA-d, saadud segu pipeteeriti
kiivetti ning elektroporatsioon viidi labi firma BioRad elektroporaatoriga E. coli pulser pingel 2500
V. Kivetist valja pestud rakke kasvatati 1,5 ml LB-s 45- 60 min, rakud kontsentreeriti
tsentrifuugimisega ja plaaditi kanamiitsiini sisaldavale LB-tardagarile, millele oli lisatud X- gal-i

(0,1 pg/ml).

2.2.9 pfeR-ll deletsioontiive konstrueerimine I-Scel siisteemiga
Tlve saamiseks, kus geen pfeR-Il ja pfeS-1l oleks deleteeritud, konstrueeriti pEMG-pfeRS plasmiid.

Selleks kasutati circular polymerase extension cloning (CPEC) protokolli (Quan and Tian, 2011),
kus amplifitseeriti pfeRS-Il operoni eelnev (TS1) ja jargnev ala (TS2) ning vektori pEMG (Martinez-
Garcia ja de Lorenzo, 2011) DNA nii, et PCR-produktide otsad on produktidel kattuvad. Saadud
PCR produktid Ghendati jargneva PCR-ga. Selleks kasutati praimeripaari 5.8-pfeSll-5’ ja 2.8- EMG-
Scel pfeSll-3’ , mille abil amplifitseeriti Gles 740 nt pikkune DNA 16ik pfeS-Il geeni jarelt ning
praimeripaari 4.8-pheRII-5" ja 6.8-S5'-pheRII-3’ abil 631 nt pikkune DNA |15ik pfeR-Il geeni eest ning
vektori pEMG amplifitseeriti kasutades praimereid 3.8-pfeS-Scel-EMG3 ja 1.2-EMG5’.
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Saadud plasmiid poreeriti P. putida tlivesse PaW85 ning plaaditi Km sisaldavale agarile, valiti valja
Km-resistentsed kointegraadi transkonjugandid, mis nimetati PaW85pEMGpfeRS. Sobivaid
kolooniaid kontrolliti PCR-iga (praimerid PfeSlI-Kl, 4.9PfeRII-5’, pfeRII-RACE) 4) Rakkudesse viidi
elektroporatsiooniga plasmiid pSW (Wong ja Mekalanos, 2000), mis sisaldab restrikaasi I-Scel, et
indutseerida dsRNA katkeid kromosoomi inserteerunud plasmiidis pEMG. Indutseerimaks I-Sce-I
tegema kaheahelalisi 18iked restriksioonisaitides kasvatati rakke (ile66 5 ml LB-s koos meta-
toluaadiga (1-1,5 mM), mis on I-Scel promootori induktor ja penitsilliiniga (1000), et selekteerida
pSW plasmiidi. Jargnes kolooniate paralleelkilv LB ja Km sisaldavale agarile. Kui on toimunud
homoloogiline rekombinatsioon TS1TS2 fragmendi ja kromosoomis oleva geeni jargse- vdi eelse
ala vahel kaotavad rakud pEMG plasmiidi kadumise tdttu voime kasvada Km- sisaldaval s66tmel
ehk valitakse valja Km sensitiivsed kloonid. Valitud kloone kontrolliti PCR-iga. 5) pSW plasmiidist

vabanemiseks kasvatakse rakke ile66 ilma selektiivse surveta ehk ilma antibiootikumita s66tmes.

2.2.10 B- galaktosidaasi eriaktiivsuse m6otmine

Erinevate kasvutingimuste ja ainete mdéju hindamiseks uuritavate geenide gacS ja pfeR-Il
transkriptsioonile kasutati modifitseeritud Milleri meetodit, mis p&hineb reportergeeni lacZ
kasutamisel, et hinnata promootori aktiivsust (Miller, 1972). Selle jaoks kloneeritakse uuritav
promootorala lacZ ette ja transkriptsiooni aktiivsust hinnatakse tekkiva LacZ hulga jargi, mis
valjendub varvusetu substraadi ONPG lagundamisel tekkiva kollase produkti orto- nitrofenooli

hulgas rakukoguse kohta.

B- galaktosidaasi testi jaoks kasvatati rakke 5 ml s66tmes koos antibiootikumiga kanamitsiin nii
IPTG juuresolekul (1 mM) kui puudumisel, 18 h 30 °C juures, aereerides kultuuri loksutil.
Mikrotiiterplaadil tehtud katse jaoks kasutasin ettekasvatatud rakukultuuri, mida lisasin 10 ml
s06tme kohta 100 pl. Parast seda pipeteerisin segu 200 pul kaupa mikrotiiterplaadile ja kasvatasin

samuti 18 h 30 °C juures.

Esialgseks skriinimiseks tehti B- galaktosidaasitest mikrotiiterplaadil, mille puhul oli
reaktsioonimaht 205 ul, see vdimaldas hinnata korraga paljusid konstrukte ja mddta mitmete
tingimuste moju transkriptsioonile iheaegselt kasutades vaikest hulka reagente. Tapsemate

tulemuste saamiseks kasvatati rakke katseklaasis ning produkti teket moddeti 1070 pl.
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Katseklaasis kasvatatud rakkudest B- galaktosidaasi eriaktiivuse maaramiseks voeti: 800 ul Z-
puhvrit (60 mM Na2HPO4, 35 mM NaH;PO;, 10 mM KCI, 2 mM MgS04, 28 mM B-
merkaptoetanool), 50 ul kloroformi (pH 7) ja 20 ul rakke. Reaktsioon kaivitati substraadi, 200 pl
ONPG (orto-nitrofentiiil-B-D-galaktopiranosiid, 4 mg/ml) lisamisega. Piisava kollase varvi
formeerumisel fikseeriti reaktsiooni aeg ning peatati reaktsioon 500 ul 1 M NaCOs lisamisega.
Seejarel moddeti reaktsiooni tulemusena tekkinud produkti orto- nitrofenooli neeldumine
lainepikkusel 420 nm ning lGlsunud rakkude optiline tihedus 550 nm juures. B- galaktosidaasi
eriaktiivsus arvutati valemiga:

£ 1000 x (0D420 — 1,75 X OD550
B t x V x 0D580

, kus E on B- galaktosidaasi eriaktiivsus viljendatuna Milleri Gihikutes (MU) OD420 on 420 nm
juures moéddetud orto- nitrofenooli neeldumine, OD550 on 550 nm juures mdddetud lGlisunud
rakkude tihedus, OD580 on 580 nm juures mdddetud rakukultuuri tihedus, t on reaktsioonile

kulunud aeg minutites ja V reaktsioonisegusse lisatud bakterikultuuri maht milliliitrites.

Mikrotiiterplaadil oli reaktsioonisegu maht vaiksem, sisaldades 149 ul Z- puhvrit, 5 ul rakke, 5 pl
kloroformi, reaktsioon kaivitati 46 ul ONPG- lahusega ja peatati lisades 85 ul Na>COs. Eriaktiivsuse
arvutamise valem mikrotiiterplaadi jaoks:

£ 100 x (0D420 — 1,75 x OD550
- t X Vx 0D580

2.2.11 Statistiline analiiis

Statistilise anallilisi tegemiseks kasutati TIBCO Statistica tarkvarapaketi versiooni 13.5. Andmete
anallilisimiseks kasutasin Uhe- voi mitmefaktorilist ANOVA-t ning Uksikvalimite erinevuste
leidmiseks Bonferroni jareltesti olulisnivooga 0,05. Joonistel on ndidatud tulemuste aritmeetilised
keskmised koos 95% usalduspiiridega ja homogeensusriihmadega. Tulpadel naidatud
homogeensusriihmad naitavad andmeriihmade sarnasust. Sama tdhe korral on rihmade p-

vaartus tle 0,05 ehk riihmade keskmiste vaartuste vahel ei ole statistiliselt olulist erinevust.
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2.3 Tulemused ja arutelu
2.3.1 Geeni gacS promootorite kindlakstegemine ja iseloomustamine

Uurimaks, kas geenide gacs ja pfeR-Il transkriptsiooni regulatsiooni kirjeldab ekskludoni kontsept
on oluline teada vastavate geenide promootorite paiknemist. Eelkdige, kas nende,
vastassuunaliselt transkribeeritud geenide promootorid asuvad nii, et tekkivad transkriptid
kattuksid. Bakalaureusetd6s tuvastasin, méodtes promootorala lihendamisel saadud konstruktide
B-galaktosidaasi eriaktiivsust, geenile gacS kaks potentsiaalselt promootorit: P1lges, mille -10
heksameer asub geenist -55...-60 nt lilesvoolu (jarjestus ATTGAA ) ja P24acs, asukohaga -209...-213
nt (TAAATA) (Hendrikson, 2019).

Esimeseks eesmargiks oli teha kindlaks eelnevalt leitud promootorite tdpne asukoht 5 RACE-PCR
metoodika abil, mis vGimaldab kaardistada geenilt transkribeeritavate mRNA-de 5’ otsi. Need
omakorda viitavad promootorite asukohale. Kahjuks ei 6nnestunud RACE-iga tuvastada ei geeni
gacs ega pfer-Il mRNA 5’ alguspunkte. Kuna mRNA 5’ alguspunktide maaramine kontrollgeeniga
lapA Onnestus voib vilistada ebadnnestumise tehnilistel p&hjustel. RACE-i luhtumist vdis
pOhjustada promootorala kdorge GC-korduste hulk, mis voivad raskendada DNA amplifitseerimist

|abi sekundaarstruktuuride tekke.

Seetdttu vOtsin kasutusele bakalaureuset66 metoodika, mis pdhineb uuritava promootorala
fragmentide kloneerimisel reportergeeni lacZ ette ja transkriptsiooni aktiivsuse hindamisel B-
galaktosidaasi eriaktiivsuse mootmisega. Lisaks kasutasin promootoralade funktsionaalsuse
kindlakstegemist potentsiaalsete promootorite -10 heksameeri muteerimist GC- rikkaks, mille
tulemusena peaks promootori olemasolu korral LacZ eriaktiivsus tugevasti langema vorreldes

muteerimata konstruktiga.

Kasutasin nelja gacS promootorala konstrukti (tabel 1a), mis kdik olid 290 nt pikad. Konstrukt
PB_Pgacs-0 oli gacS-i natiivne, mutatsioonideta promootorala, pB_Pgacs-P1m ja pB_Pgacs-P2m
puhul oli dra muteeritud vastavalt hlipoteetilise promootori P1gacs (ATTGAA->GAGTGG) voi P2gacs
(TAAATA->CCTCCA) -10 jarjestus, pB_Pgacs-PImP2m on dra muteeritud mdlema hipoteetilise
promootori -10 jarjestused. pBLKT on tiihi vektor, mis ei sisalda lacZ geeni ees uuritava

promootorala fragmenti, kasutasin seda kui negatiivset kontrolli. Kuna oli kahtlus, et gacS-i
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promootori(te) aktiivsus voib olla kasvufaasist soltuv moo6tsin eriaktiivsust bakterikultuuris nii

eksponentsiaalses (joonis 1b) kui statsionaarses kasvufaasis (joonis 1c).

Natiivse promootoralaga konstrukt pB_Pgacs-0 andis statsionaarse faasi rakkudes LacZ
eriaktiivsuseks 867 MU (joonis 1c), eksponentsiaalses faasis aga 330 MU (joonis 1b). Oletatava
promootori muteerimisel konstruktis pB_Pgacs-P1m langeb eriaktiivsus statsionaarse faasi puhul
jarsult, Gle kiimne korra 80 MU-ni ja eksponentsiaalses vastavalt 8 MU-ni, need vaartused ei erine
statistilise anallilisi jargi oluliselt tiihja vektori pBLKT’ tagatud LacZ eriaktiivsuse vaartusest 4 MU
ja 2 MU rakkudes. Kuna promootori funktsionaalsuse hiirimisel langeb transkriptsiooniline
aktiivsus nn tiihja vektoriga sarnaseks vOib eeldada, et P1lgscs ndol on tegemist funktsionaalse
promootoriga. Seevastu P24,s muteeritud konstruktis pB_Pgacs-P2m on B-galaktosidaasi
eriaktiivsus statsionaarses faasis 740 MU, mis ei erine oluliselt natiivse promootorala pB_Pgacs-0
LacZ vaartusest 867 MU (joonis 1c). Ka eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudes on eriaktiivsuse
vaartused sarnased, pB_Pgacs-P2m puhul 302 MU ja pB_Pgecs-0 puhul 330 MU, mis ei erine
statistiliselt olulisel maaral natiivse promootorala konstrukti vaartusest. Seega P24qcs tdendoliselt
ei ole, vahemalt antud tingimustel, funktsionaalne promootor, kuna promootori -10
konsensusjarjestuse muteerumisele ei jargne olulist eriaktiivsuse langust. Kuid tegu vdib olla ka
tlip 2 statistilise veaga (vale negatiivsega), mille t&ttu on pB_Pgacs-P2m ja pB_Pgacs-0 eriaktiivsuse
vaartuste vahelised erinevused tdlgendatud mitteoluliseks ja tegemist vdib siiski olla vaga norga
promootoriga. Teine teoreetiline vdimalus on, et muteeritud pole Gige jarjestus, voi et sisseviidud
mutatsioonid pole olnud piisavad, et promootori funktsionaalsus oleks piisavalt tugevalt hairitud
ja LacZ eriaktiivsus langeks olulisel maaral. Samas see v@imalus on sigma70-tiilip promootorite
puhul ebatbéendoline, sest potentsiaalne -10 jarjestus on muudetud vaga C-rikkaks
(TAAATA—>CCTCCA). Muidugi potentsiaalne promootor ei pea olema sigma70-tiilipi promootor,
sellisel juhul oleks sisseviidud mutatsioonidel ndrk mdju. Kolmandaks voimaluseks on, et tegemist
tOesti ei ole promootoriga ning et bakalaureusetdds leitud teisele promootorile viitav
eriaktiivsuse langus oli lihtsalt tingitud 3’ otsa lihendamisel tekkinud artefaktse promootori vilja

[6ikamisest.
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Joonis 1. Pseudomonas putida PaW85 gacS geeni promootorala ja transkriptsioon LacZ
reportergeeni aktiivsuse kaudu. (a) joonis illustreerimaks geeni gacS promootorala konstruktide
paiknemist. Pikk kollane kast tahistab konstrukte pB_Pgacs-0/P1m/P2m/P1mP2m, mis kdik on
sama pikkuse ja asetsusega, kuid erinevad muteeritud -10 jarjestuste poolest. Sinised kastid
tahistavad Fis-i seondumisjarjestusi, roheline ja kollane nool tdhistavad vastavalt geenide pfeR-ll
ja gacS TSS. (b,c) PB-galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused moddetuna LB-s kasvatatud
eksponentsiaalse (b) ja statsionaarse kasvufaasi (c) bakterikultuuri rakkudest. Rakud sisaldasid
plasmiide pB_Pgacs-0, pB_Pgacs-P1m, pB_Pgacs-P2m ja pB_Pgacs-P1mP2m ja pBLKT’. Statsionaarse
kasvufaasi andmete puhul on esitatud vahemalt 24 ja eksponentsiaalse kasvufaasi andmete puhul
Uheksa paralleeli aritmeetilised keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega.

Homogeensusgruppide sarnased tahed naditavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest
olulisel maaral (p>0,05).
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Kuna LacZ-i eriaktiivsus oli gacS promootorala konstruktide puhul statsionaarse kasvufaasi
rakkkudes kdrgem kui eksponentsiaalses kasvufaasis, tekkis kiisimus, kas P1gacs vOib olla sigma
faktori RpoS, mis on (ldine stressi sigmafaktor, kontrolli all véi on lihtsalt tegu LacZ
akumuleerimisega rakkudesse. Selle kontrollimiseks mootsin konstruktide pB_Pgacs-0, pB_Pgacs-
P1m, pB_Pgacs-P2m ja pB_Pgacs-P1mP2m ja pBLKT’ eriaktiivsust PaW85ArpoS tives, kus RpoS-i
kodeeriv geen on deleteeritud. Juhul kui promootor on RpoS-st sdltuv, peaks deletsioonitlives
moodetud eriaktiivsuse vaartused olema vaiksemad vorreldes PaW85, metsiktives
moddetutega. Natiivse promootoralaga konstrukti pB_Pgacs-0 puhul on LacZ eriaktiivsus
metsiktiilipi tiives 967 MU ja rpoS- deletandis 1055 MU, mis on v&rreldavad tulemused (joonis 2).
Kui P1gacs on muteeritud konstruktis pB_Pgacs-P1m, siis on LacZ eriaktiivsus vastavalt metsiktiives
100 MU ja rpoS deletanttiives 33 MU (joonis 2). Ehk P14,cs muteerumisel langeb LacZ erikaktiivsus
RpoS-i puudumisel rakkudes umbes kolm korda. Konstruktis pB_Pgacs-P2m, kus on dra muteeritud
P2gacs ON sarnaselt natiivse promootoralaga LacZ eriaktiivsus vastavalt 976 MU ja 1105 MU.
Konstruktis, kus mdlema potensiaalse promootori -10 heksameer on dra muteeritud pB_Pgacs-
P1mP2m, on LacZ eriaktiivsus metsiktiives PaW85 81 MU ning rpoS- deletsioonitiives 29 MU, mis
on sarnane Plgecs muteeritud konstrukti juures nahtud pea kolme kordne eriaktiivsuse langusega

(joonis 2). Niinimetatud tiihi vektor pBLKT’, andis mdlemas tiives LacZ eriaktiivsuseks 4-5 MU.
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Joonis 2. RpoS-i mdju geeni gacS traskriptsioonile reportergeeni LacZ aktiivsuse kaudu. -
galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused on moddetud P. putida PaW85 ja PaW85ArpoS tlivedes.
Statsionaarse kasvufaasi rakud, kasvatatud LB- s66tmes. Rakud sisaldasid plasmiide pB_Pgacs-0,
PB_Pgacs-P1m, pB_Pgacs-P2m ja pB_Pgacs-PImP2m ja pBLKT'. Esitatud on kaheksa paralleeli
keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased
tdhed naitavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).
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Kuna natiivse promootoralaga konstrukti pB_Pgacs-0 korral ei toimunud rpoS-deletantsestiives
markimisvaarset eriaktiivsuse langust vorreldes metsiktlivega PaW85 ning ainult promootori
Plgecs muteerimise korral konstruktis pB_Pgecs-P1m  toimub umbes kolme kordne LacZ
eriaktiivsuse langus PaW85ArpoS tlives vorreldes PaW85, siis tGendoliselt pole geeni gacS
transkriptsioon sigma faktori RpoS kontrolli all. Jaab selgusetuks, miks P14qcs muteerimisega LacZ
eriaktiivsus kolm korda langeb. V&imalik, et Plgscs muteerumisega tuleb nahtavale P2gqcs ndrk
aktiivsus, mis on RpoS-séltuv véi mone regulaatori kontrolli all, mille ekspressiooni RpoS
kontrollib. Sest promootorita konstrukti korral, eeldusel, et P24,cs promootorit pole, ei tohiks
PB_Pgacs-P1m rakkus LacZ eriaktiivsus muutuda sOltumata olemasolevatest sigma faktoritest
rakus. Sarnase tulemuse saab ka topeltmuteeritud promootoritega vektoriga pB_Pgacs-P1mP2m
rakkudes LacZ eriaktiivsuse modtmisega, mis viitab asjaolule, et ilmselt pole leitud teist

promootorit, mis annaks LacZ madala eriaktiivsuse.

Meie laboris tehtud té6dest on teada, et globaalne transkriptsiooni regulaator Fis seondub geeni
gacS promootoralale in vitro (Lahesaare, 2011) ja avaldab teatud tingimustel nditeks M9-glc-CAA
so0tmes kasvatamisel norka positiivset méju gacS-i transkriptsioonile (Moor, 2011; Moor et al.,
2014). Tollal ei olnud gacS-i promootorite tapsed asukohad teada ning dhku jai vdimalus, et Fis
siiski avaldab mdju gacS-i transkriptsioonile nGrgema promootori kaudu ja tugevama promootori

aktiivsus maskeerib selle.

Selleks, et uurida Fis-i moOju gacS-i transkriptsioonile kasutasin P. putida fis-i Gleekspressioonitiive
F15 (tabel 3). Selles tiives on kromosoomi viidud P:iac promootori kontrolli alla lisa fis geen ning
IPTG lisamisega saab fis-i lileekspresseerida. Kunas F15-s on fis-i Gleekspressiooni kassett viidud
kromosoomi mini-Tn7-ga, siis tulemuste vordlemiseks kasutasin referentstiive PSm. See on P.
putida tivi, mille kromosoomi on mini-Tn7-ga viidud SmR-geen (tabel 3). Kasvatasin rakke LB
sootmes, millele oli vai ei olnud lisatud 1 mM IPTG-d. Kuna referentstiives PSm IPTG lisamine ei
pohjustanud LacZ eriaktiivsuse muutust, siis jarelikult IPTG-l polnud iseseisvat mdju lacZ geeni

ekspressioonile ning vdimalik efekt saab tulla ainult fis geeni nn lleekspressioonist (joonis 3).

Minu t606s saadud tulemus kinnitab, et esiteks fis-i Gleekspressioon ei mdjuta LB-s66tmes gacS-i
transkriptsiooni promootorilt P1gacs, sest pB_Pgacs-0 LacZ eriaktiivsuse vaartustes vahel F15 tiives-

1 mM IPTG-ga- 1238 MU ja IPTG-ta- 1222 MU ei ole olulist erinevust (joonis 3). Samuti on F15-s
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LacZ eriaktiivsused sarnased, kui P2gqscs on muteeritud konstruktis pB_Pgacs-P2m. Samas on Fis-i
moju promootorilt P24.cs ebaselge, sest kuigi F15 pB_Pgacs-P1m LacZ eriaktiivsused ei soltu fis-i
Uleekspressioonist statistilise analllsi jargi, kuid kui vorrelda eriaktiivsuse arvvaartusi, siis
konstruktis pB_Pgacs-P1m, kus ainult potentsiaalne promootor P2g.s pOhjustab fis-i
Uleekspressioonil kaks korda madalama LacZ eriaktiivsuse, 1 mM IPTG on LacZ eriaktiivsus 107
MU versus F15 ilma IPTG-ta 56 MU (joonis 3). See viitab tiilip 2 statistilisele veale. Sarnaselt
eelnevatele katsetele ei tohiks konstrukt pB_Pgacs-P1mP2m tagatud LacZ-i eriaktiivsused enam fis-
i Uleekspressioonist mdjutatud olla. Kuid sarnaselt RpoS-i séltuvusega sain pea kolme kordse (2,7)

languse kui fis-i ekspressiooni suurendati IPTG lisamisega.
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Joonis 3. . Fis-i mdju geeni gacS traskriptsioonile reportergeeni LacZ aktiivsuse kaudu B-
galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused P. putida tliivedes PSm ja F15. Statsionaarse kasvufaasi
rakud, kasvatatud LB- s66tmes. Rakud sisaldasid plasmiide pB_Pgacs-0, pB_Pgacs-P1m, pB_Pgacs-
P2m ja pB_Pgacs-PImP2m ja pBLKT’. Tumedamad tulbad tahistavad eriaktiivsuse vaartusi kui
so6tmele on lisatud 1 mM IPTG-d, heledad ilma. Esitatud on viie paralleeli keskmised koos 95%
usalduspiiride ja homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tahed naitavad, et
aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).

Kokkuvodtvalt, gacS-i ees on kindlasti Uks promootor, Plges, mis asub geenist -55..-60 nt
Ulesvoolu. Promootori P244s olemasolu jadb praegu lahtiseks. Arvestades RpoS-i ja Fis-i katse

tulemusi, siis on vdimalik, et gacS-i ees on veel liks ndrk promootor, mille -10 heksameer asub
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muteeritud jarjestusest eemal. Samuti on vdimalik, et antud uurimisto6s kasutatud tingimustel
(nt s06de, kasvutemperatuur etc.) pole P2g4qcs piisavalt aktiivne. Teisisdnu, see promootor vdib
omada tahtsust kasvutingimustel, mida ma ei uurinud. LB s66tmes ei ole vdimalik taasluua koiki

looduses esinevaid tingimusi, mille korral teine promootor vdib olla aktiveeritud ja vajalik.

2.3.2 Geeni pfeR-Il promootorite kindlakstegemine ja kirjeldamine

Jargmiseks sammuks oli gacS-i vastasahelal asuva naabergeeni pfeR-Il (PP_1651) promootorite
kindlakstegemine. Geen pfeR-Il algus on 214 nt gacS-st Ulesvoolu ning need geenid jagavad
promootorala. Bakalaureusetoos lihendasin pfeR-Il promootorala 5’ otsast, ja méotsin saadud
konstruktide B-galaktosidaasi eriaktiivsusi. Leidsin kaks piirkonda, kus vdis olla promootor: -138...-
200 nt (vGimalik P2pfer) ja -14..-56 nt (voimalik Plprer-n) pfeR-Il annoteeritud alguspunktist

tlesvoolu.

Sarnaselt gacS-i mRNAde 5 otsa kindlakstegemisega ebadnnestus ka pfeR-II mRNA 5’ otsa
kindlakstegemine RACE meetodil (andmeid pole toodud). Seetbttu proovisin promootorite
asukohta tdapsemalt kindlaks teha liihendades promootorala samm haaval 3’ otsast ja m&otes B-
galaktosidaasi eriaktiivsust, pohimottel, et promootori -10 heksameeri katkestamisel voi
valjaldikamisel tekib olukord, kus eriaktiivsus langeb tiihja vektori tasemele. Oletatava
promootori P2ysr-i kontrollimiseks tehti konstruktid pB_Ppferi-2/3-6, PB_Ppferi-2/3-5, pB_Ppferir-
2/3-4, pB_Ppreri-2/3-2 (joonis 4a). Pikim konstrukt pB_Pprri-2/3-2 sisaldab kogu oletavat ala, mille
araldoikamise langes eriaktiivsus aktiivsus ja kus voib olla P2fer-i. KOigi 2/3 konstruktide 5’ ots on
sama- 200 nt geeni algusest (lesvoolu. Saadud B-galaktosidaasi eriaktiivsuse vdartused on vaga
madalad, k&ige liihemas konstruktis pB_Ppferi-2/3-6 vaid 2 MU ja pikemates konstruktides 6-8
MU, mis on arvvairtuselt vdrreldavad tiihja vektoriga LacZ eriaktiivsusega 6 MU (joonis 4b). Kuigi
statistiliselt on pB_Ppferi-2/3-2 ja pB_Ppferi-2/3-4 oluliselt erineva viirtusega- vastavalt 8 MU ja 7
MU kui tihja vektori antud LacZ vaartus 6 MU, siis tdendoliselt saadud vaartustel ei ole
bioloogiliselt olulist erinevust ning leitud erinevus on statistilise anallsi ilehinnang no tidlp 1

viga ja promootorit antud piirkonnas tdenaoliselt ei ole (joonis 4b).
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Oletatava promootori P1psri kontrollimiseks konstrueeriti plasmiidid pB_Ppferi-5/6-5, pB_Ppferir
5/6-4, pB_Ppferi-5/6-3, pPB_Ppferi-5/6-2 ja pB_Ppreri-5/6-1. Kbigi 5/6 konstruktide 5’ ots on 69 nt

geeni alguspunktist tlesvoolu ja 3’ otsa lihendatakse (joonis 4a).
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Joonis 4. Pseudomonas putida PaW85 pfeR-Il geeni promootorala ja transkriptsioon LacZ
reportergeeni aktiivsuse kaudu (a) geeni pfeR-Il promootorala konstruktide kaart- hallid kastid
tahistavad alasid, kus voib asuda promootor, rohelised kastid tahistavad promootorite olemasolu
kontrollimiseks tehtud konstrukte, roheline nool tahistab geeni pfeR-Il alguspunkti ja sinised
kastid Fis-i seondumisjarjestusi (b,c) B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vadartused mooddetuna
statsionaarse kasvufaasi, LB- s66tmes kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes. Rakud sisaldasid
plasmiide pB_Ppferi-2/3-6, pB_ Pperi-2/3-5, pPB_ Ppreri-2/3-4, pB_ Ppferi-2/3-2; pB_ Ppferi-5/6-5,
pB_ preR//-5/6-4, pB_ preR//-5/6-3, pB_ preR//-5/6-2 ja pB_ preR//-5/6-1 ja pBLKT'. Esitatud on
kaheksa paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega.
Homogeensusgruppide sarnased tdhed nditavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest
olulisel maaral (p>0,05).

B-galaktosidaasi eriaktiivsus langeb jarsult konstruktil pB_Ppsri-5/6-2, mille eriaktiivsus on 4 MU,
mis on sada korda vihem kui 16 nt pikem pB_Ppferi-5/6-1, mille eriaktiivsus on umbes 400 MU.
Jarelikult selles 16 nt osas on promootor vOi osa promootorist ja mille puudumine voi
katkestamine hairib transkriptsiooni (joonis 4c). Visuaalsel vaatlusel leiti sealt sigma70
promootori -10 konsensusjarjestusega sobiv jarjestus AATAAT. 3’ otsa lihendamisel on ohuks
artefaktsete promootorite teke, mis kahjuks selle katse juures tekkis ja on tGendoliselt pdhjus
ootamatuks eriaktiivsuse tSusuks konstrukti pB_Pyferi-5/6-3 puhul. Konstrukt pB_Ppferi-5/6-3 ja
sellest lihemate konstruktide pB_Ppferi-5/6-4 ja pB_Ppreri-5/6-5 eriaktiivsuse vaartused 2 ja 8 MU
ei erine nn tihjast vektorist pBLKT’.

Jargnes oletatava promootori P1lysri konsensusjarjestuse muteerimine (AATAAT->CACAAC) nn
taispikas konstruktis, mis sisaldas pfeR-Il promootorala pikkusega 354 nt (joonis 6a). Juhul kui on
tegu funktsionaalse promootoriga peaks promootori muteerimise tulemusena B-galaktosidaasi
eriaktiivsus langema. Natiivse promootrorala konstrukti pB_Pprri-1 eriaktiivsus on 160 MU,
oletatava promootori muteerimisel konstruktis pB_Ppreri-primut aga 16 MU, mis on vérreldav
tihja vektoriga pBLKT’ (joonis 5). Promootori Plprrr muteerimise tagajarjel LacZ eriaktiivsuse
langemine tiihja vektoriga vorreldaks viitab, et tegu on funktsionaalse promootoriga. Seega on
geenil pfeR-1l (ks promootor, mille -10 heksameer asub 6..11 nt geeni annoteeritud

alguspunktist.

35



200

— b

| 1

£ 150 k

"

3

S

= 100

-

R

()

= 50

a0 a

a e a
O 1 1

pB_PpfeRlIl-1 pB_PpfeRIl-primut pBLKT'

Joonis 5. Promootori muteerimise mdju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ
aktiivsuse kaudu. B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused moddetuna statsionaarse kasvufaasi,
LB- s66tmes kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes. Rakud sisaldasid plasmiide pB_Ppferi-1,
pPB_Ppreri-prlmut ja pBLKT'. Esitatud on 14 paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja
homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tdhed nditavad, et aritmeetilised
keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).

Selleks, et uurida, kas sigma faktoril RpoS vdib olla m&ju pfeR-Il transkriptsioonile méddeti B-
galaktosidaasi eriaktiivsust kolmes erineva pikkusega pfeR-Il promootorala konstruktis pB_Ppferi-
1, pB_Ppferi-4 ja pB_Ppreri-5 tlivedes PaW85 ja PaW85ArpoS. pB_Ppreri-1 ja pB_Ppferi-4 sisaldavad
kolme Fis- valgu seondumissaiti ja pB_Pperi-5 kahte. PaW85ArpoS tives on kdigi mdddetud
konstruktide eriaktiivsuse vaartused statistiliselt olulisel maaral kdrgemad kui PaW85 tilves
(joonis 6b). Kuna RpoS-i puudumine ei saa suurendada transkriptsiooni otseselt, siis tdendoliselt
on tegu mingi kolmanda regulaatori kaudse mdjuga, mis on RpoS-i kontrolli all ning

transkriptsiooni regulatsioon on keerulisem, kui esialgu arvati.

Kuna geenidel pfeR-Il ja gacS on lhine promootorala ning Fis-i sesondumisjarjestused asuvad ka
pfeR-Il geeni ees, siis kontrollisin saranaselt gacS promootorkonstruktidega kas Fis mdjutab pfeR-
I transkriptsiooni. IPTG ise ei mdjuta P. putida Psm tlives LacZ eriaktiivsust (joonis 7). Konstruktis
pB_Ppreri-1, mis sisaldas reportergeeni ees nn tdispikka pfeR-Il promootorala, oli LacZ eriaktiivsus
164 MU IPTG-ta ja peaaegu kolm korda madalam 57 MU 1 mM IPTG-ga sé6tmes, kus fis on (le
eksprsseeritud (joonis 7). Sarnast jarsku LacZ eriaktiivsuse langust fis-i lileekspressiooniga on ndha

ka lihemates konstruktides pB_Ppferi-4 ja pB_Ppreri-5. Kuna fis-i lileekspressioon F15 tlives on B-
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galaktosidaasi eriaktiivsuste vaartused madalamad kui samas tlives normaalsel fis-i tasemel, voib
jareldada, et Fis-il on negatiivne mdju antud geeni transkriptsioonile. Fis-i efekti kinnitamiseks
oleks vajalik teha kontrollkatse, kus promootorala konstruktidel on ara muteeritud Fis-i

seondumisjarjestused.
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Joonis 6. (a) geeni pfeR-Il promootorala konstruktide kaart. Seejuures on pB_Ppferi-P1mut sama
asetuse ja pikkusega kui pB_Ppreri-1 (b) RpoS sigma faktori mdju geeni pfeR-Il transkriptsioonile
reportergeeni LacZ aktiivsuse kaudu. Valged tulbad tdhistavad Paw85 ja hallid tulbad Paw85ArpoS
tives moodetud eriaktiivsuse vaartusi. Rakke kasvatati LB s6otmes ja modtmised on tehtud
statsionaarse kasvufaasi rakkudega. Rakud sisaldasid plasmiide pB_Ppferi-1, pPB_Ppferi-4, pPB_Ppferi-
5. Esitatud on 11 paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega.
Homogeensusgruppide sarnased tdahed naditavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest
olulisel maaral (p>0,05).

37



250 1

OIPTG-ta
200 | f ¢ of 01 mM IPTG
Huo f
2 50 |
o 220 7 de de 1
1
@ bcd % cde
S 100 - bed JH_
-
2 P ab ab
Q0 50 -
E 2 a
a e cheh
PSm | F15 | PSm ‘ F15 | PSm ‘ F15 | PSm | F15
pB_PpfeRIl-1 | pB_PpfeRll-4 | pB_PpfeRII-5 pBLKT

Joonis 7. Fis-i mdju geeni pfeR-1l promootorala konstruktide traskriptsioonile reportergeeni LacZ
aktiivsuse kaudu. B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused P. putida tivedes PSm ja F15.
Statsionaarse kasvufaasi rakud, kasvatatud LB- s66tmes. Rakud sisaldasid plasmiide pB_Ppferi-1,
PB_Ppferi-4, pB_Ppreri-5 ja pBLKT’. Valged tulbad tdhistavad ilma IPTG-ta paralleele, hallid 1 mM
IPTG-ga. Esitatud on seitsme paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja
homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tdhed naitavad, et aritmeetilised
keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).

Kokkuvdtvalt, geenidel pfeR-II ja gacS on kindlalt (ks promootor, mis asuvad teineteisest eemal
ega anna kattuvaid mRNAsid (joonis 6a). See omakorda vélistab geenide regulatsiooni
ekskludoniga. Samas pole paris selge, kas gacS-i ees on veel mdni promootor peale Plgss, mis

annaks regulatoorse voimaluse looduslikes tingimustes.

2.3.3 Erinevate faktorite moju geeni pfeR-Il transkriptsioonile

Valgu funktsiooni teadmine annaks head lisainformatsiooni transkriptsiooni aktivatsiooni ja
regulatsiooni kohta, kuid geen pfeR-Il kodeerib valku, mille funktsiooni ei ole kirjeldatud. Teada
on, et P. aeruginosa-s on pfeR-I seotud enterobaktiini kaudu raua omastamisega. P. aeruginosa
(PA_2686) ja P. putida PfeR-I valkude sarnasus on 71 % (E= 8x10!2). PfeR-I (PP_0534) ja PfeR-lI
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(PP_1651) valgu sarnasuse tdttu 51%, E= 6x107® vdib oletada, et ka PfeR-ll on sarnase
funktsiooniga ja osaleb raua omastamises (Winsor et al., 2016). Paremat informatsiooni PfeR-II
funktsiooni kohta annaks pfeR-ll deletsioontiivi ja deletsioontiive komplementatsioon
plasmiidselt ekspresseeritava pfeR-/l geeniga. Kahjuks deletsioontiive tegemine ebadnnestus
(andmeid pole toodud), kuid pfeR-Il trasnkriptsiooni uurimisega sain edasi minna. Uurisin,
millistel tingimustel on geenide transkriptsioon muutunud. Valisin faktorid, mis mdjutavad rakus
erinevaid struktuure voi fisioloogilisi protsesse, nt pollimiksiin-B ja EDTA mdjutavad raku
membraanide stabiilsust, penitsilliin hairib peptidoglikaankihi slinteesi, gentamitsiin mdjutab
membraani labilaskvust ja valkude translatsiooni, NaCl sisaldus mdjutab osmoosi, pH prootonite
kattesaadavsut ja kadu. Samuti mostsin raua mdju, sest PfeR-I on seotud raua homeostaasiga.
Fosfor lisati valimisse juhuslikult. M36tsin nende faktorite mdju taispika promootorala konstrukti

PB_P,reri-1 eriaktiivsusele vastavate lisanditega so6tmes (joonised 8-13).

Mikroelementides, mis on bakteri standards66tme komponent on raua I6ppkontsentratsioon 40
KM. Raua mdju hindamiseks transkriptsioonile kasutasin nn rauavaba M9-s6d6det, kuhu ei olnud
rauda lisatud. Hoolimata sellest voib s66de, kuhu tahtlikult pole rauda lisatud mingil maaral rauda
sisaldada teiste s66tmekomponentide jadkainena, kuid sellisel juhul on s66tmes rauda
minimaalselt. Tegin raua sisalduse neljakordse lahjenduste rea alates 40 uM kontsentratsioonist,

et jalgida LacZ eriaktiivsuse muutumist rakkudes, kuhu oli viidud konstrukt pB_Ppferi-1.

Vaiksemal raua kontsentratsioonil (0 — 0,625 uM) on LacZ eriaktiivsus kdrgem vorreldes LacZ
eriaktiivsustega so0tmetes, kus on rauda 2,5 — 40 uM. TeisisOnu, geeni pfeR-Il transkribeeritakse
rohkem siis, kui keskkonnas on rauda vidhe (joonis 8). See on kooskdlas PfeR-I transkriptsiooni

regulatsiooniga, mis on samuti mdjutatud raua sisaldusest keskkonnas.
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Joonis 8. Raua hulga m&ju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ aktiivsuse kaudu. B-
galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused on moddetud mikrotiiterplaadil statsionaarse kasvufaasi,
M9- s66tmes kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes, mis sisaldasid plasmiidi pB_Ppferi-1. Esitatud
on sootmesse lisatud raua kontsentratsioonid. Esitatud on vahemalt 22 paralleeli keskmised koos
95 % usalduspiiride ja homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tahed naitavad,
et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).

Hindamaks, kuidas mojutab fosfaadi kontsentratsiooni vahenemine pfeR-Il transkriptsiooni
kasvatati rakke fosforivaeses K10Tmt s66tmes, mis sisaldab vaid 0,14 mM Pi ning kuhu tiitriti sobiva
kontsentrastiooni saamiseks sisse K-fosfaadi lahust. Fosfori kontsentratsiooni suurenedes tduseb
ka transkriptsiooni aktiivsus, saavutades haripunkti kontsentratsioonil 26,4 mM, mida peale

langeb kergelt 66 mM juures (joonis 9).
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Joonis 9. Fosfori kontsentratsiooni mdju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ
aktiivsuse kaudu. Mo&ddetud mikrotiiterplaadil statsionaarse kasvufaasi, K10Tm- sootmes
kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes, mis sisaldasid plasmiidi pB_Ppreri-1. Esitatud on vahemalt
22  paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega.
Homogeensusgruppide sarnased tdhed nditavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest
olulisel maaral (p>0,05).

Poliimiiksiin-B (PB) kuulub poliipeptiidantibiootikumide hulka ja seondudes negatiivse laenguga
lipiid A-ga lipopollisahhariid kihis mdjutab membraanide permeaablust destabiliseerides
valismembraani (Khondker et al., 2019). Gentamiitsiin (Gm) on aminogliikosiid antibiootikum, mis
seondub bakteriaalse ribosoomiga ja inhibeerib valkude translatsiooni, lisaks on gentam{itsiinil ka
vaike efekt raku permeaablusele (Krause et al., 2016). Gramnegatiivseid baktereid Gimbritseb
peptidogliigaankiht, mis kaitseb neid osmootse réhu eest. Penitsilliin (Pn) on B- laktaam tiilpi
antibiootikum, mis hairib peptidogliikaankihi slinteesi, inhibeerides
transpepeptidaasireaktsioonis peptidogliikaane siduvat enstiimi DD- transpeptidaas (Yocum et

al., 1980).

Erinevate antibiootikumide moju pB_Pprri-1 eriaktiivsusele vorreldes lisanditeta puhta LB-
s06tmega kirjeldab joonis 10. Kasutatud antibiootikumide kontsentratsioonid on madalamad kui

eelnevalt maaratud minimaalne inhibitoorne kontsentratsioon (andmeid pole néaidatud).
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Polimuksiin-B (1,24 pg/ml), gentamitsiinil (1,23 pg/ml) ja penitsilliinil kontsentratsioonil (8
ug/mil) ei olnud moju B- galaktosidaasi eriaktiivsusele. Kuid penitsilliin kontsentratsioonil 51 pg/ml
oli eriaktiivsus 51 MU, mis erineb statistiliselt olulisel mé&ral puhtas LB-s66tmes mdddetud 32
MU (joonis 10). Seega on penitsilliinil, mis parsib bakteriseina siinteesi, kontsentratsioonis 51

ug/ml ndrk positiivne mdju geeni pfeR-Il transkribeerimisele.

Peale antibiootikumide mdju rakuseinale, membraanide stabiilsusele v&i translatsioonile vdivad
subinhibitoorses (SI) kontsentratsioonis antibiootikumid moduleerida transkriptsiooni (Davies et
al., 2006; Goh et al., 2002; Gupta et al.,, 2016; Laureti et al.,, 2013). SI kontsentratsioonis
antibiootikumid pdhjustavad laiaulatuslike muutusi transkriptsiooni profiilis, enamus geene, mille
funktsioon on muutunud ei ole seejuures otseselt seotud antibiootikumi funktsiooniga. P.
aeruginosa’s B-laktaam ttpi antibiootikum imipeneem mdjutas SI kontsentratsioonis positiivselt
beeta- laktamaasi, alginaadi- ja peptidogliikaani slinteesiga seotud geene ja negatiivselt viburi ja

pili siinteesiga seotud geene.
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Joonis 10. Erinevate antibiootikumide md&ju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ
aktiivsuse kaudu. B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vdartused on moddetud mikrotiiterplaadil
statsionaarse kasvufaasi, LB- s06tmes kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes, mis sisaldasid
plasmiidi pB_Pperi-1. Esitatud on vahemalt 45 paralleeli keskmised koos 95 % usalduspiiride ja
homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tdhed naitavad, et aritmeetilised
keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).
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Subinhibitoorses kontsentratsioonis B-laktaamid stimuleerivad biofilmi moodustamist P.
aeruginosa’s (Bagge et al., 2004). Gutierrez et al., 2013 néitas, et Sl kontsentratsioonis vdivad
mitmed antibiootikumid, sealhulgas B-laktaam tilpi antibiootikumid, indutseerida RpoS-i poolt
reguleeritud Uldist stressivastust modjutades RpoS-i ekspressiooni translatsiooni ja valgu

stabiilsuse tasemel.

Ma&otsin NaCl moju pB_Ppreri-1 eriaktiivsusele. Katseklaasis méddetud tulemused naitavad, et
NaCl kontsentratsiooni ja geeni pfeR-Il transkriptsiooni vahel on positiivne lineaarne seos,
k&rgemal soola kontsentratsioonil 1,75 % on eriaktiivsus suurem- 315 MU kui 1 % vdi 0,7 % NaCl,
vastavalt 145 MU ja 209 MU (joonis 11). Analoogsed katsed mikrotiiterplaadil andsid vastupidise
tulemuse, et NaCl kontsentratsiooni tdstmine kergelt parssis pfeR-Il transkriptsiooni. Sellest
tulenavalt on NaCl katseid vaja korrata, nditeks vaadata s66tme mahu voi aeratsiooni moju pfeR-
Il transkritpsioonile, kui s66tmes on tostetud NaCl kontsentratsioon (ile 0,7 %. NaCl sisalduse
moju pfeR-Il transkriptsioonile bioloogiline tahtsus on ebaselge. Samas, nditeks B. subtilis’e
rakkudes on nadidatud, et kdrgel soola kontsentratsioonil kasvatatud rakud kogesid rauapuudust
ning selle tottu oli mitmete tuntud ja vOimalike raua omastamisega seotud silisteemide

ekspressioon suurenenud (Hoffmann et al., 2002).
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Joonis 11. NaCl kontsentratsiooni mdju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ
aktiivsuse kaudu. B- galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused on moddetud katseklaasis kasutades
statsionaarse kasvufaasi, LB- so6tmes kasvatatud P. putida PaW85 rakke, mis sisaldasid pB_Ppferi-
1. Esitatud on vdhemalt 20 paralleeli keskmised koos 95 % usalduspiiride ja
homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide sarnased tdhed naitavad, et aritmeetilised
keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral (p>0,05).
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Gramnegatiivseid baktereid imbritseb lipopolisahhariididest (LPS) ja fosfolipiidididest koosnev
valismembraan, mis kaitseb baktereid hasti mitmesuguste hiidrofoobsete detergentide ja
antibiootikumide eest. Kdrvutiasuvad LPS molekulid on elektrostaatiliselt seotud divalentsete
katioonidega- Mg?*, Ca®*, mis on vajalikud LPS stabiliseerimiseks suure hulga negatiivsete
laengute tottu LPS lipiid-A osas. Kelaator EDTA mojutab bakterite rakuseina stabiilsust sidudes
nende stabiliseerimiseks vajaolevaid divalentseid katioone, mille tulemusena suureneb
valismembraani permeaablus ja osa LPS-de eraldub raku pinnalt (Alakomi et al., 2006; Leive, 1974,
Vaara 1992). Ms&ddetud kontsentratsioonidel ei olnud EDTA-I mdju B- galaktosidaasi
eriaktiivsusele (joonis 12). K&rgemal kontsentratsioonil kui 0,123 mM inhibeerib EDTA tugevalt

rakkude kasvu.
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Joonis 12. EDTA moju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ aktiivsuse kaudu. B-
galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused on moddetud statsionaarse kasvufaasi, LB- s00tmes
kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes, mis sisaldasid plasmiidi pB_Ppferi-1. Esitatud on kaheksa
paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega. Homogeensusgruppide
sarnased tdhed naitavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest olulisel maaral
(p>0,05).

pH on defineeritud kui negatiivne logaritm vesilahuse vesinikioonide kontsentratsioonist,
kirjeldab prootonite keemilist kattesaadavust ja kadu bakterirakule. Prootonite tasakaal on
bakterile oluline, et siilitada PMF pH-gradient. Neutraalsel pH-I 7 on eriaktiivsus 40 MU, pH 8 ja
pH 6 on eriaktiivsuse vaartused natukene kdrgemad, vastavalt 52 MU aluselises ja 60 MU

happelises keskkonnas (joonis 13).
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Joonis 13. Kasvukeskkonna pH md&ju geeni pfeR-Il transkriptsioonile reportergeeni LacZ aktiivsuse
kaudu. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse vaartused on moddetud statsionaarse kasvufaasi, M9-
s6otmes kasvatatud P. putida PaW85 rakkudes, mis sisaldasid plasmiidi pB_Ppferi-1. Esitatud on
viie paralleeli keskmised koos 95% usalduspiiride ja homogeensusgruppidega.
Homogeensusgruppide sarnased tahed naditavad, et aritmeetilised keskmised ei erine teineteisest
olulisel maaral (p>0,05).

Peamine mdju pfeR-Il transkriptsioonile oli raual ja fosforil, raud inhibeeris pfeR-Il transkriptsiooni
ning piisava fosfori olemasolul suurenes pfeR-Il transkriptsioon. Teiste kontrollitud
keskkonnafaktorite mdju transkriptsioonile oli marginaalne. Selles t66s saadud tulemused
annavad informatsiooni pfeR-Il transkriptsiooni regulatsiooni kohta ega kirjelda faktorit, mis

aktiveeriks Pfe-ll, mille teadasaamine oleks eraldiseisev uurimistoo.
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Kokkuvote

To6 tulemused on jargmised:

P. putida tlive KT2440 geeni gacS promootor asub -55...-60 nt geeni algusest (ilesvoolu.
Teise ennustatud promootori olemasolu ei leidnud kinnitust, kuid ei saa valistada, et
geenil gacs siiski on teine, ndrk promootor, mis ei olnud antud katsetingimustel aktiivne.
Geeni gacS promootor ei ole reguleeritud Fis-i valgu poolt, mis tdiendab Moor et al., 2014
saadud tulemust.

Fis represseerib pfeR-Il transkriptsiooni.

Geenil pfeR-1l on lks promootor, mille -10 heksameer asub 6...11 nt geeni annoteeritud
alguspunktist allavoolu.

Kuna geenide pfeR-Il ja gacS promootoritelt tulevate mRNA-de vahel ei ole lleulatuvat
osa ei saa nende geenide transkriptsioon olla reguleeritud ldbi ekskludoni.

Raud parsib geeni pfeR-ll transkriptsiooni, see on kooskdlas pfeR-ll ennustatud

funktsiooniga.
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Identification of the gacS and pfeR-Il promoters in Pseudomonas putida and possible

regulation of gene expression by excludon

Johanna Hendrikson

Summary

Pseudomonas putida is a ubiquitous gram-negative bacteria that has been shown to colonize
portion of soil under the influence of plant roots, called the rhizosphere. And through a wide
variety of mechanisms- for example phosphate solubilization, inducing resistance, synthesis of
plant hormone precursors, antibiotics and siderophores, can enhance plant growth and act as a
biocontrol agent. Biofilm formation is important for bacteria to establish stable colonization on
plant roots. One of the regulators involved in biofilm formation is two component system GacS-
GacA. Activation of GacS-GacA promotes biofilm formation by positively regulating the expression
of adhesins. Adjacent to gacS is gene pfeR-Il a probable two component response regulator
involved in enterobactin-dependent iron acquisition. Excludon paradigm describes a genetic locus
encoding a long asRNAs that inhibit the expression of one group of genes while enhancing the
expression of a second group of genes. The objective of this research is to determine whether
gacS and pfeR-Il gene regulation is described by excludon concept.

The current study found that:

e P. putida gene gacS has one promoter with -10 sequence located -55...-60 nucleotides
upstream of the TSS. The existence of a second promoter could not be proven. Gene pfeR-
Il has one promoter, -10 sequence located 6...11 downstream of the TSS. Hypothesis that
excludon concept might describe regulation of genes gacS and pfeR-Il was rejected as
there was no overlap between the transcripts.

e In accordance with previous work by Moor et al. Fis did not influence gacS transcription.
However, the results of B-galactosidase activity assay in over expressing the fis gene in-
dicate that Fis represses the transcription of pfeR-Il.

e The study also explored effect of different factors on the pfeR-II transcription. For exam-

ple, pfeR-Il transcription in negatively regulated by iron.
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Lisa 1. T60s kasutatud oligonukleotiidid

Muteeritud alused on allajoonitud

Oligonuklotiidi Nuklotiidne jarjestus 5’- 3’ suunal

nimi

gacSdownBHI AAG GAT CCATGT GCCTGG ATG CCG TC

gacSupBHI AAG GAT TCC AGG TGA CCT GGCAGCC

pfeRllprimut GGC AGG TGG CGA ATG CTC CACAACCACGCAATT GAG AATGCATG

pfeRll-1 AAG GAT CCG ATT ATT GAG CATTCG CCA CCT GC

pfeRIl-56-2 AAG GAT CCA CCT GCC AGG CAA CCG CACTGC GAC CAATGC CTC GGC AAC GGC
GCA TAA CACGTA CTA AAG AGA

pfeRII-56-3 AAG GAT CCG CAA CCG CACTGC GACCAATGC CTC GGC AACGGC GCATAA CAC
GTA CTA AAG AGA

pfeRIl-56-4 AAG GAT CCT GCG ACC AAT GCC TCG GCA ACG GCG CAT AACACG TACTAA AGA
GA

pfeRIl-56-5 AAG GAT CCG CCT CGG CAA CGG CGC ATA ACACGT ACTAAAGAGA

pfeRll-23-2 AAG GAT CCT TGA CGG CAT CCAGGCACAT

pfeRll-23-4 AAG GAT CCC GAG TGT GCT CGA TCG CTT GGG AAT CCG CAG CCG GGT ACT GCT
GCT GGCACTGC

pfeR-23-5 AAG GAT CCG ATC GCT TGG GAA TCC GCA GCC GGG TACTGC TGC TGG CACTGC

pfeRll-23-6 AAG GAT CCG GAATCC GCA GCC GGG TACTGC TGC TGG CACTGC

gacSdown3_BHI AAG GA T CCAG TGC CAG CAG CAGTACCCG G

gacSRACE1 CTCCAG GGTTTG TGC GG

gacSRACE2 TGT TCG GCG ATCATCTTG

gacSRACE GGA CCGACGTTGTCTTGC

gacSup GGT GAC CTG GCA GCC GC

gacSupup AAG GAT CCT TGC GGT TGA GGA TGT CC

gacSprlBHI AAG GAT CCA CCAAGCACCGGGTCGTC

gacSfis3 GGCAACTGC CATGCATTC

lapARACE1 AGCTCAGTAGTCGGGTCAA

lapARACE2 CAT CAGCCAGCTCCAAAGT

Adapt_lyh GAC TCG AGT CGA CAT CG

Adapt-pikkC GACTCG AGT CGA CAT CGA Cccccccecccecceeccececcc

gacSpr2BamHI AAG GAT CCA GAT ACAGGATTC ATT GGC AA

gacSdown4BamHI AAG GAT CCATCATCT TGC CGC GCT GC

gacSdownfisdown2 | AAG GAT CCG CGA AGT TAC TCC GCC TG

asgacS-P1-0 AAG GAT CCT CTCTTT AGTACG TGTTA

gacSmutpikk

AAG GAT CCATGT GCC TGG ATG CCG TCA AGT GGT AAC GGC CAA GCC GCG GAG
TGG CTC CGC CTG CCG CAC

gacSP1mut4

GTG GTA ACG GCCAAGCCGCGGAGTGG CTCCGCCTG CCG
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Lisa 1. Toos kasutatud oligonukleotiidid jatk

asgacSpr2mut AAG GAT CCG TTG CCA ATG AAT CC TGT ATC CCT CCA CAACACCAACATCCT TG
pfeSlI-KI CCG ACAAGCTCATCCGCAGC

4 9PfeRII-5’ TAA T A CAT CCT TGC CAT CGA GGA CG

pfeRII-RACE GAT GTC CAG CAG GCG GTATTC

5.8-pfeSlI-5 GCCATT CTG ACTTGT GGG CGC AGA ATG GCA AA

2.8-EMG-Scel GCG ACG CCC AAC CTG CCA TTA CCC TGT TAT CCC TCC GAC AAG CTC ATC CGC
pfeSll-3’ AGC

4.8-pheRII-5’ TAATGT TCT GTT GCAGCCAGG TGA A

6.8-S5'-pheRlI-3’ CGC CCA CAA GTC AGA ATG GCT TGG GCA GGT AAT

3.8-pfeS-Scel- CCT GGC TGC AAC AGA ACA TTA CCC TGT TAT CCC TA C GCG AAG TCG CTC TTC
EMG3 TTGATG G

1.2-EMG5’ GGC AGG TT GGG CGT CGC

lacZseq GGG GATGTG CTG CAAGGCG

belka TTT GCG TAG ATCCACTAG TG
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