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“SOS vastuse induktsioon vihiravimite poolt kasvavas ja mittepaljunevas

bakterikultuuris”

Antibiootikumiresistentsuse ajastul on kdige kriitilisema tahtsusega gram-negatiivsete bakterite
poolt podhjustatud infektsioonid. Kroonilistes infektsioonides leidub mittejagunevaid
“uninuvaid” gram-negatiivseid baktereid, kes ei allu antibiootikumiravile aktiivsete marklaudade
puudumise tottu ning pdhjustavad haiguse pideva tagasituleku. Resistentsuse tekke iihe
voimaliku pdhjustajana on kirjeldatud DNA-s mutatsioone tekitavat SOS vastust. Kédesoleva
t00 eesmérgiks oli leida sobilik katseprotokoll ning reporterplasmiid, et tuvastada kuue
mittejagunevate bakterite vastu aktiivse vahiravimi véimet indutseerida uropatogeenses E.coli
tiives CFT073 SOS vastust. Kasvavas kultuuris indutseeriti mone ravimiga SOS vastus, kuid
statsionaarses faasis ning sellejargsel kasvamahakkamisel ei indutseeritud SOS vastust

vaatamata kasvu inhibitsioonile.
Votmesonad: antibiootikumiresistentsus, ravimite uuskasutus, mittejagunevad bakterid
CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

“The induction of the SOS response by anticancer drugs in growing and stationary

bacterial culture”

In the era of antibiotic resistance, treating infections caused by gram-negative bacteria is of
critical importance. There are nongrowing “sleeping” gram-negative bacteria that cause chronic
infections and aren’t susceptible to antibiotic treatment due to lack of active targets. Of the
many reasons causing antibiotic resistance, induction of SOS response has been shown to cause
tolerance to antibiotics in clinical research. The aim of this thesis was to find a suitable
experiment protocol and a reporter plasmid to detect SOS response in response to six anticancer
drugs in uropathogenic E.coli strain CFT073 and to measure SOS response induction in
different growth phases as well as during post-treatment regrowth. In growing culture, SOS
response was detected with several anticancer drugs. However, in stationary culture treatment
as well as post-treatment regrowth, none of the drugs induced SOS response, even though they
inhibit bacteria growth post-treatment.
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Kasutatud liithendid

MIC — (ingl minimum inhibitory concentration) minimaalne kontsentratsioon, mis inhibeerib

bakterite nahtavat kasvu in vitro

UPEC — uropatogeenne E.coli

ECH — ehhinomiitsiin

BLE — bleomiitsiin

MTC — mitomiitsiin C

PLI — plikamiitsiin

EVO - evofosfamiid

SAT — satraplatiin

GAT - gatifloksatsiin

OFL - ofloksatsiin

LB — Luria-Bertani s66de

SOB — Super Optimal Broth

CAMHB - Cation-adjusted Mueller-Hinton broth
HEPES — 4-(2-hiidroksiietiiiil)-1-piperasiinetaansulfoonhape

LPM — (ingl low magnesium, low phosphate-containing medium) madala magneesiumi ja

fosfaadisisaldusega s6ode
MES - 2-(N-morfoliin)etaansulfoonhape
GFP — (ingl green fluorescent protein) roheliselt fluorestseeruv valk

ODsoo — (ingl optical density) optiline tihedus lainepikkusel 600 nm



Sissejuhatus

Antibiootikumide vaidrkasutuse tottu nii inimeste ravil kui ka loomakasvatuse tekib resistentsus,
mis on iiks aktuaalsemaid probleeme meditsiinis. Antimikroobsete ainete avastamine ja
kasutuselevott on aeglustunud vorreldes eelmise sajandiga ning enamus kasutusel olevaid
antibiootikume on derivaadid esimestest avastatud antibiootikumidest. Enamus antibiootikume
mojuvad kasvavatele bakteritele, kas neid tappes voi nende kasvu peatades. Kuid raskesti
ravitavate krooniliste infektsioonide puhul on nakkuskoldes mittejagunevaid (metaboolselt
inaktiivseid) baktereid, mis antibiootikumiravile hésti ei allu. Seetdttu on hédavajalik leida

antimikroobseid tihendeid, mis toimiksid selektiivselt mittejagunevatele bakteritele.

Et leida selliseid aineid, skriiniti uurimisgrupis ravimite ja ravimikandidaatide kollektsiooni
mittejagunevate bakterite vastu. Statsionaarse faasi rakukultuurile lisati uuritavad ained ning
otsiti selliseid, mis liikkkaksid tootlusjargselt bakterite kasvamahakkamist edasi (pdhjuseks voib
olla bakterite tapmine vdi kasvu inhibeerimine). Skriiningu kaigus leiti 39 ainet, millel on mdju
statsionaarse faasi E. coli uropatogeensele tiivele (UPEC). Nende hulgas on kuus véhiravimit,
millel on erinevad DNA-seoselised toimemehhanismid. Selles t60s uuriti, kas need ained
kahjustavad bakterirakkude DNA-d ja indutseerivad DNA parandamiseks SOS vastust nii
kasvavas Kkui statsionaarses rakukultuuris. SOS vastus on bakterites oluline mehhanism DNA
kahjustustest iilesaamiseks ning soodustab mutatsioonide, s.h. antibiootikumiresistentsust

mairavate mutatsioonide teket.

Too eesmidrk on vilja selgitada, kas erinevates kasvufaasides ja pérast ravimitootlust
skriiningust vilja tulnud mittekasvavate bakterite vastu aktiivsed véhiravimi kandidaadid

indutseerivad vastusena DNA kahjustusele SOS vastuse.

Bakalaureusetdd teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi — antibiootikumide ja

molekulaarse mikrobioloogia toorithmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Antibiootikumid

Antibiootikumid on ained, mis tapavad baktereid (bakteritsiidsed) voi suudavad nende kasvu
inhibeerida (bakteriostaatilised). Algselt nimetati antibiootikumideks loodusliku paritoluga
tthendeid, kuid niiid kuuluvad nende hulka ka poolsiinteetilised ja siinteetilised samade
omadustega iihendid. Antibiootikumide maérklauad on seotud bakterite eluks oluliste
metaboolsete protsessidega, nditeks B-laktaamide (penitsilliinid, karbapeneemid) puhul on
selleks rakuseina siinteesiga seotud ensiitimid. Ravimid, millel on spetsiifiline valguline
mirklaud ei ole ideaalsed, sest piisab monest mutatsioonist, et mérklauda modifitseerida;
raskesti asendatavate struktuuride voi protsesside puhul (rakukesta siintees, membraan, rRNA)
on viiksem tdendosus kiire resistentsuse tekkimiseks mutatsiooni tdttu (Silver, 2016).
Antibiootikumi oluline omadus on minimaalne moju patsiendile, selleks peab maérklaud

esinema bakteritel, aga puuduma inimestel — naiteks rakusein voi bakteriaalne ribosoom.

Antibiootikumide avastamise oitseng saabus 1940ndatel nn Waksmani platvormi
kasutuselevotuga — avastati streptomditsiin (Schatz et al., 1944) ning pandi alus meetodile, kus
mullabakteritest (peamiselt perekonnast Actinomycetes) tuvastati hulganisti nende toodetud
antimikroobsete omadustega metaboliite. Kuigi nii avastati enamus tdnaseks tuntud
antibiootikumirithmasid, muutus selle meetodi kasutamine iisna pea kasutuks samade iihendite
pideva taasavastamise ja kiirelt tekkiva antibiootikumiresistentsuse tottu. Bakterite poolt
toodetud metaboliitide kasutamist antibiootikumidena piirab ka asjaolu, et nende kujunemise
eesmark looduslikus keskkonnas pole ravimina kasutamine, vaid teiste mikroobidega
konkureerimine ning paljudel neist on inimestele toksilisi omadusi (Brown ja Wright, 2016).
Samas on looduslikult avastatud antibiootikumid just oma pikaaegse evolutsiooni jooksul
kujunemise tottu niivord efektiivsed, tdnapdevaste meetoditega on keeruline leida
antimikroobseid aineid, mis on nendega vorreldavad. Enamus antibiootikume, mis on kliinilises
kasutuses, on derivaadid 1940-1960ndatel avastatud antibiootikumidest — ravimi struktuuri
modifitseerimine voimaldab iiletada bakterite poolt looduslike iihendite suhtes vélja kujunenud
resistentsust (Fischbach ja Walsh, 2009). Viimaste aastakiimnete jooksul on uute
toimemehhanismidega antibiootikumiklasside avastamine mérgatavalt aeglustunud, iiks
hiljutisim avastatud antibiootikumide klass kasutab marklauana lipopoliisahhariidide
transporterit (Zampaloni et al., 2023). Uute antibiootikumide ja nende klasside avastamist on
soodustanud vdhemuuritud ©koloogiliste nisSide tdhtsustamine — nditeks on veekogust

isoleeritud  Streptomyces bakteriperekonnast leitud madala MIC-ga (minimaalne
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kontsentratsioon, mis inhibeerib bakterite kasvu) iihendeid, mis on aktiivsed nii gram-

positiivsete kui ka gram-negatiivsete bakterite vastu (Abirami et al., 2015).

1.1.1. Antibiootikumiresistentsus

Kuigi on levinud arvamus, et antibiootikumiresistentsus tekkis vastusena ravimite kasutusele
votmisele, on ndidatud, et resistentsusgeenide olemasolu bakteritel on loomulik néhtus ja esines
juba enne esimeste antibiootikumide avastamist inimeste poolt (D’Costa et al., 2011).
Resistentsus looduses tekib teiste bakterite poolt toodetud antimikroobsete iihendite vastu
omavahelises konkurentsis. Bakterid voivad resistentsusgeene omandada ja levitada
horisontaalse geeniiilekande abil, kuid bakteritel voib olla ka olemuslik resistentsus
membraanipumpade v6i muude mittespetsiifiliste mehhanismide ndol (Fajardo et al., 2008).
Gram-negatiivsetel bakteritel on niiteks olemuslik resistentsus vankomiitsiini vastu, mida
kasutatakse muu hulgas ka metitsilliinresistentse Staphylococcus aureus (MRSA) raviks.
Pohjuseks on vankomiitsiini mérklaud — see ravim seondub peptidogliitkaani monomeeridele ja
takistab rakuseina siinteesi, kuid gram-negatiivsetel bakteritel timbritseb peptidogliikaankihti
védlismembraan, mida vankomiitsiin ei suuda ldbida (Rubinstein ja Keynan, 2014). Nagu
paljude antibiootikumidega, on ka vankomiitsiini struktuuri dritatud muuta, et ta oleks
efektiivne ka gram-negatiivsetele bakteritele (Antonoplis et al., 2019). Olemasolevate
antibiootikumide struktuuri modifitseeritakse pidevalt, et tekkinud resistentsusmehhanismidest
Kiiresti jagu saada voi ravimi efektiivsust tdsta. Paraku on selline antibiootikumide tootmine
ainult ajutine lahendus resistentsusprobleemile, kuna derivaadi struktuur on suuremalt jaolt
sarnane algse ravimiga ning resistentsuse teke on korge tdendosusega. Téiesti uute
toimemehhanismidega antibiootikumide ja nende klasside leidmine on seega Kkriitilise

tdhtsusega.

Meditsiinis soodustab resistentsuse teket antibiootikumide véarkasutus haiguste ravil ja ka
loomadele antibiootikumide manustamine haiguste ennetamiseks ja kasvu stimuleerimiseks,
eriti suur probleem antibiootikumide kasutamisel loomakasvatustes on arengumaades. Mitmed
uuringud on ndidanud, et resistentsusgeene ja seeldbi ka (multi)resistentseid baktereid leidub
nii reo- kui heitvees haiglate ja loomakasvatuste ldheduses ning reovee puhastamise
metoodikad ei keskendu piisavalt antibiootikumijadkidele (Czekalski et al., 2012; Peak et al.,
2007). Metaboliseerimata ravimid vdivad seega koguneda keskkonnas ning pdhjustada DNA
mutatsioonide ja horisontaalse geeniiilekande tottu resistentsuse laialdast teket ja levikut.
Euroopas keelati aastal 2006 antibiootikumide kasutus loomade kasvu stimuleerimiseks ning

ka inimeste ravimiseks kasutatavate antibiootikumide tarbimine veterinaarias eesmirgiga
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vidhendada resistentsete bakterite teket loomakasvatuses ning nende levikut inimestele.
Rangemad piirangud antibiootikumide kasutamisele loomakasvatuses sunnivad leidma nende
asemele uusi alternatiive patogeenide kontrollimiseks ja kasvu stimuleerimiseks, mis hoiaksid

resistentsuse teket ning levikut kontrolli all.

Sel aastal (2024) avalikustas Maailma Terviseorganisatsioon (WHO) uuendatud nimekirja
patogeenidest, millele on oluline leida resistentsuse tottu uusi antibiootikume ning mis on
jaotatud kriitilisuse alusel kolme gruppi. Suur osa neist ja kdige kriitilisema tdhtsusega on gram-
negatiivsed haigustekitajad, sh karbapeneemile resistentsed seltsi Enterobacterales kuuluvad
bakterid ja Acinetobacter baumannii. Gram-negatiivsete bakterite infektsiooni puhul raskendab
ravi asjaolu, et neid timbritseb vélismembraan, mida gram-positiivsetel bakteritel ei ole.
Olemasolevate antibiootikumide mirklauad on vélismembraani all ning ravimite ldbimine
poriinide kaudu v&i seondumine membraani pinnale on raskendatud selle koostist madravate
geenide pideva muteerumise tottu (joonis 1). On nididatud, et antibiootikumide kasutamine
poOhjustab bakterite véilismembraani poriinides mutatsioone, mis langetavad transpordi
efektiivsust (Lou et al., 2011) vdi on nende ekspressioon allasurutud (Harder et al., 1981).
Pinnaomaduste muutuste ja véilismembraani keerulise ldbitavuse tottu on seega gram-

negatiivsetele bakteritele uute mehhanismidega antibiootikumide leidmine suure tdhtsusega.
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Joonis 1. Gram-negatiivsete bakterite ehitus ja selle piirangud antibiootikumide
kasutamisel. Ravimid, mis vdlismembraani voi selles asuvate poriinide mutatsioonide tottu
ravimi mojule ei allu (nt vankomiitsiin, -laktaamid), on vdimalik gram-negatiivsete bakterite
vastu mojuma panna, manipuleerides poriinide struktuuri ldbilaskvuse suurendamiseks voi
vilismembraani 16hkudes. Uheks selliseks vilismembraani 16hkujaks gram-negatiivsete
bakterite vastu on poliimiiksiinid. Joonis on kohandatud allikast Miller, 2016.

1.1.2. Ravimite uuskasutus antimikroobsete ainete avastamisel

Erinevalt teistest uute antibiootikumide véljatootamise meetoditest (nt olemasolevate ravimite
modifitseerimine, looduslike iihendite avastamine) on ravimiraamatukogude skriinimine
uuskasutuseks odavam ja kiirem variant ning voimaldab 14bi viia laiaulatuslikke skriininguid.
Seelédbi on voimalik avastada antimikroobsete omadustega ravimeid, millel on juba Kirjeldatud
nende farmakodiinaamilised ja —kKineetilised omadused ning nende edasine arendus loom- ja
Kliinilistesse katsetesse on potentsiaalselt vdhem aegandudev ja odavam. Skriiningud vdivad
olla mérklauapdhised (kasutatakse puhastatud mérklauda, nt valku), rakupohised (spetsiifiline
mérklaud puudub) voi kombineeritud meetodiga, kus kasutatakse terviklikke rakke spetsiifilise
huvipakkuva méarklauaga, nditeks huvipakkuva geeni deletsiooni abil. Samas tuleb arvestada
asjaoluga, et in vitro omadused, sealhulgas MIC voivad oluliselt erineda in vivo omast ning
samuti ei ole teatud ravimirithmi mdistlik antibiootikumina kasutada néiteks liigse toksilisuse
tottu (Jampilek, 2022). Sellele vaatamata saab uurida antimikroobset aktiivsust néditava ithendi
struktuuri ja toimemehhanismi, et tootada vélja ravimina kasutatav olemasolevast iihendist

tuletatud voi sellele analoogne aine.

1.2. Persistorid ja mittejagunevad bakterid infektsioonis

Antibiootikumi mojust iile saamiseks on lisaks muteerumisele ning seeldbi resistentsuse tekkele
ka teine mehhanism, milleks on metaboolselt inaktiivsesse seisundisse minek (persistorid).
Sellist fenotiilipi bakteritel kirjeldati juba aastal 1944, kui néhti, et viike osa baktereid ei sure
parast penitsilliiniga to6tlust ning ravim on palju ebaefektiivsem mittejagunevate bakterite
vastu (Bigger, 1944). See erineb resistentsusest selle poolest, et need omadused, mis aitavad
bakteritel antibiootikumiravi iile elada, ei ole paritavad vaid eksisteerivad ajutiselt mingis
alampopulatsioonis bakterites. Jarjest rohkem viitavad uuringud sellele, et persistentsed
bakterirakud voivad infektsioonikoldes olla kroonilise haiguse pohjustajaks ning nende
allumatus antibiootikumiravile pdhjustab nende bakterite uuesti kasvamahakkamisel haiguse
korduva tagasituleku. Kuseteede infektsiooni (UTI) mudelites on nédidatud, et uropatogeensed
E.coli (UPEC) tiived ei allu loommudelis tdielikult antibiootikumiravile ning krooniline nakkus

on pdhjustatud persistentsete mittejagunevate bakterite kogunemisest epiteeli rakkudesse
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(Blango ja Mulvey, 2010). Samas tuleb tdhele panna, et isegi loommudelis on raske korrektselt
jdljendada inimeste kroonilist infektsiooni, kuna hiirte eluiga on niivord lithike, ning vastavatest
uuringutest tehtud jareldused UPEC mehhanismidele kroonilises infektsioonis on
hiipoteetilised.

1.2.1. SOS vastus

Uhe mehhanismina persistentsete bakterite antibiootikumitolerantsusel on niidatud SOS
vastuse induktsiooni. 1975. aastal piistitati SOS vastuse mehhanismi hiipotees, mille jargi UV
kiirguse tottu tekkinud DNA kahjustus indutseerib recA* ja lexA" bakterites mutatsioone
tekitava DNA parandamise mehhanismi, mis on normaalsetes tingimustes alla surutud
(Radman, 1975). LexA on repressorvalk, mis seondub erinevate SOS geenide promootoralas
esineva palindroomse SOS-box jérjestusega (Kenyon ja Walker, 1980; Lewis et al., 1994).
DNA kahjustuse tekkimise korral seondub tekkinud iiksikahelalise DNA-ga recA valk, mis
aktiveerub ning kéitub vaba LexA 10hustamisel ko-proteaasina (Little, 1991). Repressori

inaktivatsioonil tduseb DNA parandamisel osalevate SOS geenide ekspressioon (joonis 2).

recA aktivatsioon T lexA
repressorvalgu
/ ua 16hustamine

A N

recA lexA L ]
T

SOS geenide ekspressioon

Joonis 2. SOS vastuse induktsiooni lihtsustatud skeem. LexA repressorvalk on normaalsetes
tingimustes seotud SOS geenide promootoralaga. DNA kahjustusel seondub recA
iksikahelalise DNA-ga ning selle aktiveerumisel osaleb recA repressorvalgu 16hustamisel.
Vabadelt promootoraladelt algab SOS geenide ekspressioon. LexA kiditub ka recA
repressorvalguna. Joonis on kohandatud allikast Kreuzer, 2013.

Kuna SOS siisteemis on lisaks védiksemaulatuslikele DNA parandustele ja bakterite jagunemise
inhibeerimisele aktiveeritud ka vigaderohke siinteesiga DNA poliimeraaside t66 (Napolitano,
2000), voib mutatsioonide teke selle mehhanismiga olla iiks resistentsuse tekke vdimalus.

Tdepoolest, on ndidatud, et SOS vastuse indutseerimine in vitro ja in vivo muudab bakterirakke
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persistentsemaks antibiootikumidele ning nende MIC infektsioonimudelis tduseb oluliselt

(Crane et al., 2021; Beaber et al., 2004; Cirz et al., 2005).

1.3. Kasutatud DNA-ga interakteeruvad véahiravimid

Jargnevalt kirjeldatud véhiravimid on antibiootikumide ja molekulaarse mikrobioloogia
tooriihma skriiningust leitud grupp ravimeid, millel tuvastati mittekasvavatele bakteritele

bakteritsiidne ja/voi bakteriostaatiline mdju.

1.3.1. Ehhinomiitsiin

Ehhinomiitsiin (ECH) on DNA-ga interkaleeruv aine, mis siseneb DNA aluspaaride vahele,
inhibeerides seeldbi DNA ja RNA siinteesi (bis-intercalation; joonis 3). Ravim takistab
transkriptsioonifaktori HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) seondumist DNA-le, surudes alla
vahiga seotud geenide ekspressiooni (Kong et al., 2005). Véhi puhul on HIF-1o (HIF-1
subiihik) iileekspresseeritud ning see soodustab néiteks apoptoosi allasurumise ja metastaasiga

seotud geenide ekspressiooni (Semenza, 2003).
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Joonis 3. Ehhinomiitsiini molekulaarne struktuur. Vasakul on kujutatud bis-interkaleeruva
tthendi tildskeem seondumisel DNA-ga. Paremal on kujutatud ehhinomiitsiini molekulaarne
struktuur. Joonised on vdetud allikast Goftar et al., 2014.

1.3.2. Bleomiitsiin

Bleomiitsiini (BLE) tsiitotoksilisus véhiravis on eeldatavalt seotud DNA kahjustamisega
(joonis 4). In vitro on nididatud, et osa ravimi molekulist interkaleerub DNA-ga, metalli iooni
ja hapniku juuresolekul on bleomiitsiin aktiveeritud ning suudab teha DNA-sse iihe- ja
kaheahelaliseid katkeid reaktiivsete radikaalide tekke tottu (Hay et al., 1991; Hecht, 2000; Chen
ja Stubbe, 2005).
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Joonis 4. Bleomiitsiini molekulaarne struktuur. Bleomiitsiin A2 ja B2 on peamised vihiravis
kasutatavad vormid. Joonis on vdetud allikast Chen ja Stubbe, 2005.

1.3.3. Mitomiitsiin C

Mitomiitsiin C (MTC; joonis 5) on genotoksiline aine, mida on kasutatud SOS vastuse
uurimisel kasvavas bakterikultuuris (Dérr et al., 2009). MTC on alkiileeriv iithend, mis ldbides
mitmeid reaktsioone osaleb DNA ahelate vahelise kovalentse ristseose tekkel ning selle tottu
inhibeerib DNA siinteesi ja transkriptsiooni (Tomasz et al., 1987). Samuti on nididatud, et

ristseosed tekivad MTC mdjul nii kasvavates kui ka mittekasvavates bakterites (Kwan et al.,
2015).

Joonis 5. Mitomiitsiin C molekulaarne struktuur. Joonis on vdetud allikast Tomasz et al.,
1987.

1.3.4. Plikamiitsiin

Plikamiitsiin (PLI; kirjanduses ka Mithramycin A) (joonis 6) on DNA-ga poorduvalt (ei

interkaleeru) seonduv véhiravimina kasutatav ihend. PLI seondub DNA viikese vaoga G-C
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rikkas piirkonnas ning on Mg?*-sdltuv (Aich ja Dasgupta, 1990). PLI inhibeerib lisaks teistele
transkriptsioonifaktoritele ka Spl seondumist vihiga seotud geenide promootoritele; Spl

tileekspressiooni on niidatud vahirakkudes (Wang et al., 2003).

Joonis 6. Plikamiitsiini molekulaarne struktuur. Joonis on voetud allikast Portugal, 2018.
1.3.5. Evofosfamiid

Evofosfamiid (EVO; kirjanduses ka TH-302) (joonis 7) siinteesiti ifosfamiidi alusel ning on
eelravim (prodrug), mis vabastab DNA-d ristsiduva iithendi. Eukariiootsetes rakkudes avaldub

ravimi aktiivsus selektiivselt hiipoksilistes tingimustes, mis on omane vihirakkudele. (Duan et
al., 2008)

H

N O N

O. LO__..,
J'E%I_IA/\NH " \\“Br
Br

Joonis 7. Evofosfamiidi molekulaarne struktuur. Joonis on voetud allikast Duan et al., 2008.
1.3.6. Satraplatiin

Satraplatiin (SAT) on véhiravimi tsisplatiini analoog, mis sisaldab struktuuris plaatina aatomit
(joonis 8). Satraplatiin osaleb DNA-s ristseoste moodustamisel ning on niaidanud potentsiaali

vorreldes tsisplatiiniga vdhesema toksilisuse ning suukaudse manustamise vdimaluse tottu

(Mellish et al., 1995).
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Joonis 8. Satraplatiini molekulaarne struktuur. Joonis on voetud allikast Mellish et al.,
1995.

1.3.7. Gatifloksatsiin ja ofloksatsiin

Nii gatifloksatsiin (GAT) kui ka ofloksatsiin (OFL) on fluorokinoloonide rithma
antibiootikumid (joonis 9). Fluorokinoloonide mairklauad on DNA giiraas, mis todtab
replikatsioonikahvli ees, et eemaldada DNA siinteesi kdigus tekkivat superspiralisatsiooni ja
topoisomeraas IV, mis eraldab bakteri genoomi replikatsiooni kdigus tekkinud DNA molekulid.
Fluorokinoloonid on bakteritsiidsed ja indutseerivad bakteris SOS vastuse (Dorr et al., 2009;

Vo6lzing ja Brynildsen, 2015).

| OH OH

Joonis 9. Gatifloksatsiini (vasakul) ja ofloksatsiini (paremal) molekulaarsed struktuurid.
Joonised on voetud allikast Hryhoriv et al., 2023.

15



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

T606 iildine eesmirk on kirjeldada uurimisgrupi skriiningust vélja tulnud véhiravimeid, mis on
voimelised mittekasvavat uropatogeenset E.coli (UPEC) tiive CFT073 tapma voi kasvu edasi

lilkkama pérast statsionaarse faasi kultuuride t66tlust. T66 tdpsemad eesmérgid on:

e leida sobiv reporterplasmiid ja katseprotokoll SOS vastuse tuvastamiseks;
e vilja selgitada, kas kasvu inhibeerivad véhiravimid kahjustavad bakterite DNA-d ja

kutsuvad bakterirakkudes esile SOS vastuse;

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud sootmed

Bakterite kasvatamiseks ja sdilitamiseks kasutati jargnevaid so6tmeid:

1) LB vedelsddde: sédde valmistati pulbrist ja autoklaaviti vastavalt tootja (BD Difco™)
juhistele, sisaldab triiptooni 10 g/, parmiekstrakti 5 g/l, naatriumkloriidi 10 g/l;

2) LB agar: s6dde valmistati pulbrist ja autoklaaviti vastavalt tootja (BD Difco™)
juhistele, sisaldab triiptooni 10 g/I, parmiekstrakti 5 g/I, naatriumkloriidi 10 g/l, agarit
15 g/l;

3) SOB vedelsoode: sddde valmistati pulbrist ja autoklaaviti vastavalt tootja (BD Difco™)
juhistele, sisaldab triiptooni 20 g/l, parmiekstrakti 5 g/, naatriumkloriidi 0.5 g/,
magneesiumsulfaati 2.4 g/l, kaaliumkloriidi 186 mg/I;

4) SOC vedelsoode: valmistati lisades SOB so6tmele 0.2% gliikoosi, lisati 20% gliikoosi
lahust 1/100 s66tme mahust;

5) CAMHB vedelsoode: s66de valmistati pulbrist ja autoklaaviti vastavalt tootja (BD
BBL™) juhistele, sisaldab lihaekstrakti 2 g/l, kaseiini hiidroliisaati (CAA) 17.5 g/,
tarklist 1.5 g/l, agarit 17 g/l;

6) 1:4 lahjendatud CAMHB vedelstode: valmistati CAMHB s60det veega lahjendades,
s60de autoklaaviti vastavalt tootja juhistele. S66det puhverdati parast autoklaavimist 40
mM 10x HEPES (pH 7.4) puhvriga, s66det ja puhvrit vastavalt 9:1 vahekorras;

7) LPM vedelsoode: 5 mM kaaliumkloriidi, 7.5 mM ammooniumsulfaati, 0.5 mM
kaaliumsulfaati, 0.337 mM naatriumdivesiniksulfaati lahustati deioniseeritud vees.
Pédrast autoklaavimist s6otmele filter-steriliseeritud 0.3% gliitserooli, 0.1% CAA, 50

uM MgClz ja 30 mM MES puhvrit (pH 5.5) (Coombes et al., 2004).
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2.2.2. Kasutatud reporterplasmiidid, bakteritiivi ja reagendid

Reporterplasmiid pSC101-GFPmut2-Pcda-mScarlet-1 on madala koopiaarvuga plasmiid. SOS
vastust nditav reportervalk on mScarlet, mis on cda geeni promootori all (Aedla ja Hinnu,
2020). Selektsiooniks sisaldab plasmiid ampitsilliini resistentsusgeeni, GFP mut 2* geen on

konstitutiivse tet-promootori kontrolli all.

Reporterplasmiid pANO1::cda’ on korge koopiaarvuga plasmiid. SOS vastust nditav
reportervalk on GFP mut 3*, mis on cda geeni promootori kontrolli all (Norman et al., 2005).

Selektsiooniks sisaldab plasmiid ampitsilliini resistentsusgeeni.

T66s kasutati uropatogeenset Escherichia coli tiive CFT073. Sama bakteritiive oli kasutatud ka

skriiningus, milles tuvastati vihiravimite antibakteriaalne toime.

2.2.3. Kompetentide tegemine ja transformatsioon

E.coli tiivesse CFT073 sisestati plasmiidid pANO1::cda’ ja pSC101-GFPmut2-Pcda-mScarlet-
1. Selleks tehti rakkudest keemilised kompetendid reagentidega RF1 ja RF2 (tabel 1). LB agaril
kasvanud tiksikkoloonia kiilvati 3 ml LB vedels66tmesse ning loksutati (37°C, 200 rpm) kolm
tundi aereerides. Seejérel lahjendati 400 pl rakukultuuri 20 ml SOB so6tmesse ja kasvatati
samadel tingimustel tiheduseni ODegoo~0.5. Bakterikultuuri inkubeeriti 15 minutit jaal.
Rakukultuur valati steriilsesse 50 ml Falcon tuubi ning rakud sadestati 10 minuti jooksul
tsentrifuugides (5000 rpm, 4°C). Supernatant eemaldati ning rakud resuspendeeriti 10 ml RF1
lahuses. Pérast 15 minutit jaal inkubeerimist sadestati rakud uuesti samadel tingimustel pdhja,

supernatant eemaldati ning rakud resuspendeeriti 1 ml RF2 lahuses.

Tabel 1. Keemiliste kompetentide tegemiseks kasutatud lahuste koostis.

RF1 (pH 5.8) RF2 (pH 6.8)
Uhend Ldppkontsentratsioon Uhend Ldppkontsentratsioon
liitri kohta liitri kohta

RbCl 100 mM MOPS 10 mM
MnCl2-4H.0 50 mM RbCl 10 mM
CH3COzK 30 mM CaCl; 75 mM

CaClz 10 mM Gliitserool 15 %
Gliitserool 15%

Kompetentsetele rakkudele lisati 1.5 pl DNA-d, segati ning hoiti jail pool tundi. Rakkudele
tehti kuumasokk, selleks inkubeeriti rakkude ja DNA segu 42°C juures kaks minutit ning

seejarel pandi rakud tagasi jddle. Rakkudele lisati 1 ml SOC s66det ning inkubeeriti tund aega
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37°C. 100 pl rakususpensiooni plaaditi selektiivsele LB agarile, mis sisaldas 100 pg/ml
karbenitsilliini ning inkubeeriti (37°C) tiledo.

2.2.4. SOS vastuse tuvastamise katseprotokoll plasmiidiga pANO1::cda’

Starterkultuuri saamiseks kiilvati E.coli CFT073 tiksikkoloonia 3 ml LB s66tmesse, millesse
oli selektsiooniks lisatud 100 pg/ml karbenitsilliini. Baktereid kasvatati iile 66 loksutil (200
rpm, 37°C).

Uledodkultuuri lahjendati 100 korda CAMHB sootmesse (puhverdatud 40 mM HEPES
puhvriga, pH 7.4). 125 ml Erlenmeyeri kolvis kasvatati 40 ml rakukultuuri mélemas s66tmes
(200 rpm, 37°C) 90 minutit, kuni ODg0o=0.5.

Kasvava kultuuri ravimitootlus tehti 96 siivendiga mikrotiiterplaadil. Ravimitest tehti
lahjendused veega ning nende loppkontsentratsioonid té6tlusel olid 10, 2.5, 0.5 ja 0.1 pM.
Proovide 16ppruumala mikrotiiterplaadil oli 200 pl. Kontrolle oli kasvava faasi kultuuris kahte
tlilipi: ravimivaba kontroll, kus rakukultuurile lisati vett, ning gatifloksatsiin ja ofloksatsiin,
millel on teada SOS vastuse indutseerimine kasvavas kultuuris madalal kontsentratsioonil.
Mikrotiiterplaadilugejal BioTek Synergy H1 mdddeti 20 tunni jooksul GFP fluorestsentsi ning
ODeoo, plaati pidevalt loksutades ja 37°C hoides.

Statsionaarse faasi kultuuri jaoks kasvatati starterkultuur ja lahjendati sada korda 1:4 CAMHB
sootmesse (40 mM HEPES, pH 7.4) sarnaselt eelnevalt kirjeldatule, Seda inkubeeriti loksutil
24 tundi (200 rpm, 37°C). Ravimitootlus toimus 96 siivendiga mikrotiiterplaadil
10ppkontsentratsioonidel 10, 2.5, 0.5 ja 0.1 uM. Plaati hoiti 24 tundi suletud niiskes karbis 37°C
juures. Enne ja pérast tootlust moodeti GFP fluorestsentsi ja ODgoo vddrtused ning vdeti proovid

voolutsiitomeetriga analiilisimiseks.

Rakkude tootlusjargseks tileskasvatamiseks kasutati ravimi véljalahjendamist proovidest.
Kokku tehti 96 siivendiga mikrotiiterplaadile 2500-kordne lahjendus: 4 pl bakterikultuuri lisati
196 ul 1x PBS-le, pérast segamist lisati 4 pl lahjendatud bakterikultuuri 196 pl CAMHB
so0tmesse. Plaati inkubeeriti suletud niiskes karbis viis tundi 37°C, seejérel voeti proovid

labivoolutsiitomeetriga analiitisimiseks.

2.2.5. SOS vastuse tuvastamise katseprotokoll reporterplasmiidiga pSC101-
GFPmut2-Pcda-mScarlet-1

Starterkultuuri kasvavati nii, nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.4.
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Reporterplasmiidi sobivuse kontrolliks tehti lithikatse, kus moodeti mScarlet fluorestsentsi
indutseerimist GAT ja OFL poolt kasvavas kultuuris. Selleks lahjendati starterkultuur (100
ng/ml karbenitsilliiniga) sada korda 3 ml LB s66tmesse ning rakukultuuri kasvatati tund aega
aereerides (37°C, 200 rpm). Mikrotiiterplaadile lisati kasvanud rakukultuurile gatifloksatsiini
ja ofloksatsiini 10ppkontsentratsioonidega 0.1 uM ja 0.3 uM ning plaadilugejal moddeti kuue

tunni jooksul mScarleti fluorestsentsi intensiivsust ja ODeoo véértust.

Uleddkultuuri lahjendati sada korda kahte erinevasse sédtmesse: LPM (puhverdatud 30mM
MES puhvriga, pH 5.5) vai 1:4 lahjendatud CAMHB (puhverdatud 40 mM HEPES puhvriga,
pH 7.4). 125 ml Erlenmeyeri kolvis kasvatati 40 ml rakukultuuri mélemas so6tmes (200 rpm,
37°C) 90 minutit, kuni ODegeo~0.5. Kasvava faasi kultuuri td6deldi véhiravimitega
mikrotiiterplaadil, 20 pl 200 uM ravimilahusele lisati 180 pl rakukultuuri ning kontrollidele
lisati 20 pl vett. Mikrotiiterplaadilugejal moddeti kuue tunni jooksul mScarleti fluorestsentsi

intensiivsust ja ODeoo, temperatuuril 37°C ja plaati pidevalt loksutades.

Statsionaarse faasi kultuuri katses lahjendati starterkultuuri sada korda LPM ja 1:4 lahjendatud
CAMHB s66tmesse, ravimitdotlus toimus 1.5 ml Eppendorfi tuubides. 475 ul rakukultuurile
lisati 25 pl vahetult enne to6tlust tehtud 200 pM ravimilahust, kontrollidele lisati vett. Tuube
inkubeeriti 37°C juures 24 tundi ilma loksutamata. Enne ja parast ravimitootlust voeti 25 ul
proovid, lisati 175 pl 1x PBS-i ja mdodeti mScarleti fluorestsentsi intensiivsuse ning ODeoo

vaartused.

Bakterid sadestati pérast inkubatsiooni viie minuti jooksul tsentrifuugides (5000xg, 20°C).
Rakke pesti kaks korda, resuspendeerides need 1 ml 1x PBS-ga ja tsentrifuugides. Seejérel
resuspendeeriti bakterid 475 ul 1x PBS-s, (esialgne proovi maht). Kdikidele proovidele lisati
lahjendamata CAMHB so6det vahekorras 1:7 (25 ul proovi ja 175 ul MHB s66det). Rakkude
tootlusjargsel  kasvamahakkamisel =~ mdddeti  fluorestsentsi ja  ODesoo  védrtused

mikrotiiterplaadilugejal 37°C juures, plaati pidevalt loksutades.

2.2.6. Labivoolutsiitomeetriga analiiiis

Lébivoolutsiitomeetriga Attune NXT analiilisiti statsionaarse faasi tootluse proove ja
tootlusjargselt kasvamahakkanud proove pédrast viit tundi tootlust. Voetud proovidele lisati
samas mahus 30% gliitserooli, kiilmutati vedelas lammastikus ja sdilitati -80°C juures. Proove
lahjendati selliselt, et bakterite arv proovides oleks 10 CFU/ml. Statsionaarsesse faasi proove
lahjendati analiilisiks kokku tuhat korda 1x PBS-s, kasvama hakanud proove lahjendati 20

korda. Analiiiis toimus U-pohjaga 96 stivendiga mikrotiiterplaadil.
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. SOS vastuse esilekutsumine vihiravimite poolt reporterplasmiidiga
pPANOL1::cda’

Esimesed katsed viidi ldbi reporterplasmiidiga pANOIl::cda’, milles SOS vastuse
reportervalguks on GFP mut 3*. Plasmiidis kasutatakse ColD plasmiidi cda geeni promootorit.
Selle reporteriga on ndidatud SOS vastuse esilekutsumist DNA-d kahjustava tihendi N-metiiiil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidiini (MNNG) poolt kasvavatel bakteritel. Avaldatud tulemuste pdhjal
on tegu tundliku reporteriga (Norman et al., 2005). Selleks, et hinnata pANO1::cda’ sobivust
SOS vastuse mdotmiseks kasvavas ja statsionaarse faasi bakterikultuuris, lisati kasvavale E.
coli kultuurile uuritavaid véhiravimeid ja fluorokinoloonide rithma kuuluvaid antibiootikume
GAT ja OFL ning mdddeti kultuuri optilist tihedust ja GFP fluorestsentsi mikrotiiterplaadi
lugejal 20 tunni jooksul. Esimese 6 tunni jooksul, kui bakterite kasv jitkus, nihti tugevat SOS
vastuse esilekutsumist mitomiitsiin C (MTC) ning bleomditsiini (BLE) poolt. GAT, OFL ja BLE
kdrgemal kontsentratsioonil oli kasv inhibeeritud (joonis 10), aga GFP ekspressioon madal
(SOS vastust ei indutseeritud).
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Joonis 10. Plasmiidi pANOL1::cda’ sisaldavate bakterikultuuride kasvukéverad ravimite
korgemal ja madalamal kontsentratsioonil esimese 6 tunni jooksul. A. Ravimite MTC, BLE
ja OFL ravimi korgemal kontsentratsioonil on kasv inhibeeritud. Edaspidi on ka néha, et BLE
ja OFL puhul SOS vastust korgel ravimikontsentratsioonil ei indutseerita. B. Ravimite ECH,
PLI, EVO ja SAT puhul ei toimunud kasvava faasi kultuurides kasvu inhibitsiooni.

MTC pohjustas SOS vastust kdigil testitud kontsentratsioonidel (0.1 kuni 10 uM). BLE tekitas
tugeva SOS vastuse 0.5 uM kontsentratsioonil. Samas, 2.5 ja 10 uM BLE ilmselt inhibeeris
GFP ekspressiooni ja bakterite roheline fluorestsents oli madalam kui ravimivabas kontrollis.
GAT ja OFL indutseeridsid SOS vastuse madalatel kontsentratsioonidel (0.1 ja 0. 5 uM),
kusjuures nende fluorokinoloonide kdrgemad kontsentratsioonid ei pohjustanud SOS vastust
vaid, vastupidi, inhibeerisid GFP siinteesi vorreldes ravimivaba kontrolliga (joonis 11). See

tulemus voib tunduda iillatav, aga on teada meie labori varasematest katsetulemustest.

25000
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20000 -+ BLE
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= 15000
) PLI
&= 10000 EVO
o
SAT
5000
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0 T T T 1 -4 OFL
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kontsentratsioon (uM)

Joonis 11. SOS vastuse induktsioon pANOLl::cda’ plasmiidiga kasvavas kultuuris
erinevatel ravimi kontsentratsioonidel pérast kuut tundi tootlust. GFP fluorestsents on
normaliseeritud kultuuri optilisele tihedusele (SFU — specific fluorescence unit, GFP jagatud
ODeoo-ga). Fluorokinoloonid (GAT, OFL) ja BLE indutseervad GFP ekspressiooni
madalamatel kontsentratsioonidel. Ulejééinud vihiravimitel on kasvavas kultuuris SOS vastus
indutseeritud korgeimal kontsentratsioonil, kuid ka ravimivabades kontrollides (O
kontsentratsioon) on GFP ekspressioon kdrgem kui 10 uM GAT ja OFL juuresolekul. Katse on
tehtud iihes korduses.

Ravimivaba kontroll nditas alates viiendast tunnist samuti GFP taseme olulist tousu (joonis 12).
Kuna esimeses kasvava faasi katses moodeti proove 20 tundi ning proovid ldhenesid
statsionaarsele kasvufaasile, oli juba antud katses néha, et reporterplasmiid iileekspresseerib
GFP-d ravimivabades proovides, mis ei ole sobilik mittekasvavate bakterite SOS vastuse

mootmiseks.
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Joonis 12. Ravimivaba kontroll kasvavas Kultuuris vorldluses kahe ravimiga. A.
Kasvukdverad. B. SOS vastuse induktsioon, GFP on normaliseeritud kultuuri optilisele
tihedusele. On ndha, et ravimivabas kontrollis on GFP {ileekspresseeritud ning ei Kirjelda
bakterite tavalist (stessivabades tingimustes) SOS vastuse induktsiooni — see indutseeritakse
reporterplasmiidiga sdltumata ravimitodtlusest.

Plasmiidi ebasobivust statsionaarse (mittejaguneva) faasi kultuuri SOS vastuse uurimiseks
Kinnitasid ldbivoolutsiitomeetriga analiiisitud proovid. 24 tunni vanuses statsionaarse faasi
kasvatatud rakukultuuris oli GFP valk ekspresseeritud korgel tasemel soltumata
ravimitootlusest. 48 tunni vanustes statsionaarse faasi proovides oli ndha bakterite rakutiheduse
langust. Rohkem kui pooled rakud on kadunud (liiiisunud) ja vdhemaks oli jadnud just tugevalt
fluorestseeruvaid rakke. Peale bakterite lahjendamist virskesse kasvusootmesse oli ndha
bakterite arvu olulist vdhenemist. Proovist olid kadunud tugevalt fluorestseeruvad bakterid,
enamus rakke olid madala GFP sisaldusega (joonis 13). Ainus seletus saadud tulemustele on,
et GFP valgu ekspressioon pANOL1::cda’ plasmiidi sisaldavates bakterites toimub kultuuri
vananedes ja statsionaarsesse faasi joudes ka ilma DNA kahjustust pdhjustavaid aineid
lisamata. GFP akumulatsiooniga kaasneb bakterite liilis. Seega voib eeldada, et GFP korge

ekspressioon nii toodeldud kui ka tootlemata proovides pdhjustas statsionaarsesse faasi joudes
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ja kasvamahakkamisel bakterite liitisumise. Kokkuvdttes nagime, et pANO1::cda’ pole sobiv

reporter statsionaarse faasi kultuuris SOS vastuse iseloomustamiseks.

[ |24 tundi kasvatatud proov 267670
statsionaarne faas, kontroll 128516

[  |kasvama hakkamine, kontroll |6070

100 101 102 103 104 105 106
BL1-H :: GFP-H

Joonis 13. GFP valgu ekspressioon kolmes tootlemata proovis. Histogramm néitab
stindmuste (bakterirakkude) jaotumist fluorestsentsi jargi. Bakterirakud on eelnevalt eristatud
taustamiirast (lisa 1). Sinise vérviga on nédidatud statsionaarsesse faasi kasvatatud ravimivaba
proov, kus suurem osa rakke on juba kdrge GFP ekspressiooniga. Oranzi varviga on ndidatud
statsionaarse faasi katse kontroll (48h kasvanud). Roosa virviga on nididatud kasvama
hakkamisel pérast viit tundi voetud kontroll.

2.3.2. SOS vastuse esilekutsumine viahiravimite poolt reporterplasmiidiga pSC101-
GFPmut2-Pcda-mScarlet-1

Selleks, et testida pSC101-GFPmut2-Pcda-mScarlet-1 sobivust reporterplasmiidina, testiti seda
koigepealt kasvavas E. coli kultuuris kasutades SOS vastuse kdivitamiseks fluorokinoloone.
Selleks lahjendati starterkultuur sada korda 3 ml LB s66tmesse ning rakukultuuri kasvatati tund
aega aereerides. Kasvanud bakterikultuurile lisati gatifloksatsiini ja ofloksatsiini ning
plaadilugejal moddeti kuue tunni jooksul mScarleti fluorestsentsi intensiivsust ja ODeoo vadrtust
(joonis 14). Reporterplasmiid andis tugeva fluorestsentsi signaali — GAT ja OFL vahe
kontrolliga oli iile kahesaja kordne. Kuna kontrollides ei esinenud SOS vastuse induktsiooni,

otsustati reporterplasmiidi kasutada edaspidistes katsetes.

23



mScarlet (SFU)

4000 -
3000 -
2000 -
1000 -
[
0 1 1 1
N S S

S S
& \F 9 R
\k'e &@. @. @. @.

ST
F F & &

Joonis 14. SOS vastuse induktsioon plasmiidi pSC101-GFPmut2-Pcda-mScarlet-1
sisaldavas kultuuris fluorokinoloonidega gatifloksatsiin ja ofloksatsiin. Fluorestsentsi
vaartused on voetud parast kuut tundi ravimitootlust, tulemused on normaliseeritud kultuuri
optilisele tihedusele (SFU - specific fluorescence unit, mScarlet jagatud ODeoo-ga).
Ravimivabas proovis on SOS vastuse induktsioon minimaalne ning fluorokinoloonidega, millel
on madalal kontsentratsioonil teada DNA-d kahjustav toime kasvavas kultuuris, on tugev
mScarleti fluorestsentsi intensiivsus.

Edasiste katsete kiirendamiseks ja lihtsustamiseks voeti kasutusele peatiikis 2.2.5. kirjeldatud
katseprotokoll, kus peale statsionaarse faasi bakterite ravimitootlust pesti neid PBS-ga,

lahjendati virskes s66tmes 1:7 ja mdddeti fluorestsentsi ning ODeoo mikrotiiterplaadil.

2.3.2.1. SOS vastuse esilekutsumine vihiravimite poolt kasvavas rakukultuuris

Kasvavas bakterikultuuris SOS vastuse induktsiooni modtmiseks lahjendati starterkultuur kahte
erineva pH-ga so6tmesse ning kasvatati 90 minutit, millele jargnes ravimitodtlus. S66tmete
valik oli médratud uurimisgrupi poolt tehtud katses, kus tehti kindlaks, millise pH juures on
ravim aktiivsem. Logaritmilises kasvufaasis olevatel rakkudel moodeti ravimitootluse ajal
ODesoo ja mScarlet fluorestsentsi vadrtuseid. Jagunemine oli tugevalt inhibeeritud ravimitega
MTC, BLE ja ECH ning norgemalt ravimitega PLI ja SAT. Tugevad kasvu inhibeerijad on
DNA-ga kovalentselt seonduvad iihendid ning seetdttu ka tugevamad kasvavas kultuuris
jagunemise inhibeerijad. Evofosfamiid (EVO) ainuke uuritav ravim, mis ei inhibeerinud viie
tunni jooksul kasvu ning selle moju avaldus teistest ravimitest aeglasemalt (joonis 15).
Evofosfamiidi aeglane moju kasvu inhibitsioonile voib olla tingitud tema aeglasest sisenemisest
rakku, mistottu avaldub tema inhibeerimise efektiivsus kasvavas kultuuris alles alates viiendast

tunnist.
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Joonis 15. Kasvu inhibitsioon ravimite poolt kasvavas kultuuris. A. Kasvu inhibitsioon
LPM so66tmes (pH 5.5). Plikamiitsiin (PLI) ja satraplatiin (SAT) inhibeerisid kasvu ndrgalt ning
evofosfamiidi (EVO) inhibeeriv toime avaldus alles pérast viiendat tundi. B. Kasvu inhibitsioon
CAMHB sootmes (pH 7.4). Koik ravimid avaldasid tugevat kasvu inhibeerivat toimet
rakkudele.

SOS vastuse induktsiooni néitas fluorestseeruv valk mScarlet. LPM sd6tmes inhibeerisid kasvu
koige rohkem plikamiitsiin ja satraplatiin, kuid neist kahest indutseeris SOS vastust tugevalt
ainult satraplatiin. Evofosfamiid inhibeeris kasvavas kultuuris jagunemist alles viie tunni
moodudes ning SOS vastuse induktsioon algas samal ajahetkel, seega DNA-d kahjustav toime
aktiivselt jagunevates bakterites esineb, kuid mitte nii Kiire toimega, kui satraplatiinil.
Fluorestsentsi tugevusele tehti ka iithepoolne ANOVA (analysis of variance) statistiline test
koos Dunnetti jareltestiga, kus viimases moddetud ajapunktis vorreldi iga ravimi mScarleti

signaali tugevust kontrolli signaaliga. Statistiline test nditas, et nii evofosfamiid kui ka
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satraplatiin indutseerisid SOS vastuse, mis oluliselt erines kontrollis mdddetud signaalist
(joonis 16).
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Joonis 16. SOS vastuse induktsioon kasvavas LPM sootmega kultuuris. A. mScarleti
moddetud signaal kuue tunni jooksul, normaliseeritud (SFU). B. mScarleti signaali tugevus
viimases moddetud ajapunktis. Graafikud kujutavad kolme korduse keskmist koos
standardhédlbega. Statistilise olulisuse leidmiseks kasutati ithepoolset soltumatut ANOVA testi
(analysis of variance), vorreldes iga ravimiga toodeldud proovi kontrolliga. Jareltestina kasutati
Dunnetti testi; *** P <0.001; **** P <0.0001; ns — ei ole statistiliselt oluline.

CAMHB s66tmes toodeldud ravimitega esines igas proovis tugev kasvu inhibitsioon, kuid SOS
vastust indutseeris tugevalt vaid MTC. See on viga toksiline ravim ning selle tugevamalt
kahjustav mdju DNA-le kasvavas kultuuris vorreldes teiste uuritavate vahiravimitega oli
oodatav, sest MTC-d on varem Kkasutatud SOS vastuse uurimiseks kasvavates
bakterikultuurides (Dorr et al., 2009). SOS vastuse induktsioon oli kiire ning joudis kahe
tunniga umbes 44 Kkorda tugevama signaalini vorreldes kontrolliga (5500 SFU), see oli ka

suurim mScarleti fluorestsentsi vaartus koikides ravimitega t6odeldud kasvavates kultuurides.
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Madalamat, kuid statistiliselt olulist SOS vastust indutseeris ka bleomiitsiin, mis oli varreldes
ravimivaba kontrolliga umbes 13 korda tugevama signaaliga (1600-1800 SFU). Arvestades ka
katseid reporterplasmiidiga pANO1::cda’, voib jareldada, et bleomiitsiinil on korgematel
ravimikontsentratsioonidel SOS vastust inhibeeriv toime ning madalamatel ravimi
kontsentratsioonidel suudab SOS siisteem ravimi poolt tehtud DNA kahjustused parandada.

Ehhinomiitsiin kasvavas rakukultuuris SOS vastust ei indutseerinud (joonis 17).
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Joonis 17. SOS vastuse induktsioon 1:4 lahjendatud CAMHB so6tmega kasvavas
kultuuris. A. mScarleti mdddetud signaal kuue tunni jooksul, normaliseeritud (SFU). B.
mScarleti signaali tugevus viimases moddetud ajapunktis. Graafikud kujutavad kolme korduse
keskmist koos standardhélbega. Statistilise olulisuse leidmiseks kasutati ithepoolset sdltumatut
ANOVA testi (analysis of variance), vorreldes iga ravimiga toddeldud proovi kontrolliga.
Jareltestina kasutati Dunnetti testi; ** P <0.01; **** P <(0.0001; ns — ei ole statistiliselt oluline.
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2.3.2.2. SOS vastuse esilekutsumine vihiravimite poolt mittejagunevates bakterites ja

nende kasvamahakkamisel

Mittekasvava (statsionaarse) rakukultuuri SOS vastuse tuvastamiseks vorreldi tootlusele
eelnenud mScarleti signaali tootlusjargse modtmisega. ODeoo vddrtused mdddeti tulemuste
normaliseerimiseks ning tootluseelne (24h kasvanud proov) ja tootlusjargne kontroll (48h
kasvanud proov) kinnitasid, et toodeldav rakukultuur oli tdepoolest statsionaarne, jaddes enne
ja pérast to6tlust vahemikku 0.15-0.20 (lahjendatud proov). Samas tootluse ajal ODesoo vaértus
ei langenud, mis viitab sellele, et isegi kui toimus bakterite tapmine ravimite poolt, ei

pohjustanud see nende liiiisi.

Vorreldes kasvava kultuuri kontrolliga ei esinenud ravimivabas statsionaarsesse faasi
kasvatatud kultuuris mScarlet valgu iileekspressiooni — kasvavas Kultuuris jdi mScarlet
vahemikku 100—170 SFU ning statsionaarse faasi kultuuris ei tousnud iile 100 SFU. See viitab
plasmiidi paremat sobivust statsionaarses faasis rakukultuuriga katsetesse. Mitte iihegi
ravimiga ei esinenud statsionaarses faasis tugevat SOS vastuse induktsiooni — CAMHB
sO66tmes moddeti kdrgeim mScarleti signaal bleomiitsiiniga, kus fluorestsentsi intensiivsus oli
1.5 korda kdrgem signaal vorreldes kontrolliga (keskmiselt 275 SFU) ning LPM sd6tmes
plikamiitsiiniga (keskmiselt 104 SFU) t66deldud proovides (joonis 18). MTC-ga on katseliselt
toestatud, et nii kasvavates kui mittekasvavates bakterites tekivad samasugused ristseosed
DNA-s, kusjuures kasutati sama ravimi kontsentratsiooni (Kwan et al., 2015). Antud katses
MTC-ga to6tlusel SOS vastuse induktsiooni ei esine vaatamata sellele, et on tdestatud sama
mehhanism. On tdendoline, et mittekasvavates bakterites ei ole selline DNA parandamise
mehhanism vdimalik voi el ole reportervalgu siintees piisav, et seda mikrotiiterplaadilugejal
tuvastada. Ravimi kontsentratsioon statsionaarse faasi katseks antud katseprotokolliga valiti
vastavalt uurimisgrupi eelnevates skriiningutes kasutatud kontsentratsioonile. Kuna mScarlet
fluorestsentsi intensiivsus oli koikides proovides vidga madal vorreldes kasvava kultuuri
katsetega, kus signaal kiilindis mitme tuhande SFU-ni, ei tehtud statsionaarse faasi katse

tulemustega statistilisi teste.
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Joonis 18. SOS vastuse induktsioon statsionaarse faasi kultuurides, normaliseeritud
(SFU). A. mScarleti fluorestsentsi intensiivsus 1:4 lahjendatud CAMHB s66tmes toodeldud
ravimitega. Tootluseelne kontroll on statsionaarsesse faasi kasvatatud kultuuris mdddetud
mScarleti fluorestsents, kontroll on inkubatsiooni lédbinud proov ilma ravimita. B. mScarleti
fluorestsentsi intensiivsus LMP s66tmes toodeldud ravimitega.

Statsionaarses faasis ravimitega td6deldud rakud tsentsifuugiti pdhja, pesti kaks korda 1x PBS-
ga ja pandi uuesti kasvama vérskesse lahjendamata CAMHB s66tmesse vahekorras 1:7 (25 ul
rakke ning 175 pl CAMHB), mis tagas ravimi eemaldamise rakuvilisest keskkonnast ning
tihtlasi suurema rakkude tiheduse tileskasvamise. mScarleti fluorestsentsi vaartused proovide
vordlemiseks valiti ajakdverate alusel ajahetkel, mil rakukultuur igal proovil joudis tiheduseni
ODe00~0.5. Virskes so6tmes kasvamahakkamisel oli nidha oodatav kasvu inhibitsioon koikide
ravimite poolt, millest kdige kauem inhibeerisid kasvu mitomiitsiin C, plikamiitsiin,
evofosfamiid ja satraplatiin (joonis 19). Evofosfamiidi mojul kasvu inhibitsioon kasvavas
kultuuris oli aeglane, kuid pérast 24 tundi statsionaarse faasi toGtlust on see tugevamate
inhibeerijate hulgas. See voib lisada kinnitust oletusele, et ravimi sisenemine bakterirakku on

aeglane.
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Joonis 19. Tootlusjirgse kasvamahakkamise kasvukoverad.

Kasvu inhibitsiooni ajal piisis koikidel proovidel mScarleti signaal enam-vdhem samal
intensiivsusel (200-300 SFU), kuid kasvama hakkamisel SOS vastuse induktsiooni ei esinenud
tihegi ravimiga t66deldud proovis (joonis 20). Kasvu inhibitsioon v3ib olla tingitud sellest, et
statsionaarses faasis mdjuvad ravimid rakkudele bakteritsiidselt ja surnud bakterites SOS
vastust loomulikult ei indutseerita. Teine voimalus oleks, et bakterid surevad saadud DNA
kahjustuse mdjul peale virskesse kasvusootmesse viimist. SOS vastuse puudumine peale uues
s00tmes lahjendamist seda hiipoteesi ei toeta, sest kasvava faasi katses DNA kahjustuste
tagajarjel oli SOS vastus indutseeritud. Normaliseeritud fluorestsentsi signaali graafikud
néitasid mScarleti intensiivsuse langust kasvamahakkamise hetkel, sisuliselt olid need ODegoo
ajakdverate podrdgraafikud. Ukski ravim, mis kasvavas rakukultuuris niitas DNA kahjustamist
jaindutseeris SOS vastust, ei nditanud sama toimet edasistes katsetes. On tdenéoline, et ravimite
mehhanism ei erine kasvavas faasis ja statsionaarses faasis (seda kinnitab tdestus, et MTC
tekitab ristseoseid DNA-s nii kasvavates rakkudes kui ka persistorites). Ehhinomiitsiin ja
plikamiitsiin olid ainukesed vidhiravimid, mis lisaks statsionaarsele faasile ja sellejirgsele
kasvamahakkamisele ei indutseerinud SOS vastust ka kasvavas rakukultuuris. Fluorestseeruva

valgu madala signaali intensiivsuse tottu ei tehtud iihelegi proovile statistilist analiiiisi.
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Joonis  20. Normaliseeritud mScarleti signaali intentsiivsus tootlusjiargsel
kasvamahakkamisel, rakukultuuri tihedusel ODs00=0.5. A. Fluorestsentsi intensiivsus
proovides, mida statsionaarses faasis toddeldi 1:4 lahjendatud CAMHB s66tmes. B.
Fluorestsentsi intensiivsus proovides, mida statsionaarses faasis t06deldi LPM so6tmes.
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Kokkuvote

Kéesoleva t66 eesmarkideks oli leida sobilik katseprotokoll ja reporterplasmiid SOS vastuse
tuvastamiseks uropatogeenses E.coli tiives CFT073 ning mddta SOS vastuse induktsiooni
erinevates kasvufaasides ning tootlusjargsel kasvamahakkamisel. Antibiootikumide ja
molekulaarse mikrobioloogia uurimisgrupi skriiningust tuli muuhulgas vilja kuus vahiravimi
kandidaati, mis néitasid kasvu inhibitsiooni pédrast statsionaarse faasi bakterikultuuri
ravimitootlust. Koik védhiravimid on erinevate mehhanismidega DNA-ga seonduvad ning
seetOttu taheti vélja selgitada, kas nende ravimite mojul indutseeritakse bakterirakkudes SOS
vastus. Too kaigus leiti SOS vastuse tuvastamiseks uropatogeenses E.coli tiives CFT073 sobiv
katseprotokoll ning reporterplasmiidiks valiti pSC101-GFPmut2-Pcda-mScarlet-1, seejérel

moddeti SOS vastuse induktsiooni.

Ainukesed ravimid, mis ei indutseerinud vaatamata kasvu inhibitsioonile SOS vastust nii
kasvavas kultuuris kui ka statsionaarses faasis ja sellejargsel kasvamahakkamisel, olid
ehhinomiitsiin ja plikamiitsiin. Kasvavas faasis nditasid SOS vastust neli ravimit: mitomiitsiin
C, satraplatiin, evofosfamiid ja bleomiitsiin. Mittejagunevates bakterites ega ka nende
tootlusele jargnenud kasvamahakkamisel ei indutseerinud iikski ravim bakterites SOS vastust.
Sellele voib pakkuda erinevaid seletusi: 1) SOS vastust nditava valgu ekspressioon on
statsionaarses faasis niivord madal, et seda ei ole vdimalik tuvastada; 2) statsionaarses faasis
on enamus baktereid voimetud SOS vastust indutseerima ja seeldbi oma DNA-d parandama,
bakterid surevad ja to6tlusjargne kasv on seetdttu edasiliikkunud. On iisna tdendoline, et ravim
tootab siiski nii jagunevates kui ka mittejagunevates bakterites sama mehhanismiga (seda on
mitomiitsiin C puhul ka nididatud), seega ei ole mdistlik kahtlustada uudset ravimi
toimemehhanismi. SOS vastuse puudumine mittejagunevates bakterites ja nende
kasvamahakkamisel aga niitab, et nende ravimite vastu puudub selle mehhanismi ldbi
tolerantsuse/resistentsuse tekke vOimalus ning aktiivsuse tOttu raskesti ravitavate
mittejagunevate bakterite vastu on need ravimid iiks voimalik suund antimikroobsete iihendite

véljatodtamiseks.
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The induction of the SOS response by anticancer drugs in growing and stationary
bacterial culture

Naomi Charlotta Andersson

Summary

In medicine, antibiotic resistance is one of the biggest problems that needs urgent attention,
because discovering novel antimicrobials has slowed down significantly while resistance is
constantly arising and spreading. The main causes that promote antibiotic resistance are misuse
of these drugs by both medical professionals and patients, as well as overuse in agriculture and
the residues of antibiotics found in the environment (Czekalski et al., 2012; Peak et al., 2007).
The bacteria that are most difficult to treat and also need critical attention according to the
World Health Organization are gram-negative bacteria. They are difficult to treat with
antibiotics because of their outer membrane — antibiotics enter the cells using porins in the outer
membrane, but over time they mutate and antibiotic passage is blocked (Lou et al., 2011).
Especially hard to treat are the gram-negative bacteria causing chronic infections, where
nongrowing bacteria aren’t as susceptible to antibiotic treatment (Blango ja Mulvey, 2010). The
SOS response, which repairs DNA damage in cells, is another mechanism to gain antibiotic
tolerance or resistance via mutations introduced while fixing DNA (Crane et al., 2021; Beaber
et al., 2004; Cirz et al., 2005). Therefore the detection of SOS response to antimicrobials

important in understanding the mechanism of potential resistance and how to target it.

The aims of this thesis were to find a suitable experiment protocol and a reporter plasmid to
detect SOS response in uropathogenic E.coli strain CFT073 and measure the SOS response in
different growth phases as well as during post-treatment regrowth. The DNA-binding
anticancer drugs used for this thesis were found in the research group during a screening for
antimicrobial drugs, showing activity against nongrowing bacteria. While some drugs showed
SOS response induction in growing culture (mitomycin C, satraplatin, evofosfamide,
bleomycin), none of the anticancer drugs induced the SOS response in the stationary phase
treatment nor in the post-treatment regrowth phase. It is unlikely that these drugs have a
different mechanism of action in different growth phases. The lack of SOS response could be
because the cells were unable to fix the damage of the anticancer drugs during stationary phase
with the SOS response as they did in the growing culture and therefore the cells died, which
leads to growth inhibition during post-treatment. The bacteria could also die during post-
treatment regrowth, but it is unlikely due to the lack of SOS response. Conclusively, these drugs
may not be as susceptible to treatment tolerance, because no SOS response was induced, and

could be a potential source for developing new antimicrobials.
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