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Infoleht

Translatsiooni tipsuse moju mutatsioonide tekkele bakteri Pseudomonas putida

ribosoomivalgu S5 mutantides

Translatsioonitdpsus on bakteris mitmete erinevate mehhanismide abil tasakaalustatud protsess.
Translatsioonitdpsuse vihenemine vOib pohjustada bakteris stressivastust, suurendades rakus
vigaste valkude hulka ning hiirides seeldbi valkude funktsiooni, kuid samas muutused
valkudes voivad bakterile anda uusi ja kasulikke omadusi keskkonnaga toime tulemiseks.
Varasemalt on ndidatud, et ribosoomi S4 ja S5 valkude mutatsioonid mdjutavad bakteris E. coli
translatsioonitipsust, kuid pole selgitatud nende moju laiemalt ka teistele bakteritele. Meie
laboris on ndidatud, et tRNA modifikatsiooniensiilimide TruA ja RluA puudumine bakteris
Pseudomonas putida suurendab mutatsioonisagedust ja TruA puudumine védhendab
translatsioonitdpsust. Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida ka ribosoomi valke S4 ja S5
kodeerivate  geenide mutatsioonide mdju P putida translatsioonitdpsusele ja

mutatsioonisagedusele.
Mairksdnad: ribosoom, translatsioonitipsus, mutatsioonisagedus, Pseudomonas putida
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Effect of translational fidelity on mutagenesis in ribosomal protein S5 mutants of

bacterium Pseudomonas putida

Translational fidelity is balanced by many different processes in bacteria. Decreased
translational fidelity can cause stress responses to occur in bacteria by increasing the amount of
mistranslated proteins in the cell and thus disrupting the function of the proteins. Mutations in
proteins as a result of decreased translational fidelity can also give bacteria an advantage by
potentially giving them new attributes better suited for their environment. It has previously been
shown that mutations in ribosomal proteins S4 and S5 affect translational fidelity in E. coli, but
the mutations’ effects on other bacteria has not yet been described. Our research group has
shown that the lack of tRNA modification enzymes TruA and RIuA increases mutational
frequency in Pseudomonas putida and lack of TruA decreases translational fidelity. The aim of
this thesis was to study the effects of mutations in ribosomal proteins S4 and S5 on the

translational fidelity and mutational frequency of Pseudomonas putida.
Keywords: ribosome, translational fidelity, mutation frequency, Pseudomonas putida

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



Sisukord

KASUTATUD LUHENDID...........ovveveverererererererssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 5
SISSEJUHATUS .....cuuuueeieoseraniicsssssssisssssnsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE ......uueeeeeeeuerererererereresesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseses 7
1.1 TVANSIALSTOON .rnunnnannnaennennnninnnennrenniisrninsenssecssessssesssesssessssssssssssesssssesssssssssssassssessssees 7
1.2 Ribosoom 10
1.3 Ribosoomivalgud 12
14 Ribosoomi valgud S4 ja S5 13
1.5 Mutatsioonisagedus 16

2. EKSPERIMENTAALQOSA ......uuuuuueeonaeiicssvnnssesssssssissssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssass 19
2.1 To6 eesmirgid 19
2.2 Materjal ja metoodika 20
2.2.1  Kasutatud bakteritiived ja SOOTME.........ccvreveririierieeiesieeieseeieete ettt see e ssesaessesesesseensesseens 20

2.2.2  Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatSioon ...........cceecveveereienercieneesiesenieseeieneeens 22

223 PR ettt b e et a etttk b et bt b et e bt ne st st s teneeaenea 23

2.2.4  ReStrTKtSI00NIANAITTS .. .c.veoveretertitetetetet ettt ettt sttt ettt et be et sbe bbb e nen 24

2.2.5  GeLICICKIIOTOIEES .. .c.veveeiiitestertet ettt sttt ettt et ettt st b b e nes 24

2.2.6  Koht-suunatud MULAZENEES .......c.eecveriereieriiiienieeierteeiesteeteseetesseeseeseesesseessesseessesnsessesssessennsensenns 24

2.2.7  Selektsioon spontaansete spektinomiitsiinile resistentsete kolooniate isoleerimiseks.................... 25

2.2.8  SEKVENEETIIMINE. ......eeueruirtirtintentirtint et ettt ettt ettt b sbe ettt b e sttt e bt et e st et e bt ebeebeebe et eebenbeseenen 26

2.2.9  Translatsioonitdpsuse mddtmine topeltlutsiferaasi testSUStEEMiga........c.eevevvrevereeriereeieniieieneeans 27
2.2.10 Mutatsioonisageduse mddtmine Rif?/7poB testsUSteemiga ..........c.coovveveevevrereeeeeeereeeeeeeenan. 28
2.2.11 Reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) detekteerimine ............coeevevvenienieieiinceeninenceesencseee 28
2.2.12 StatiStiline ANATTTS ....cc.eeverrertirtirirtene ettt ettt et 29

23 TULEMUSED 30
2.3.1 P putida ja E. coli 30S ribosoomivalkude S4 ja S5 VOrdlUs.......ccevveieriirienieieneeeeceee e 30

2.3.2  Pseudomonas putida ribosoomivalku S4 kodeeriva rpsD geeni suunatud mutagenees................. 31

2.3.3 P putida spektinomiitsiiniresistentsete kolooniate selekteerimine rpsE mutantide isoleerimiseks32

2.3.4  Geeni rpsE mutatsioonide mdju bakteri P. putida translatsioonitdpsusele .........c.coceeveverenercnnenne. 34

2.3.5  Geeni rpsE mutatsioonide mdju bakteri P. putida mutatsioonisagedusele.........c.cccevvererenencnnenne. 37

2.3.6  Geeni rpsE mutatsioonide mdju bakteri P. putida endogeensete ROS-ide tasemele...................... 38

2.3.7  Geeni rpsE mutatsioonide mdju bakteri P. putida stressitaluvusele..........ccoocvveevireieninceniniennnns 39

24 ARUTELU 41
2.4.1  Spektinomiitsiini kontsentratsioon selektsioonil..........ccccvirireririnenenieneniiiceeeee e 41

2.4.2  Geeni rpsE mutatsioonide moju translatsioonitApSuSEle ........ccueeeverierieriiriienieiereee e 41




2.4.3  Geeni rpsE mutatsioonide moju mutatsioonisagedusele .........cveverierieriirieniieiereeeeeee s 44

2.4.4  Geeni rpsE mutantide kiilmatundlikkus ja streptomiitsiinitundlikkus...........coocevvrcieniecieniecienenns 45
KOKKUVOTE.ucoucucusisincrsrssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 47
SUILATY couveveonnvriisrernsssersisssnsssssssssssisssssisssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssns 48
TARUSONA...nnaaennneeonneronnerisnnrossarissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssss 49
KitJANAUSE LO@LOUU a..cenuennnnannnnenonnnennnnnnnnnnnnnsnrnssnrisssrissssrisssnsssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssns 50
Kasutatud veeDiAAATESSI .......ueuueueeoeeesossuveossaresssarisssarissssnsssssnosssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssns 59



KASUTATUD LUHENDID

aaRS — aminoatsiiiil-tRNA siintetaas (ingl k - aminoacyl-tRNA synthetase)
aa-tRNA — aminoatsiiiil-tRNA (ingl k — aminoacyl-tRNA)

CAA - kaseiini hiidrosiilaat (ingl k — casamino acids)

Km — kanamiitsiin

LAR — lutsiferaasi reportertesti reagent (ingl k — luciferase assay reagent)
Pen — penitsilliin

Rif — rifampitsiin

ROS — hapnikuradikaalid (ingl k - reactive oxygen species)

Spc — spektinomiitsiin



SISSEJUHATUS

Translatsiooniprotsessi korrektne toimimine vdimaldab bakteril kasvada, paljuneda ning
kohaneda keskkonnatingimustega. Translatsioonitépsus on sealjuures faktor, mis maéérab
translatsiooni edukust. Kui bakteri translatsioonitdpsus viheneb, tekib rohkem vigaseid valke,
mis ei suuda oma iilesandeid korrektselt tdita. Translatsioonitdpsuse vdhenemine voib aga olla
ka mitmekesisuse allikas, andes bakteritele 14bi muutunud valkude uusi omadusi, nagu

resistentsus erinevatele antibiootikumidele.

Ribosoomi valgud S4 ja S5, mida kodeerivad vastavalt geenid rpsD ja rpsE, mingivad tdhtsat
rolli ribosoomi kokkupanekul ning funktsioneerimisel, olles kontaktis nii iiksteisega, teiste
ribosoomi valkudega, kui ka erinevate translatsiooniprotsessil osalevate molekulidega.
Varasemalt on leitud, et geenide rpsD ja rpsE mutatsioonid mojutavad bakteris E. coli
translatsioonitdpsust. Samuti on osade translatsiooniga seotud valkude defektsusega seostatud

translatsioonitdpsuse langus ja mutatsioonisageduse tous.

Meie laboris on ndidatud, et tRNA modifikatsiooniensiiimide TruA ja RluA puudumine
vihendab bakteri P. putida translatsioonitéipsust ning TruA puudumine suurendab ka bakteri
mutatsioonisagedust. Translatsioonitdpsuse vdhenemisega kaasneva mutatsioonisageduse
tousu edasiseks uurimiseks sooviti konstrueerida vihenenud translatsioonitdpsusega tiived ning
seejarel uurida translatsioonitipsuse moju mutatsioonisagedusele. Kuna rpsD ja rpsE
mutantidel on bakteris E. coli ndidatud translatsioonitipsuse muutumist, valiti ribosoomi valke
S4 ja S5 kodeerivad geenid rpsD ja rpsE, et luua P. putida tiived, milles on translatsioonitdpsus
hiiritud. Eelnevast ldhtudes seati kdesoleva t66 eesmérgiks konstrueerida Pseudomonas putida
tiived, millel on mutatsioonid geenides rpsD ja rpsE ning uurida mutatsioonide mdju bakteri

translatsioonitdpsusele ning mutatsioonisagedusele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Translatsioon

Kodikide eluvormide ning ka bakterite elutegevuse iiheks aluseks on valgusiintees ehk
translatsioon, mille abil avaldub bakteri DNA-s kodeeritud info. Selle protsessi alguses liigub
DNA-It transkribeeritud mRNA ribosoomi, kus translatsioon aset leiab. mRNA pdhjal
siinteesitakse ribosoomis valk ning siinteesiks vajalikke aminohappeid kannavad ribosoomi
tRNA-d. Aminohappe ja tRNA {iihendamise reaktsiooni kataliilisivad aminoatsiitil-tRNA
slintetaasid (aaRS) ning nende korrektsus tRNA laadimisel aminohappega mdjutab oluliselt

translatsioonitdpsust (Ling et al., 2009).

mRNA nukleotiidne jérjestus on jagatud kolmest nukleotiidist koosnevateks koodoniteks.
Koodoneid on 64 ning neist 61 koodonile vastab kindel aminohape. Ulejiinud 3 koodoni
lugemisel termineeritakse valgusiintees, seetdttu nimetatakse neid koodoneid ka
stoppkoodoniteks (Povolotskaya et al., 2012). Poliipeptiidi siinteesiks on vajalik mRNA
koodonite paardumine tRNA komplementaarsete antikoodonitega, et kindlustada oige

aminohappe lisamine siinteesitavasse valku.

Vead geeniekspressioonil

Vead RNA polumeraasi t60s
4x105 nukleotiidi kohta

Vead tRNA laadimisel
Soltub aaRS-st
Keskmine vigade sagedus 104

Translatsioonivead

102 stoppkoodoni lilelugemist koodoni kohta
10-5 raaminihet koodoni kohta
3x10* missenssmutatsiooni koodoni kohta

Joonis 1. Geeniekspressiooni kéigus tekkivate vigade sagedus. Kollasega on mérgitud tRNA aminohappega
laadimise vigade sagedus, rohelisega RNA poliimeraasi tehtud vigade sagedus ning punasega valgusiinteesi ajal
esinevad ribosomaalsete vigade sagedused. (muudetud, Evans et al., 2018).

Valgu korrektseks siinteesiks on tarvis koordineerida mitmete eri molekulaarsete komponentide
t00d ja aktiivsust, et translatsiooni tulemuseks oleks funktsionaalsed valgud. Siiski pole enamus
protsesse looduses tdiuslikud ning nii transkriptsioonil kui ka translatsioonil tehakse vigu. Vigu

vOib esineda mitmes eri valgusiinteesi etapis, nditeks voib toimuda nihe koodonraamistiku
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lugemisel voi liilitatakse siinteesitavasse poliipeptiidi vale aminohape. RNA poliimeraas teeb
DNA-It RNA transkribeerimise kdigus nukleotiidi kohta 4x10- viga ning valgusiinteesi ajal
tRNA aminohappega laadimisel tehakse keskmiselt 10 viga (joonis 1). Translatsiooni kdigus
esineb ithe koodoni kohta stoppkoodoni iilelugemist 102 sagedusega, raaminihet 107
sagedusega ning missenssmutatsioone 3x10* sagedusega (joonis 1). Hinnatakse, et 300-400
koodoniga geenilt transleeritud valgupopulatsioonis esineb 10-20% valkudest vdhemalt {iks
viga (Evans et al., 2018). Keskmiselt esineb valgusiinteesil iihe aminohappejidgi kohta 10
viga (Gordon et al., 2015).

Vigade esinemist voib selgitada fakt, et translatsioon toimub vidga kiirelt, niditeks bakteri
Escherichia coli valgusiinteesi kdigus lisatakse siinteesitavasse poliipeptiidi 12-17 aminohappe
jaaki sekundis (Young & Bremer, 1976). Bakteritel on siiski mitmeid kontrollsiisteeme
voimalike vigade esinemise véltimiseks ning translatsioonitdpsuse suurendamiseks.
Aminoatsiiiil-tRNA siintetaasid vahendavad dige aminohappe kinnitumist sobiliku tRNA kiilge.
Selleks iithenduseks ei piisa aga ainult substraadi ja aaRS-i aktiivtsentri vahelisest afiinsusest
vOi ruumilisest sobivusest, kuna mdned aminohapped, nagu isoleutsiin ja valiin, erinevad
iiksteisest ainult {ihe metiiiilriihma poolest (Mascarenhas et al., 2009). On leitud, et
aminoatsiilil-tRNA siintetaasidel on ka teise aktiivtsentriga kontrolldomeen, kus tuntakse dra
valesti paardunud aminohape ja tRNA ning hiidroliilisitakse nendevaheline side (Guo &
Schimmel, 2012). See mehhanism aitab vdhendada valede aminohapete liilitamist

sunteesitavasse valku.

Ka koodon-antikoodon interaktsioon aitab translatsioonitépsust suurendada. Elongatsiooni ajal
on ribosoomile kinnitunud kompleks, mis koosneb aminoatsiiiil-tRNA-st, GTP-st ning
elongatsioonifaktorist EF-Tu. Ribosoomi 30S subiihiku A-saidis paiknevad valgud kontrollivad
koodon-antikoodon heeliksi geomeetrilist struktuuri. Oige struktuuri korral toimuvad
valgusiinteesi energiaallika GTP kiire hiidroliiiisi jaoks vajalikud konformatsioonilised
muutused ning valgusiintees jatkub. Kui A-saiti on sattunud vale tRNA ehk koodon-antikoodon
heeliksi struktuur pole korrektne, ei toimu neid konformatsioonilisi muutusi ning GTP
hiidroliilis toimub aeglasemalt, mis suurendab vdimalust, et aa-tRNA-GTP-EF-Tu kompleks
dissotseerub ribosoomilt. Valgusiinteesi jatkumiseks peab GTP-EF-Tu kompleks dra tundma
ning ribosoomi viima 6ige tRNA. (Reynolds et al., 2010). Ribosoomi P-saidis toimub samuti
peale peptiidsideme teket uus koodon-antikoodon heeliksi kontroll. Kui ithendus on tekkinud
mittesobiva koodoni ja antikoodoni vahel, vdheneb ribosoomi A-saidi spetsiifilisus, mis

pOhjustab rohkem ebasobivate aminohapetega laetud tRNA-de sisenemist A-saiti, tulemusena



kuhjuvad siinteesitavas poliipeptiidis vead ning translatsioon termineeritakse enneaegselt

(Zaher & Green, 2009).

Translatsiooni edukaks toimimiseks on olulised ka RNA-s esinevad posttranskriptsioonilised
modifikatsioonid, nditeks pseudouridiinid ja metiilatsioonid. Bakteri E. coli ribosoomis
paiknevad 95% modifitseeritud nukleotiididest ribosoomi funktsiooniks olulistes piirkondades,
nagu A-, P- ja E-saidid ja peptidiiiiltransferaasne tsenter (Decatur & Fournier, 2002), mis néitab,
et organism vajab modifikatsioone translatsiooniprotsessi korrektseks toimumiseks. E. coli 16S
rRNA positsioonis 1402 paiknev metiileeritud tsiitidiin suurendab ribosoomi P-saidis
translatsioonitipsust, aidates translatsiooni initsiatsioonil leida diget startkoodonit (Kimura &
Suzuki, 2010). Translatsioonitépsuse sdilitamiseks olulisemad modifikatsioonid tRNA-s
paiknevad antikoodonlingus positsioonides 34 ja 37. Antikoodonlingu positsioon 34 on
esimene antikoodoni positsioon, mis paardub koodoni kolmanda nukleotiidiga ja positsioon 37
paikneb antikoodoni kdrval ning nende positsioonide modifikatsioonid (nditeks m!G37) aitavad

suurendada translatsioonitdpsust, hoides diget lugemisraami (Urbonavicius et al., 2001).

Enamasti pole translatsioonitdpsuse vidhenemise tulemusena iiksikute valede aminohapete
valku sattumine bakteri jaoks suur probleem. Kontrollmehhanismid viivad vigade esinemise
miinimumini ning allesjddnud vead ei pruugi valgu funktsiooni ja seega bakteri elu mérgatavalt
mojutada. Sageli ekspresseeritavad ja seega bakterile olulised valgud on tihti piisavalt
robustsed, et nad séilitavad oma funktsiooni ja dige voltumise isegi juhul, kui poliipeptiidi
siinteesil satub valku vale aminohape (Drummond et al., 2005). Bakter E. coli kasutab
translatsiooniveaks peetavat raaminihet teatud valkude siinteesil lausa enda kasuks, kodeerides
ithes lugemisraamis DNA poliimeraas III kahte erinevat subiihikut T ja y ning muutes
lugemisraami, et kumbagi neist siinteesida. Bakteris E. coli kodeerib DNA poliimeraas III 7 ja
v subiihikuid dnaX geen. t subiihik on transleeritav iihe lugemisraamina ja t subiihikut
kodeeriva osa positsioonides 428-432 asuvates koodonites asub 6 jérjestikust adeniini ning
seejirel raamis -1 jirjestus UGA, mis v0ib toimida stoppkoodonina. y subiihik on t subiihikuga
vorreldes 212 aminohappe vdrra lithem ning on jérjestuselt identne t subiihiku N-terminaalse
jéarjestusega, kuid y subiihiku silinteesi on termineerinud varem teises lugemisraamis asuv
stoppkoodon. (Blinkowa & Walker, 1990). Ensiitimi tdielikuks aktiivsuseks peavad molemad
subithikud DNA poliimeraas III kompleksi koosseisus olema (Hawker & McHenry, 1987),
seega on siinteesiks tarviliku raaminihke toimumine bakteris eelprogrammeeritud ja vajalik.
Moned mobiilsed elemendid, nagu IS1, kasutavad samuti translatsiooni kdigus raaminihke
toimumist, et toota transponeerumiseks vajalikku ensiilimi transposaas (Sekine & Ohtsubo,

1992).



Translatsioonitdpsuse vahenemine v3ib bakterile ka kasulik olla. GatCAB ensiitimikompleks
kataliiiisib paljudes bakterites valesti atsiiiilitud Glu-tRNAS!" ja Asp-tRNAA" tagasi korrektse
aminohappega paardunud GIn-tRNAS" ja Asn-tRNA”"-ks. Mutatsioonid GatCAB kompleksi
osa kodeerivas geenis gat4 vihendavad translatsioonitépsust, suurendades Gln — Glu ja Asn
— Asp translatsioonivigade teket (Su et al., 2016). Selle translatsioonitipsuse vdhenemise
tulemusena valesti transleeritud aminohappejddgid RNA poliimeraasi 3 subiihikus paiknevas
rifampitsiini seondumiskohas annavad bakterile Mycobacterium smegmatis resistentsuse
rifampitsiini vastu, tdendoliselt seetdttu, et valesti transleeritud on just rifampitsiini

seondumiseks kriitilised aminohappejiédgid (Javid et al., 2014).

Translatsiooni tdpsuse viahenemise tulemusena siinteesitakse rohkem ebatdiuslikke valke, mis
vOib bakteril pdhjustada stressivastust. Kui bakterirakus on niiteks palju valesti voltunud
vélismembraani poriinivalke, vallandub rakumembraani terviklikkust mdjutava alternatiivse
sigmafaktori RpoE vahendatud stressivastus (Ades, 2004). E. coli lacl geeni kontekstis on
nédidatud, et Lacl valgu 328 aminohappejdigi seas on 59% protsenti aminohappejiékidest
voimalik asendada nii, et valgu funktsioon ei muutu (Markiewicz et al., 1994). Selle pdhjal vdib
jédreldada, et kuigi valgud taluvad iisna suurel miédral aminohappeasendusi ilma kaasneva
funktsioonimuutuseta, on siiski markimisvadidrne voimalus, et translatsioonitdpsuse muutusest

tulenevad asendused valgu koosseisus vihendavad valgu voimet oma eesmérki téita.

Paradoksaalselt voib bakteril olla ka wvajalik kindlate stressorite {ileelamiseks
translatsioonitdpsust vidhendada ja seega suurendada valesti transleeritud valkude kogust
organismis. On ndidatud, et subinhibitoorse kontsentratsiooni antibiootikumiga vodi vihese
hapnikuga keskkonnas laeb E. coli metioniiniga ka mittemetioniini-tRNA siintetaase, kusjuures
mutanttiivedes, kus see protsess on takistatud, on bakteril mérgatavalt viiksem vastupanu
klooramfenikoolile ja teistele stressoritele (M. H. Schwartz et al., 2016). Vdimalik seletus
sellele ndhtusele on metioniini voime kaitsta oksiidatiivse stressi eest, olles okstidantidele
reageerimispartneriks ning takistades nende reageerimist teiste kriitilise tdhtsusega voi
asukohaga aminohapetega (Levine et al., 1996). See néitab, et translatsioonitépsus ning ka selle

reguleerimine on bakteritele ellujadmiseks ja eri tingimustega kohanemiseks oluline.

1.2 Ribosoom

Translatsioon on iiks olulisematest bakteris toimuvatest protsessidest, kuna see vahendab

otseselt bakteri kasvu, ellujdémist ja paljunemist. Ribosoom on raku molekulaarne masin, kus
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toimub translatsioon. Prokariiootne 70S ribosoom koosneb suurest (50S) ja véiksest (30S)
subtlihikust. Bakteri E. coli ribosoomi 30S subiihik koosneb 16S rRNA-st ja 21
ribosoomivalgust, tdhistatud S1-S21 (Giri et al., 1984), ning 50S subiihik koosneb tihest 5S
rRNAst, {ihest 23S rRNAst ja 33 ribosoomivalgust, tdhistatud L1-L.36 (Aoyama et al., 2022).
30S subiihik vastutab mRNA dekodeerimise eest, kontrollides mRNA koodoni ja tRNA
antikoodoni omavahelist komplementaarsust ning 50S subiihikus asub peptidiiiiltransferaasne
tsenter, mis kataliilisib valgusiinteesil aminohapete vahelise peptiidsideme moodustumist
(Wimberly et al., 2000). 30S subiihik osaleb tRNA valikus ning kontrollib ka seeldbi
translatsioonitdpsust (Culver, 2003). Translatsiooni initsiatsioonil ithenduvad 30S ja 50S
subtihik tiheks kompleksiks tdnu 12 subiihikutevahelise silla tekkele, kusjuures vdivad tekkida

nii valk-valk, valk-RNA kui RNA-RNA vahelised sillad (Yusupov et al., 2001).

Ribosoomis on kolm tRNA seondumissaiti ehk A-sait (aktseptor-sait), P-sait (peptidiiiil-sait) ja
E-sait (exit-sait). Poliipeptiidi siinteesi alustamiseks seondub P-saiti AUG koodonit tuvastav
initsiaator-tRNA fMet-tRNA, millega on bakterites seondunud esimesena silinteesitavasse
poliipeptiidi lisatav formiileeritud metioniin. Seejdral saab AUG korval asuva koodoniga
seonduda elongatsioonifaktori EF-Tu vahendusel ribosoomi A-saiti toodud aminoatsiiiil-tRNA
(ehk tRNA, mis kannab siinteesitavasse valku jirgmisena lisatavat aminohapet) antikoodon
(Kozak, 1999). Aminoatsiiiil-tRNA aminohappe a-aminoriihma ja initsiaator-tRNA
karboniitilriihma siisiniku vahel tekib peptiidside. Ribosoomi iihe koodoni vdrra toimuva
translokatsiooni tottu liigub A-saidis olev tRNA P-saiti, niiiid juba lisatud aminohappejddgiga,
ning jitab A-saidi vabaks, et sinna saaks seonduda jdrgmist aminohappejidki kandev
aminoatsiiiil-tRNA. P-saidis olev tRNA liigub E-saiti ning seega dissotseerub ribosoomilt
(Reynolds et al., 2010). Elongatsiooniprotsess jatkub uute aminoatsiiiil-tRNAde kohale
toomisega, kuni ribosoomi A-saiti jouab stoppkoodon. Stoppkoodonit tunnevad dra
terminatsioonifaktorid RF1 voi RF2, mis hiidroliiiisivad tRNA ja poliipeptiidi vahelise sideme
ning vastsiinteesitud valk vabaneb ribosoomilt (Baggett et al., 2017). Ribosoomi vabastav
faktor RFF ja EF-G dissotseerivad ribosoomist, mRNA-st ja tRNA-st koosneva allesjddanud

kompleksi ning neid taaskasutatakse uutes translatsioonitsiiklites (Janosi et al., 1994).

Ribosoomil on tdhtis roll translatsioonitdpsuse hoidmisel, soodustades konformatsiooniliste
muutustega valgusiinteesi kdiku. Kui aa-tRNA seondub ribosoomi A-saiti, liiguvad ribosoomi
308 subiihikus moned konserveerunud nukleotiidid, nagu G530 ja A1492, koodon-antikoodon
heeliksi ldhedale koodoni ja antikoodoni vaheliste vesiniksidemete digsust kontrollima ning

selle litkumisega kaasneb terve 30S subiihiku pea ja dla repositsioneerumine (Hoffer et al.,
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2019). Seda protsessi kutsutakse suletud konformatsiooni liikumiseks, mis on optimaalne

seisund digete aa-tRNA-de valikuks ja GTP hiidroliiiisiks (Ogle et al., 2002).

Valgusiinteesi kontrollijana on ribosoom oluline sensor, milles toimuvaid muutusi saab bakter
kasutada erinevate stressitingimuste tajumiseks ning sobiliku vastuse algatamiseks. Ribosoomi
konformatsiooni muutust vai siinteesitud valkude seisu on pakutud peamiseks temperatuuriSoki
signaaliks, mille pdhjal rakk tuvastab hiiringu translatsiooniprotsessis ja algatab globaalse

vastuse stressi lileelamiseks (VanBogelen & Neidhardt, 1990).

1.3 Ribosoomivalgud

Ribosoomivalkude (r-valkude) peamine roll on moodustada koos rRNA-ga terviklik ribosoom,
mis oleks optimeeritud valgusiinteesi tiapseks ja kiireks toimumiseks. Ribosoomivalgud on nii
bakterites, eukariiootides kui ka arhedes konserveerunud. 102 ribosoomivalkude perekonnast
32 perekonna esindajaid leidub kdikides eludomeenides, kusjuures suur osa konserveerunud
ribosoomivalkudest mingivad olulist rolli ribosoomi subiihikute kokkupanekul ja ithinemisel
ning interakteeruvad tRNA-ga (Lecompte et al., 2002). E. coli 30S subiihiku r-valgud
koosnevad enamuses kdigest 70-170 aminohappejddgist, kuid suurim r-valk S1 koosneb lausa
557 aminohappejdédgist, samas kui 50S subiihiku r-valkude koostis jddb 46 ja 233
aminohappejddgi vahele (Wittmann, 1982).

Ribosoomivalgud on otseselt vajalikud enamuse ribosoomi assambleerumiseks vajalike suure
ja véikse subiihiku vaheliste sildade moodustamiseks, eriti r-valgud S13, S15 ja S19 (Gao et al.,
2003a). R-valgud osalevad ka teiste sildade moodustumisel, nditeks ainuke subiihikutevaheline
valk-valk sild B1b moodustub L5 ja S13 r-valkudest (Gao et al., 2003b). Kuna paljud r-valgud
moodustavad kontakte nii tRNA kui mRNA-ga, on r-valkude korrektne konformatsioon ja
nende korrektne translatsioon tihti vajalik ribosoomi tapseks tooks. S9 ja S13 r-valkude C-
terminaalsed sabad asuvad ribosoomi P-saidis antikoodonlingu ldhedal ning nende deletsioon
ei ole kiill rakule letaalne, aga ribosoomi 30S subiihiku afiinsus tRNA suhtes vidheneb ja voib

suurendada translatsioonil raaminihke tdendosust (Hoang et al., 2004).

Ribosoomivalkudel on rakus tihti ka muid tilesandeid peale ribosoomi koostisesse kuulumise
ja valgusiinteesis osalemise. S1 valk on bakteris E. coli hddavajalik mRNA translatsiooni
initsiatsiooniks ja siinteesitava poliipeptiidi elongatsiooniks (Serensen et al., 1998) ning samuti
aitab kaasa transkriptsiooni tsiikli kiirele kordumisele, vabastades RNA poliimeraasi RNA pealt

ja vdimaldades poliimeraasil varem uut tsiiklit alustada (Sukhodolets et al., 2006). E. coli 50S
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subiihiku valgud L15, L16, L18 ja L19 on vdimelised kdituma nii RNA kui valkude puhul
tSaperonidena ehk nad suunavad vastsiinteesitud valke voi RNA-sid korrektselt voltuma voi
stabiliseerivad juba korrektselt voltunud valku (Kovacs et al., 2009). Arvestades, et erinevalt
muudest spetsiifilistest tSaperon-valkudest (nagu Hsp90) ei vaja mainitud r-valgud tSaperon-
aktiivsuseks ATP energiat, vdivad r-valgud olla iisna olulised organismi jaoks kiiretel
kasvuperioodidel energia kokkuhoidmiseks (Panaretou et al., 1998). Ennetades valkude valesti
voltumist véldib rakk stressi sattumist, mis vdib olla kasvu ja paljunemist pérssiv ning ATP
kokkuhoid tSaperon-valkude aktiivsuse pealt voimaldab rakul kasutada ATP-d olulisemateks

protsessideks.

1.4 Ribosoomi valgud S4 ja S5

Ribosoomi valk S4 on iiks kahest ribosoomi valgust, mis kontrollivad E. coli 30S ribosoomi
subiihiku assambleerimise initsiatsiooni (Nowotny & Nierhaus, 1988). Ribosoomi valku S4
kodeerib geen rpsD. Ribosoomi valk S4 on ribosoomi 16S rRNA 5’ otsas iihenduskohaks viiele
heeliksile (heeliksid 3, 4, 16, 17 ja 18) ja interakteerub veel heeliksitega 1 ja 21, stabiliseerides
nii tervet ribosoomi 16S rRNA 5 domeeni (Ramaswamy & Woodson, 2009).

Ribosoomi valgu S5 kodeerimise eest vastutab geen rpsE. Ribosoomi valk S5 méngib olulist
rolli ribosoomi 30S subiihiku tRNA-d siduva tsentri formatsioonil, vahendades 16S rRNA-le
seondudes ka S3 ja S21 valkude seondumist (Held et al., 1974; Ramakrishnan et al., 1986;
Vladimirov et al., 1985). Konstrueerides ribosoomi 30S subiihiku ilma S5 wvalguta, on
tulemuseks 20-25S subiihik, millel on vihenenud voime efektiivselt tRNA-d siduda (Nomura

etal., 1969).

alpha (74.15)™\
S5 / L30 L15

*
L36
sect HrpmJ I:tt
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Joonis 2. Ldik E. coli kromosoomi operonidest ja nende asukohast kromosoomil. Geenid rpsD ja rpsE on
tahistatud lillade nooltega. Roosa ring S4 valgu timber tdhistab, et S4 valk reguleerib iseennast. (modifitseeritud,
Aseev et al., 2024)

E. coli kromosoomis asub rpsD geen a-operonis ning rpsD geeni kodeeritud S4 valk reguleerib
ka a-operoni ekspressiooni (joonis 2, Aseev et al., 2024). Muteeritud rpsD geeniga E. coli tiives

toodetakse liiga palju ribosoomi valke S13, S11 ja S4, mis néitab, et S4 valk funktsioneerib
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translatsioonilise repressorina, represseerides ka iseenda produktsiooni (Jinks-Robertson &
Nomura, 1982). S4 valk kéitub ka transkriptsiooni antiterminaatorina, seondudes RNA
poliimeraasiga ja aidates rRNA operonides kaasa Rho-soltuvate terminaatorjérjestuste
iilelugemisele (Torres et al., 2001). S4 valgul on seega mitmeid rolle viljaspool ribosoomi

koostist ja funktsiooni, reguleerides nii transkriptsiooni kui translatsiooni.

Geen rpsE asub E. coli kromosoomis spc operonis. Spc operon nimetati antibiootikumi
spektinomiitsiin lithendi ,,spc* jargi, kuna rpsE geeni kodeeritud S5 valk vahendab tundlikkust
spektinomiitsiinile (Bollen et al., 1969). Spektinomiitsiin seondub 16S rRNA heeliksile 34, mis
asub 30S subiihiku pea piirkonnas S5 valgu ldhedal. Spektinomiitsiin kuulub aminotsiiklitoolide
antibiootikumiriihma ning takistab ribosoomi translokatsiooni ehk tRNA ja mRNA liikumist

ribosoomil valgusiinteesi kdigus ning héirib seeldbi valgu biosiinteesi (Peske et al., 2004).

Joonis 3. Ribosoomi valkude S4 ja S5 asukoht E. coli 70S ribosoomis. Helerohelisega on vérvitud ribosoomi valk
S4, sinisega ribosoomi valk S5, helehalliga rRNA ja tumehalliga ribosoomi valgud. Spc tihistab spektinomiitsiini
seondumiskohta ribosoomis (Kamath et al., 2017).
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S4 ja S5 valkude olemasolu ja korrektsed iihendused teiste valkudega on hadavajalikud
ribosoomi kokkupanekuks ja funktsioneerimiseks. Bakteriaalse ribosoomi 30S subiihikus
asuvad ribosoomi valgud S4 ja S5 ldhestikku, moodustades mitmeid tihendusi nii iiksteise kui
ka teiste 1dhedal asuvate ribosoomi valkudega (joonis 3, Kamath et al., 2017). S5 valk on 16S
rRNA-ga ithenduses ka S4-S5 iihenduse tasapinnast kaugemal (Agarwal et al., 2015). S4 ja S5
valkude iihenduse tasapinnal asuvad mitmed soolasillad, mis 30S domeeni iileminekul suletud
olekusse katkevad. Mutatsioonid S4 voi S5 valkudes vdivad samuti neid ihendusi rikkuda ning
on leitud, et mutatsioonid rpsD ja rpsE geenides vOimaldavad ribosoomi 30S subiihikul
kergemat iileminekut suletud olekusse, kuna enam ei ole tarvis lisaenergiat soolasildade
1dhkumiseks ning ka peaaegu sobivad tRNA-d vdivad esile kutsuda domeeni sulgumist,
vihendades translatsioonitépsust (Ogle & Ramakrishnan, 2005). Sellisel juhul voiksid koik
lahikognaatsed tRNA-d 30S subiihikus suletud olekusse iileminekut esile kutsuda ja seega
vihendada translatsioonitépsust, aga on ndidatud, et E. coli rpsD K529 aminohappe koikide
voimalike asendustega mutandil suurenes hiippeliselt ainult AAU koodoni iilelugemine, mis oli

ka E. coli WT tiives tihedamini iile loetud (Kramer & Farabaugh, 2007).

1975. aastal néitasid Piepersberg et al., et E. coli tiivel, mille rpsE geenis on streptomiitsiinist
soltuvat fenotiiiipi tekitav mutatsioon, tekib ka ribosomaalse ebaméérasuse fenotiiiip ehk tiive
translatsioonitdpsus on vihenenud (Piepersberg et al., 1975) ning see teadmine sidus »psE geeni
mutatsioonid translatsioonitipsuse muutustega. S5 valk vahendab samuti resistentsust
antibiootikumile spektinomiitsiin (Bollen et al., 1969). On niidatud, et spektinomiitsiinile
resistentsel E. coli tiivel esineb S5 valgus rohkem liisiini ja vdhem glutamiinhapet kui
spektinomiitsiinile tundlikul E. coli tiivel, seega vdib spektinomiitsiini resistentsust vahendada
mone S5 valgus paikneva tépsustamata liisiini konversioon glutamiinhappeks (Herzog &

Bollen, 1971).

Vorreldes E. coli metsiktiivega on leitud, et rpsD geeni [199N punktmutatsiooniga E.coli tiives
esineb 5 korda sagedamini UAG stoppkoodoni iilelugemist ning samuti leiti, et 7psD geeni
I199N punktmutatsiooniga E.coli tiives on vorreldes E. coli metsiktiivega tilesreguleeritud 17
geeni, millest 14 reguleerib otseselt geen r7poS. RpoS on E. coli-s sigmafaktor, mille kontrollitud
geenid aitavad bakteril kohaneda stressoritega nagu toitainete puudus statsionaarses faasis
(Battesti et al., 2011). rpsD geeni [199N punktmutatsiooniga E. coli tiives iilesreguleeritud
geenide hulka kuuluvad ka geenid katE ja osmC, mille regulatsioon on samuti otseselt geeni
rpoS kontrolli all. Geen katE kodeerib E. coli-s H> O siduvat katalaasi HPII, mille tase suureneb
rakus statsionaarse faasi ajal, kui suureneb ka RpoS tase (Loewen et al., 1985). Geeni osmC

kodeeritud valk kaitseb bakterit orgaaniliste hiidroperoksiidide eest (Conter et al., 2001). Leiti,
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et rpsD geeni [199N punktmutatsiooniga tiivel on vorreldes E. coli metsiktiivega méargatavalt
suurem ellujddmistase H>O» juuresolekul ning kui mutanttiive rpsD geen metsiktiivega
vorreldavaks reverteerida, taastus reverteeritud tiivel metsik fenotiitip ehk H>O> taluvuse andis
mutanttiivele just 7psD mutatsiooni tekitatud translatsioonitdpsuse vdhenemine. (Fan et al.,

2015). Seega on seotud mutatsioonid rpsD geenis ja bakteri stressitaluvus.

E. coli rpsD ja rpsE mutatsioonide mdju translatsioonitdpsusele uurimiseks on viidud nendesse
geenidesse juhuslikke mutatsioone, kasutades geenide paljundamiseks vigaderohket
poliimeraasi ning selektiivsdddet mutantide tuvastamiseks. Leiti, et enamus mutatsioone nendes
geenides vihendavad translatsioonitdpsust suuremal voi viahemal mééral, kuid moni mutatsioon
teeb translatsiooniprotsessi ka tdpsemaks. S4 valgu aminohappeasendus G86C ning S5 valgu
aminohappeasendus I104L pohjustasid UGA koodoni {ilelugemise véhenemist. Kdige
tugevamat efekti UGA koodoni iilelugemise suurenemisel andsid S4 valgu mutatsioonid E165%,
E201%* ja K205E ning S5 valgu mutatsioonid N134Y, A109V ja T102I. Tarnid tdhistavad
mutatsioone, mis tekitasid selles positsioonis valgu enneaegset terminatsiooni. Nimetatud S4
valgu mutatsioonid pdhjustavad ribosoomi 30S subiihiku S4-S5 kokkupuutepinna iithenduseks
olulise C-terminaalse a-heeliksi formatsiooni hdirumist, mis voib omakorda hédirida ribosoomi
t00d ja pohjustada translatsioonitdpsuse vihenemist. Samuti mdddeti, kas liisiini tRNA, mis
tavaliselt dekodeerib liisiini koodoneid AAA ja AAG, tunneb dra ka asparagiinhapet kodeerivat
AAU koodonit. Ka seal ndhti sarnaseid tulemusi — S4 valgu mutatsioonid Q53P, E165* ja
K204E ning S5 mutatsioonid Q96E ja A106V pdhjustasid rohkem dekodeerimisvigu ehk vale
aminohappe liilitamist siinteesitavasse poliipeptiidi ning translatsioonitdpsus vdhenes. S4 valgu
mutatsioonid G86C ja L202F ning S5 valgu mutatsioonid 1104L ja E115Q pdhjustasid
translatsioonitdpsuse suurenemist ehk WT tiivega vorreldes lisati poliipeptiidi harvemini

asparagiinhappe asemele liisiin. (Agarwal et al., 2015)

1.5 Mutatsioonisagedus

Mutatsioonilised muutused, mis suurendavad populatsiooni geneetilist varieeruvust uute
variantide tekke kaudu, vdib jaotada muutusteks kromosoomide tasemel (eukariiootides
muutused kromosoomide arvus ja struktuuris) ning muutusteks geeni tasemel, kus enamasti on
tegemist  muutustega  spetsiifilistes DNA  jdrjestuses.  Viimaseid nimetatakse
punktmutatsioonideks. Punktmutatsioonid on asendusmutatsioonid, kus iiks aluspaar DNA

jarjestuses asendub teise aluspaariga. Genoomis voivad aset leida ka insertsioonid ja
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deletsioonid iihe v3i enama nukleotiidi ulatuses. Suuremad DNA fragmendid vdivad genoomis

ka inverteeruda, translokeeruda vdi duplitseeruda (Gordo et al., 2012).

Mutatsioonid vdivad tekkida spontaanselt DNA replikatsiooni ajal tehtud vigade tdttu voi
indutseerivad neid erinevad mutageenid nagu UV-kiirgus vdi hapnikuradikaalid (ROS). Nagu
eelnevalt mainitud, teevad DNA poliimeraasid tihti DNA replikatsioonil vigu, jattes niiteks
nukleotiide siinteesimata, siinteesides liigseid nukleotiide vd&i lisades replitseeritavasse
DNA-sse vale nukleotiidi. Kui neid vigu ei parandata, sdilivad vead genoomis mutatsioonidena.
Vigade parandamiseks on E. coli peamisel replikatsiooniensiiimil DNA poliimeraas III
kompleksil eksonukleaasi domeen, mis loeb siinteesitud DNA-d 3°-5’ suunas ning eemaldab
lisatud nukleotiidi, kui see ei vasta ldimmastikaluste komplementaarsusele (Livingston &
Richardson, 1975). DNA mismatch repair (MMR) siisteem eemaldab nii DNA replikatsioonil
tekkinud vigu kui ka mutageenide tekitatud vigu, nditeks ROS-pShjustatud guaniini mutatsiooni
8-oksoguaniiniks (Wyrzykowski & Volkert, 2003). Kui bakteris on vidhenenud
translatsioonitdpsus, voivad DNA parandamises osalevad valgud olla mittefunktsionaalsed,

tulemusena jddb genoomi rohkem mutatsioone ning bakteri mutatsioonisagedus suureneb.

Spontaansed mutatsioonid on erakordselt olulised bakterite evolutsioonis, andes neile uusi ja
paremaid omadusi keskkonnaga toime tulemiseks, néiteks bakter Mycobacterium tuberculosis
omandas resistentsuse antibiootikumi rifampitsiin vastu tdnu mutatsioonidele geenis 7poB, mis
kodeerib RNA poliimeraasi 3 subiihikut (Zaw et al., 2018). Mutatsioonid vdivad aga olla ka
neutraalsed, ehk mutatsioon ei mojuta suuresti bakteri elu, voi kahjulikud, héirides bakteri
voimet ellu jadda voi paljuneda (Eyre-Walker & Keightley, 2007). On leitud, et E. coli kahjulike
mutatsioonide sagedus on 2x10* kuni 8x10 iihe raku jagunemise kohta (Boe et al., 2000) ning
kasulike mutatsioonide sagedus on 4x10 {ihe raku jagunemise kohta (Imhof & Schlétterer,
2001), seega on enamus mutatsioone bakterile pigem kahjulikud. Bakteril on seetdttu tarvis
hoida mutatsioonisagedus piisavalt madalal, et viia kahjulike mutatsioonide tekkevdimalus
miinimumini, aga samas piisavalt korgel tasemel, et mutatsioonisageduse vdhendamine

translatsioonitidpsuse tdstmise arvelt ei vajaks iiletamatuid energiakulutusi (Drake, 1991).

DNA kahjustuse korral, mida tekitavad nditeks reaktiivsed hapnikuiihendid voi UV-kiirgus,
kdivitub bakterites SOS-vastus, mida juhivad LexA ja RecA valgud (Little & Mount, 1982).
LexA seondumine RecA-ga derepresseerib SOS-geene (Butala et al., 2011), millest paljud
kodeerivad valke, mis on seotud DNA parandamise ja rekombinatsiooniga (Foster, 2007). Kui
DNA on nii kahjustunud, et replikatsioon on vdimatu, ei piisa vigade parandamiseks vaid

ithenukleotiidiseid vigu parandavatest ensiilimidest. Sellisel juhul vdhendab rakk DNA
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replikatsioonitdpsust ja suurendab mutatsioonisagedust 1dbi vigaderohkete DNA poliimeraaside

iilesreguleerimise (Patel et al., 2010).

Kui keskkonnatingimused, nagu pH, temperatuur voi kahjulike iihendite hulk, muutuvad
bakterile ebasoodsaks ja stressitekitavaks, muutub bakterites paljude geenide ekspressioon, et
raskemates tingimustes vastu pidada. Peamine stressitingimustes iilesreguleeritav geen on E.
coli-s sigmafaktorit RpoS kodeeriv geen rpoS, mis reguleerib otseselt voi kaudselt 10% E. coli
geenidest (Weber et al., 2005) ja seeldbi aitab rakkudel stressiga toime tulla. RpoS
iilesregulatsioon omakorda suurendab rakkude spontaanset mutatsioonisagedust, indutseerides
E. coli-s hilises statsionaarses faasis vigaderohke DNA poliimeraas IV taseme suurenemist
rakus (Layton & Foster, 2003). Sarnast efekti on ndhtud ka bakteris Pseudomonas putida -
néljutatud ja seega stressis rakkudel esineb genoomis rohkem DNA poliimeraas IV sdltuvaid
ithenukleotiidseid deletsioone (Tegova et al., 2004). Kdrgem DNA poliimeraas IV tase rakus
vOib kaasa tuua rohkem vigu DNA replikatsioonil. Kui need vead kinnistuvad mutatsioonidena,

annab see bakterile geneetilist mitmekesisust ja voib soodustada stressitingimuste tileelamist.

Translatsioonitdpsus on otseselt mutatsioonisagedusega seotud, kuna translatsioonitdpsuse
vihenemine suurendab tdendosust, et bakteri genoomi satub rohkem mutatsioone.
Translatsioonitdpsuse vdhenemise tulemusena on rakus rohkem valke, mis sisaldavad oma
jérjestuses vigu ning vigaste valkude alla vdivad kuuluda ka sellised valgud, mille eesmérgiks
on mutatsioonide tekkimist ja kinnistumist &ra hoida, nagu DNA parandamises osalevad
ensiiimid. Pseudouridiini siintaasid TruA ja RluA kataliiiisivad bakteris E. coli uridiini
modifitseerimist pseudouridiiniks vastavalt tRNA positsioonides 38-40 (TruA) ning 23S rRNA
positsioonis 746 ja nelja erineva tRNA positsioonis 32 (RIuA), sarnased sihtmirgid on nendel
ensiiimidel ka bakteris P. putida (Tagel et al., 2021). TruA siinteesitud pseudouridiinide
puudumine tRNA antikoodonlingus suurendab nii E. coli-s kui P. putida-s -1 raaminihke
esinemist ja UAG stoppkoodoni iilelugemist, RIuA siinteesitud pseudouridiinide puudumine
antikoodonlingus aga hoopis suurendas translatsioonitdpsust, vdhendades nii raaminihke
esinemist kui stoppkoodonite UAG ja UGA iilelugemist (Jiirgenstein et al., 2022). TruA ja RluA
siinteesitud pseudouridiinide puudumine bakteris P. putida suurendab mutatsioonisagedust
vastavalt viis v0i kolm korda, mis néditab, et modifikatsioonide puudumise tulemusena
translatsioonitdpsuse vihenemine voib suurendada tdendosust, et bakteris on hdiritud mdne

mutatsioonisagedust kontrolli all hoidva valgu siintees (Tagel et al., 2021).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmargid

Translatsiooniliste vigade tdus vOib bakteri jaoks tihendada seda, et vigaselt siinteesitud valgud
voivad hiirida bakteri elutegevust vai teisalt hoopis voimaldada nditeks resistentsuse teket
antibakteriaalsetele iithenditele. Translatsioonitdpsust mdjutavad RNA posttranskriptsioonilised
modifikatsioonid, niiteks pseudouridiinid (Urbonaviius et al., 2001); koodon-antikoodon
interaktsioonid (Reynolds et al., 2010) ning mutatsioonid ribosoomi valkudes (Agarwal et al.,

2015).

Varasemalt on meie laboris nédidatud, et tRNA modifikatsiooniensiiimide TruA ja RIluA
puudumine suurendab mutatsioonisagedust bakteris P. putida (Tagel et al., 2021) ning leitud, et
TruA modifitseeritud pseudouridiinide puudumisel muutub translatsioon vihem tdpsemaks,
kuna suureneb nii -1 raaminihke toimumise sagedus kui ka stoppkoodoni UAG iilelugemine P.
putida rakkudes (Jirgenstein et al., 2022). Bakteris E. coli tehtud katsete pdhjal on oletatud, et
translatsioonivead voivad tdsta DNA-s tekkivate mutatsioonide sagedust (Al Mamun et al.,

2006; Balashov & Humayun, 2002)

Translatsioonitdpsuse ja mutatsioonisageduse vahelise seose uurimist P putida rakkudes
voimaldaksid vdhenenud translatsioonitipsusega tlived, kus ribosoomi valkude geenid on
muteeritud voi asendatud alleelidega, mille kohta on teada, et need vihendavad translatsiooni
tapsust. E. coli pohjal on teada, et mutatsioonid ribosoomi valke S4 ja S5 kodeerivates geenides
rpsD ja rpsE mdjutavad translatsioonitdpsust (Agarwal et al., 2015). Seega mutatsioonid bakteri
P putida rpsD ning rpsE geenides vodiksid samuti mdjutada translatsioonitdpsust ning
voimaldada uurida translatsioonitdpsuse ja mutatsioonisageduse seost P. putida rakkudes.

Sellest ldhtuvalt piistitusid kdesoleva t66 eesmérgid:

1. Konstrueerida Pseudomonas putida vihenenud translatsioonitdpsusega tiived
mutatsioonidega ribosoomi valke kodeerivates geenides rpsD ja rpsE

2. Selgitada viélja rpsD ja rpsE mutatsioonide mdju Pseudomonas putida
translatsioonitdpsusele

3. Uurida translatsioonitipsuse mdju DNA mutatsioonide tekkesagedusele, kasutades P.
putida véhenenud translatsioonitidpsusega tiivedes rifampitsiini (Rif) resistentsuse

tekkel pohinevat testsiisteemi Rif® mutantide tekkesageduse hindamiseks
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakteritiived ja sootmed

Baktereid kasvatati LB (ingl k — lysogeny broth) tiissootmes voi M9-gliikkoos-CAA (ingl k —
casamino acids) s60tmes (edaspidi glcCAA), mille valmistamiseks lisati M9 puhvrisse (42 mM
KH2PO4, 24 mM NaHPOs, 19 mM NHs4Cl, 9 mM NaCl) mikroelementide lahust
(16ppkontsentratsioonidega 666 uM MgO, 50 uM CaCO3, 40 uM FeSOg4, 12,5 uM ZnSOs4, 12,5
UM MnSOg, 2,5 uM CuSOs, 2,5 uM CoSO4, 1,9 uM H3BOy4), glitkoosi (1dppkontsentratsiooniga
0,2%) ja kaseiini hiidrosiilaati (Idppkontsentratsiooniga 0,2%). Vedels66tmes kasvatades
aereeriti kultuure loksutil. Tards66tme valmistamiseks lisati sodtmesse agarit 15 g/I. Kasutatud

bakteritiivede ja plasmiidide loetelu on toodud tabelis 1.

Selektsiooni jaoks kasutati jargmisi antibiootikume: kanamiitsiin (Km, 50 pg/ml), rifampitsiin
(Rif, 100 pg/ml), spektinomiitsiin (Spc, 1750 pg/ml), streptomiitsiin (Sm, 25-30 pg/ml).

Pseudomonas putida rakke kasvatati temperatuuril 30°C voi temperatuuril 20°C.

Tabel 1. T606s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Bakteritiived Iseloomustus Allikas

P. putida PaW85 P. putida algne tiivi, isogeenne tdielikult | (Bayley et al., 1977)
sekveneeritud KT2440 tiivega,
sdilitatakse CELMS kollektsioonis

(https://eemb.ut.ee/celms/main_list.php)

P. putida PaW85 V221 | Geenis rpsE mutatsioon GTT — ATT S5 | Kéesolev t66
valgu positsioonis 24 asuva valiini
koodonis, kus aminohape valiin on

asendunud isoleutsiiniga

P. putida PaW85 K24E | Geenis rpsE mutatsioon AAA — GAA | Kéesolev t66
S5 valgu positsioonis 24 asuva liisiini
koodonis, kus liisiin on asendunud

glutamiinhappega

P. putida PaW85 G28D | Geenis rpsE mutatsioon GGC — GAC | Kéesolev t66
S5 wvalgu positsioonis 28 asuva gliitsiini
koodonis, kus gliitsiin on asendunud

asparagiinhappega
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P. putida PaW85 G29R

Geenis rpsE mutatsioon GGC — CGC
S5 wvalgu positsioonis 29 asuva gliitsiini
koodonis, kus gliitsiin on asendunud

arginiiniga

Kéesolev t66

P. putida PaW85 T331

Geenis rpsE mutatsioon ACC — ATC S5
valgu positsioonis 33 asuva treoniini
koodonis, kus treoniin on asendunud

isoleutsiiniga

Kéesolev t66

P. putida PaW85 T33P

Geenis rpsE mutatsioon ACC —» CCC
S5 valgu positsioonis 33 asuva treoniini
koodonis, kus treoniin on asendunud

proliiniga

Kiéesolev t66

P putida PaW85 A34-
35

Geenis rpsE S5 valgu 34.-35.

aminohapet kodeerivate nukleotiidide

Kéesolev t66

deletsioon

Plasmiidid

pSNW2 [-Scel restriktsioonisaite ja | (Volke et al., 2020)
multikloonimisjarjestust sisaldav
suitsiidplasmiid,
P14g(BCD2)—msfGFP, Km®

PSNW2/rpsD Q53P pSNW?2 plasmiid S4 ribosoomivalgu 53. | H. Ilves, avaldamata
positsiooni aminohappe Q53p
muutmiseks

PSNW2/rpsD G87C pSNW?2 plasmiid S4 ribosoomivalgu 87. | H. Ilves, avaldamata
positsiooni aminohappe G87C
muutmiseks

PSNW2/rpsD 1200N pSNW2 plasmiid S4 ribosoomivalgu | H. Ilves, avaldamata

200. positsiooni aminohappe I[200N

muutmiseks

pPSNW2/rpsD S204T

pSNW2 plasmiid S4 ribosoomivalgu
204. positsiooni aminohappe S204T

muutmiseks

H. Ilves, avaldamata
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pPSNW2/rpsD K206E pSNW2 plasmiid S4 ribosoomivalgu | H. Ilves, avaldamata
206. positsiooni aminohappe K206E
muutmiseks

pSEVA AD2 pSEVA lacI-tac RF derivaat, | (Jirgenstein et al.,

funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on | 2022)
vaja linker-regioonis -1 raaminihet

pSEVA AD7 pSEVA lacl-tac RF derivaat, | (Jiirgenstein et al.,

funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on | 2022)
vaja linker-regioonis -1 raaminihet

pSEVA UUC -1 pSEVA lacl-tac RF derivaat, mis sisaldab | (Jiirgenstein et al.,

libisevat polii-U jarjestust, | 2022)
funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on
vaja linker-regioonis -1 raaminihet

pSEVA UUC +1 pSEVA lacl-tac RF derivaat, mis sisaldab | (Jiirgenstein et al.,

libisevat polii-U jarjestust, | 2022)
funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on
vaja linker-regioonis +1 raaminihet

pSEVA 304 pSEVA lacl-tac RF derivaat, | (Jiirgenstein et al.,

funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on | 2022)
vaja UAG stoppkoodoni iilelugemist
positsioonis 304

pSEVA 417 pSEVA lacl-tac RF derivaat, | (Jiirgenstein et al.,

funktsionaalse Fluc valgu tootmiseks on | 2022)
vaja UGA stoppkoodoni iilelugemist

positsioonis 417

2.2.2 Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

Pseudomonas putida kompetentsete rakkude valmistamiseks kasvatati rakke {ile66 5 ml LB
vedelsdotmes temperatuuril 30°C. 100-250 pl iile6okultuuri tsentrifuugiti kokku (1 min 12000
X g) ja pesti kolm korda 300 mM sahharoosilahusega. Rakud suspendeeriti ligikaudu 100 pl
300 mM sahharoosilahuses.

Plasmiidne DNA viidi kompetentsetesse rakkudesse elektroporatsiooni teel. Rakkudele lisati

100 ng plasmiidset DNA-d. Elektroporatsiooniks kasutati firma BioRad elektroporaatorit ,,E.
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coli Pulser pingel 2500V. Elektroporatsiooni jirgselt lisati rakkudele 1 ml vérsket LB

vedelsoodet, kasvatati loksutil 45 minutit 30°C juures ning plaaditi seejérel selektiivsdotmele.

223 PCR

PCR-i kasutati kointegraatide ja plasmiidide kontrolliks. Reaktsioonisegu 16ppmahuks oli 20 pl
ning see sisaldas: 1x PCR-i puhvrit; 2,5 mM MgClz; 0,2 mM dNTP-d; 0,5 U Taq vdi Phusion
poliimeraasi; praimereid kontsentratsiooniga 10 pmol reaktsiooni kohta. T66s kasutatud
praimerid on toodud tabelis 2. Taq poliimeraasi asemel Phusion poliimeraasi kasutades jirgiti

tootja protokolli. Matriitsina kasutati bakterirakkude DNA-d.

PCR-i reaktsioon koosnes 25 tsiiklist. Uhe tsiikli moodustas: 1) DNA denaturatsioon 96°C
juures 30 sekundit; 2) praimerite seondumine DNA-le 55-59°C juures 30 sekundit, temperatuur
soltus praimeri GC sisaldusest; 3) DNA siintees 72°C juures 40-90 sekundit, aeg soltus
amplifitseeritava DNA 10igu pikkusest. Esimesele tsiiklile eelnes 2-10 minuti pikkune
eelkuumutus 96°C juures. Viimasele tsiiklile jargnes 5 minuti pikkune jarelstintees 72°C juures,

mille kéigus stinteesiti 1dpuni kdik pooleli olevad DNA fragmendid.

Tabel 2. Kasutatud praimerid

Praimer Nukleotiidne jérjestus Kasutamine

Prtac 5’-AATTAATCATCGGCTCGTATAA-3’ Kasutati
topeltlutsiferaasi
testsiisteemi
kontrollimiseks.

FlucDIR1 5’AGCTTCTGCCAACCGAACGGAC-3°

fw 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ Kasutati
sekveneerimisel.

Plasmiidi ~ pNSW2

universaalpraimerid.
rev 5’-AACAGCTATGACCATG-3’
pSW-F 5’-GGACGCTTCGCTGAAAACTA-3’ Kasutati pSW(I-Scel)
plasmiidi
kontrollimiseks.
pSW-R 5’-AACGTCGTGACTGGGAAAA-3’
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rpsD fw 5’-CCGAAGAAGCGTCGCGTG-3° Kasutati geeni rpsD

amplifitseerimiseks.
rpsD rev 5’-GCGGGGAGTCAGGAACTC-3’
del rpsE2 fw ER | 5°- Kasutati geeni rpsE
CGAATTCTCGACAAGCAGCTGGTAGGTC- | amplifitseerimiseks.
3’

del rpsErev BH | 5°-
CGGATCCTGTGCTGGTTGATCACGTTGG-
3 b

2.2.4 Restriktsioonianaliiiis

Eraldatud plasmiidi kontrollimiseks ning homoloogilise rekombinatsiooni Onnestumise
kontrolliks tehti restriktsioonianaliiiis. DNA restriktsiooniks kasutati firma Thermo Scientific
restriktaase, jargides analiilisil tootja tingimusi. Restriktsioonianaliiiisi tulemusi visualiseeriti

geelelektroforeesiga.

2.2.5 Geelelektroforees

PCR-i produkte ja restriktaasidega Idigatud DNA-d analiilisiti geelelektroforeesil.
Analiitisitavale proovile lisati 4 pl foreesivirvi (0,04% broomfenoolsinine 50% gliitseroolis)
ning seejdrel kanti proov 1% agaroosgeelile 1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, | mM
EDTA; pH 8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi kontsentratsiooniga 0,33 pg/ml. DNA
fragmentide suuruse hindamiseks kasutati firma Thermo Scientific  DNA markerit.

Elektroforees toimus pingel 130 V. Tulemusi visualiseeriti UV valguses.

2.2.6 Koht-suunatud mutagenees

Vastavalt Agarwali artiklile valiti esmalt vélja E. coli geeni rpsD mutatsioonid, mida ka P
putida rpsD geenis muteerida (Agarwal et al., 2015). Nendeks osutusid rpsD geeni
mutatsioonid, mis pohjustasid S4 valgus aminohappe asendusi Q53P, G87C, I199N, S204T ja
K205E, kuna nendes positsioonides toimunud asendustel oli bakteris E. coli kdige suuremad
translatsioonitdpsust vidhendavad voi suurendavad efektid. P putida S4 aminohapete

nummerduse jirgi oleksid need mutatsioonid vastavalt Q53P, G87C, I199N, S204T ja K205E.
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Protsessi eesmirgiks oli saada ribosoomivalgu S4 kindlate aminohappe asendusega P. putida
PaWs85 tiived. Selleks kasutati Heili Ilvese konstrueeritud plasmiide: pSNW2/rpsD Q53P,
PSNW2/rpsD G87C, pSNW2/rpsD 1199N, pSNW2/rpsD S204T, pSNW2/rpsD K205E, ja P.
Nikeli grupis viljatootatud metoodika (Wirth et al., 2020) kohandatud versiooni.

Geeni rpsD mutatsiooni sisaldav plasmiid viidi elektroporatsiooniga P. putida rakkudesse ning
kuna plasmiid bakteris ei replitseeru, integreerub see bakteri kromosoomi. Kointegraati
sisaldavaid rakke selekteeriti Km sisaldaval LB tardsootmel (75 pg/ml). Seejirel
elektroporeeriti kointegraadiga rakkudesse plasmiid pSW(I-Scel), mis sisaldab I-Scel
endonukleaasi kodeerivat geeni, ning plasmiidiga pSW(I-Scel) rakkude selekteerimiseks
kasutati Pen sisaldavat LB tardsoddet. Plasmiidi olemasolu kontrolliti PCR-iga, kasutades
praimereid pSW-R ja pSW-F. I-Scel nukleaasi indutseerimiseks kasvatati rakke iile6o loksutil
LB sootmes 3 mM meta-toluaadi ja penitsilliini juuresolekul temperatuuril 30°C. I-Scel
endonukleaas tekitab kaheahelalisi 16ikeid kromosoomi integreerunud rpsD mutatsiooni
sisaldava plasmiidi [-Scel l1dikesaitides. Selline ldikamine vodimaldab homoloogilisel
rekombinatsioonil toimuda bakteri genoomis oleva rpsD geeni eelse ja jdrgse ala ning
plasmiidis sisalduva muteeritud rpsD geeni vahel. Homoloogilise rekombinatsiooni tulemusena
peaks genoomi pooltel juhtudel jadma metsiktiilipi lookus ning pooltel juhtudel mutatsiooni
sisaldav lookus. Kui rakkudes on kointegraat lahutatud ja homoloogiline rekombinatsioon on
toimunud, siis need rakud ei kasva Km sisaldaval s66tmel ning samuti enam ei helenda sinises
valguses, kuna rekombinatsiooni tulemusena ei sisalda genoom enam pSNW2 plasmiidis olevat
Km resistentsusgeeni ega ka roheliselt fluorestseeruvat valku kodeerivat gfp geeni.
Homoloogilise rekombinatsiooni toimumise kontrollimiseks tehti tiledokultuuridest
lahjendusrida, mis kiilvati LB tassile. Mittehelendavad kolooniad kiilvati paralleelselt LB
tassile ja kanamiitsiini sisaldavale LB tassile. Geeni 7psD mutatsiooni olemasolu kontrolliks
tehti Km-1 mittekasvavatele P. putida kloonidele PCR, kasutades praimereid rpsD fw ja rpsD
rev. PCR produktid kas sekveneeriti vOi asenduse G87C juhtudel 1digati PCR produkte
restriktaasiga BshTI ning asenduse Q53P juhtudel restriktaasiga Pvull, mis vdimaldas eristada

algset ja mutatsiooniga rpsD varianti.

2.2.7 Selektsioon spontaansete spektinomiitsiinile resistentsete

kolooniate isoleerimiseks

Selektsioonil kasutati modifitseerituna Kamath, Gregory ja O’Connori todgrupi loodud

meetodit (Kamath et al., 2017). Spektinomiitsiini selektsiooni jaoks kasvatati Pseudomonas
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putida PaW85 tiive rakke 4 ml LB vedelsdotmes 6h 30°C juures. 6 tundi kasvanud kultuuri
lahjendati 100x vidrskesse LB vedelsootmesse ning lahjendus lisati 300 ul kaupa 1,3 ml LB
vedelsootmega 20 katseklaasi. Katseklaasid kasvasid loksutil 30°C juures 20 tundi. Seejarel
plaaditi igast katseklaasist 100 pl kultuuri 1750 pg/ml spektinomiitsiini sisaldavatele LB
tardsootmetele ja tasse inkubeeriti 48 tundi 30°C juures. Igalt LB spektinomiitsiinitassilt kiilvati
3 kolooniat virskele 1750 pg/ml spektinomiitsiini sisaldavale LB tardsodtmele ning inkubeeriti
24h 30°C juures. Isoleeriti 33 P. putida spektinomiitsiiniresistentset mutanti, mille 7psE geeni
kontrollimiseks tehti PCR praimeritega del rpsE2 fw ER ja del rpsE rev BH ning rpsE geeni
PCR produktid sekveneeriti samu praimereid kasutades. Sekveneerimise tulemusena tuvastati,
et 33-st mutandist 21 mutandil oli S5 valgus T33I aminohappe asendus. Jargnevateks katseteks

valiti vélja 7 erinevat P. putida rpsE mutanti (tabel 1).

2.2.8 Sekveneerimine

Sekveneerimist kasutati mutantsete tiivede rpsE geenide ja plasmiidide kontrolliks.
Sekveneerimise reaktsioonisegu jaoks toddeldi esiteks PCR-i reaktsioonisegu 2,5 U
eksonukleaasiga Exol (Thermo Scientific) ja 1 U aluselise fosfataasiga FastAP (Thermo
Scientific), et eemaldada PCR-i reaktsioonisegust iile jiinud praimerid ja nukleotiidid. T66tlus
toimus 15 minutit temperatuuril 37°C, seejérel inaktiveeriti ensiiiimid 15 minuti jooksul
temperatuuril 80°C. Sekveneerimiseks valmistati proovid ette kitiga ,,Big Dye Terminator v3,1
Cycle Sequencing Kit*“ firmalt Applied Biosystem. Sekveneerimise jaoks lisati
reaktsioonisegusse (1oppmahuga 10 pl) 0,5 pl toddeldud PCR produkti ning praimereid fw ja
rev, 1,6 pmol reaktsiooni kohta. Reaktsioon koosnes 30 tsiiklist. Uhe tsiikli etapid olid: 1) DNA
denaturatsioon 15 sekundit temperatuuril 96°C; 2) praimeri seondumine 10 sekundit
temperatuuril 50°C; 3) DNA siintees 1 minut temperatuuril 60°C. DNA jirjestused méirati
firma Applied Biosystems 3730xI kapillaarsekvenaatoriga. Samuti sekveneeriti »psE mutantide
kogu genoom, et kindlaks teha, et genoomis pole véljaspool rpsE geeni kaasuvaid mutatsioone.
Selleks kasutati Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklabori teenuseid ning firma Applied

Biosystems 3730x] DNA Analyzer kapillaarsekvenaatorit.
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2.2.9 Translatsioonitapsuse mootmine topeltlutsiferaasi

testsiisteemiga

Topeltlutsiferaasi testsiisteemiga translatsioonitdpsuse modtmiseks viidi P putida
metsiktiivesse ja rpsE mutantidesse reporterplasmiidid pSEVA AD2, pSEVA AD7, pSEVA
UUC -1, pPSEVA UUC +1, pSEVA 304 ja pSEVA 417 (joonis 4). Plasmiidide olemasolu bakteri

kromosoomis kontrolliti koloonia PCR-iga, kasutades praimeripaari Prtac ja FlucDIR1.

CTGCAGGGGCCTTTTTTTCTCCTAGCG (-UUC; -1fs)

CTGCAGGGGCCTTTTTTTCTCCTAGCGAA (+UUC; +1fs)

AA (AD2; -1fs) GCTTGGGATA (AD7; -1fs)

IJi'CGGGGéCCCCT'AGGAGATCTAGCGCTGGATCCCCCGGGGAGCTCATGGAAGAG
T G A P R R S S A G S P G E L M E D

304 UAG 417 UGA
Joonis 4. Skemaatiline esitus topeltlutsiferaasi testsiisteemist. Joonisel on ndidatud testsiisteemilt kodeeritud
liitvalk, kus fluorestseeruvad Rluc ja Fluc lutsiferaasid on mérgitud vastavalt sinise ja rohelisega ning
nendevaheline /inker-regioon on mérgitud paksu musta joonega. Liitvalgu joonise kohal on néidatud vastavates
varvides nii lutsiferaaside kui nendevahelise linker-regiooni nukleotiidne ja aminohappeline jérjestus.
Nukleotiidse jérjestuse kohal on maérgitud vastavates vektorites olevad mutatsioonid. Punaste ristidega on
tahistatud stoppkoodoneid sisaldavad vektorid. (Jiirgenstein et al., 2022, muudetud)

Plasmiidiga rakkudega inokuleeriti 1,5 ml glcCAA soddet, kuhu oli lisatud antibiootikumi
kanamiitsiin (50 pg/ml) ning rakke kasvatati 17-19 tundi temperatuuril 30°C. Uleddkultuuri
optiline tihedus mdddeti 580 nm juures ning seejdrel lahjendati rakukultuuri kuni ODsgo=0,1.
Lahjendus tehti 2 ml vérskesse gIcCAA vedelsootmesse, kuhu oli lisatud IPTG
(I6ppkontsentratsiooniga 0,5 mM) ja rakke kasvatati 3 tundi temperatuuril 30°C. Modtmiseks
tsentrifuugiti kokku 1 ml tiivede rakukultuuri (2,5 min 12100 x g). Supernatant eemaldati ja
rakud kiilmutati vedelas lammastikus. Kiilmutatud rakud suspendeeriti 400 pl firma Promega

Ix litisipuhvris.

Modtmist teostati TECAN infinite M200 Pro mikrotiiterplaadilugejaga. Mikrotiiterplaadile
kanti 50 pl rakke sisaldavat liilisipuhvrit ning 50 upl firma Promega topeltlutsiferaasi
testsiisteemi Fluc-i substraati LAR Il-te (LAR — luciferase assay reagent). Lahused segati
suspendeerides ning LAR 1II lisamisel kiivitati kell. Mikrotiiterplaadilugeja modtis lahuse
luminestsentsi 2 minutit peale LAR II lisamist. Plaadil olev reaktsioonisegu lahjendati 50x 1x
luiisipuhvris. 100 pl lahjendatud reaktsioonisegule lisati LAR II lisamisest 4 minuti mdddudes

50 ul Stop&Glo Rluc-i substraati, mis peatab LAR II reaktsiooni ning on substraadiks Rluc-i
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reaktsioonile. Mikrotiiterplaadilugeja mdotis lahuse luminestsentsi, kui Stop&Glo lisamisest

oli moddunud 2 minutit.

2.2.10 Mutatsioonisageduse mdotmine Rif®/rpoB testsiisteemiga

Rif¥/rpoB testsiisteemi kasutati P. putida metsiktiive ja rpsE mutanttiivede mutatsioonisageduse
vordlemiseks. P. putida metsiktiive ja rpsE mutanttiivesid kasvatati glcCAA sd6tmes 6-7 tundi
temperatuuril 30°C. Kultuuridest tehti 10° lahjendus 25 ml vérske glcCAA vedelsootme sisse
ning jaotati 2,3 ml kaupa katseklaasidesse. Kultuure kasvatati loksutil 18h temperatuuril 30°C.
Seejirel plaaditi 500 pl igast kultuurist rifampitsiini sisaldavatele LB-tassidele ning inkubeeriti
kaks péeva temperatuuril 30°C. Kolooniaid loendati 24 ja 48 tunni méodudes. (Jatsenko et al.,

2010)

Bakterirakkude elumust miirati kolooniaid moodustavate rakkude (CFU, ingl k — colony
forming unit) arvukuse abil. Selleks tehti {iledd kasvanud bakterikultuuridest 1xXM9 puhvrisse
lahjendusterida ja kanti lahjendustest 5 pl tilgad LB-tassile. Tasse inkubeeriti {iledd
temperatuuril 30°C ning seejdrel loendati tassil kasvanud kolooniad. Kolooniate arvu ja
rakukultuuri lahjenduse pohjal arvutati elusrakkude hulk 1 ml iiledokultuuris. Arvestades
rakukultuuri elumust ja Rif-so6tmele ilmunud antibiootikumiresistentsete kolooniate arvu,

arvutati mutantide tekkesagedus jargneva valemiga:

Mutantide arv/ml
CFU/ml

Mutantide sagedus =

2.2.11 Reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) detekteerimine

Reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) detekteerimiseks kasutati Svenningseni todgrupi
(Svenningsen et al., 2015) loodud meetodit. ROS-ide taseme médramiseks mdddeti iile6o
glcCAA vedelsootmes kasvanud kultuuride optiline tihedus 600 nm juures ning lahjendati
kultuure virskesse glcCAA vedelsootmesse, et kultuuri optiline tihedus oleks O,1.
Lahjenduskultuure kasvatati loksutis 3 tundi temperatuuril 30°C. 3 tunni moéddudes vdeti iga
bakteritiive kohta 1 ml kultuuri. Rakud tsentrifuugiti pdhja (1 min 12 000 g) ning voeti iiles 1
ml 1xM9 puhvris. Rakkudele lisati 20 ul HxDCFDA lahust (1 mg/ml, lahustatud DMSO-s) ning
lasti virvil mdjuda pimedas toatemperatuuril 30 minutit. Seejérel tsentrifuugiti rakud pdhja 1
min, pesti 1xM9 puhvriga, tsentrifuugiti uuesti pdhja ning vdeti iiles 1 ml 1xM9 puhvris.

Greiner 96 Flat Bottom Black Polystyrol mikrotiiterplaadile kanti igast tiivest 100 pl viies
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korduses. Tecan M200 Infinite Pro mikrotiiterplaadilugejaga moddeti iga tiive OD600 ja

fluorestsentsi intensiivsus (emissioon 525 nm ja ergastus 485 nm).

2.2.12 Statistiline analiiiis

Statistiliseks analiilisiks kasutati firma Graphpad Sofiware programmi GraphPad Prism
v10.4.2. Statistilise analiiiisi tegemiseks eeldati, et andmed ei jaotu normaaljaotuse jargi ning

analiilisiks kasutati Kruskal-Wallise mitteparameetrilist testi koos Dunn’i post-hoc testiga.
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2.3 TULEMUSED

2.3.1 P. putida ja E. coli 30S ribosoomivalkude S4 ja S5 vordlus

Kuna bakteris Pseudomonas putida pole ribosoomivalke S4 ja S5 uuritud ning enamik
kirjanduses avaldatud teadmistest parineb bakterist E. coli, siis vorreldi kdigepealt E. coli ja P.

putida S4 ja S5 ribosoomivalke kodeerivate geenide rpsD ja rpsE sarnasust.

P. putida ja E. coli rpsD ja rpsE geenide sarnasuse leidmiseks joondati geenid CLUSTALO
programmi kasutades. Selgus, et nende bakterite rpsD geenide nukleotiidsete jérjestuste
identsuse protsent on 67,31% ning rpsE geenide identsuse protsent on 69,68%, mis tihendab,
et geenid on suures osas konserveerunud, aga leidub siiski erisusi. Sarnasust kontrolliti ka
spetsiifiliselt 7psE geeni kodeeritud S5 valgu ling 2 regioonis ehk aminohappejdédkide 20-31
piirkonnas (nukleotiidid 58-93), lisades sellele ka lingust kaugemale jadvad aminohappejadgid
32-35 (nukleotiidid 94-105). E. coli ja P. putida rpsE geenide nukleotiidide 58-105 18igus oli
identsuse protsent 80%. See nditab, et S5 valgu spektinomiitsiini tundlikkust vahendav ling on

nii bakteris E. coli kui bakteris P. putida konserveerunud.

Lisaks rpsD ning rpsE geenide joondamisele vorreldi ka bakterite P. putida ja E. coli S4 ja S5
valkude aminohappelisi jérjestusi ning leiti, et bakterite S4 valkude aminohappeliste jarjestuste
identsuse protsent on 73,3% ja S5 valkude identsuse protsent on 72,73% (joonised 5 ja 6). E.
coli S5 valgu positsioonidele 20-35 vastavate aminohapete seas on E. coli-s ja P. putida-s pea
koik samad aminohapped. Erinevused on positsioonis 23, kus P. putida-1 paikneb alaniin ja E.

coli-1 seriin ning positsioonis 33, kus P. putida-1 paikneb treoniin ja E. coli-1 seriin.

P. putida S4 MARYIGPKCKLSRREGTDLFLKSGVRALESKCNIEAAPGIHGQRRGRQSDYGTQLREKQK 60
E. coli S4 MARYLGPKLKLSRREGTDLFLKSGVRAIDTKCKIEQAPGQHGARKPRLSDYGVQLREKQK 60

hhkhkkoehkkhk K hkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhhkeooohkkheoekhkk *hkk *k *eo * *khkhkkx *hkkhkkhkkkx

P. putida S4 VRRIYGVLERQFRGYYQAAASKKGATGENLLQLLECRLDNVVYRMGFGSTRSESRQLVSH 120
E. coli S4 VRRIYGVLERQFRNYYKEAARLKGNTGENLLALLEGRLDNVVYRMGFGATRAEARQLVSH 120

Ak hkkhkhkkkkhkkhkhkkk *keo *% Kk khkkkkk kkhkk Ahkkkkhkhkkhkkhkhkhkkkokhkkokeokkhkkhkhkk

P. putida S4 KAISVNGKTVNIPSYQVRPGDVVAVREKSLGQLRIVQALELCAQRGRVEWVDVDAAKKSG 180
E. coli S4 KAIMVNGRVVNIASYQVSPNDVVSIREKAKKQSRVKAALELAEQREKPTWLEVDAGKMEG 180

*kk kkk . khkk khkhkkk Kk hkkoeokkko * k. * k k% * * . ke o kkk Kk *

P. putida S4 VFKNVPARSDLSADINENLEVELYSK 206
E. coli s4 TFKRKPERSDLSADINEHLIVELYSK 206

* % * khkkkkkhkkhkkhkkkokkkkkkhxx

Joonis 5. P. putida ja E. coli S4 valkude aminohappeliste jérjestuste vordlus. Rohelisega on esile tdstetud
aminohapped, mida kodeerivates nukleotiidides on pNSW2/rpsD plasmiidides mutatsioonid. Joonduse all olevad
tarnid tdhistavad konserveerunud, mdlemas valgus identseid aminohappeid; koolonid tdhistavad, et erinevates
valkudes on sarnaste omadustega aminohapped (Gonnet PAM 250 maatriksi skoor >0,5); punktid tdhistavad, et
erinevates valkudes on erinevate omadustega aminohapped (Gonnet PAM 250 maatriksi skoor =<0,5).
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P. putida S5 MANNDQKRDEGYIEKLVQVNRVAKTVKGGRIFTFTALTVVGDGKGRVGFGRGKSREVPAA 60
E. coli S5 —MAHIEKQAGELQEKLIAVNRVSKTVKGGRIFSFTALTVVGDGNGRVGFGYGKAREVPAA 59

*** **** *k kkkkkkk ********** ****** ** * Kk kk k ok

P. putida S5 IQKAMEAARRNMIQVDLKGTTLQYATKAAHGASKVYMQPASEGTGIIAGGAMRAVLEVAG 120

E. coli S5 IQKAMEKARRNMINVALNNGTLQHPVKGVHTGSRVFMQPASEGTGITIAGGAMRAVLEVAG 119
KKKKKK KA Kkhk ok ko | Kkks Kk Kk Kok KAKRKKKKKRKA KK KA KK KX KK KK

P. putida S5 VONVLAKCYGSTNPVNVVYATFKGLKAMQSPESTIAAKRGKSVEEIF-- 166

E. coli S5 VHNVLAKAYGSTNPINVVRATIDGLENMNSPEMVAAKRGKSVEEILGK 167

koehkhkhkhkk Khhkhkhkkhkkeoekhkkhkk hhke Khkhkeoe Keoekkhkkhk o hkhkhkkhkhkkhkhkhkhkko

Joonis 6. P. putida ja E. coli S5 valkude aminohappeliste jarjestuste vordlus. Sinisega on esile tdstetud
aminohapped, mis on rpsE mutanttiivedes asendatud. Joonduse all olevad tarnid téhistavad konserveerunud,
modlemas valgus identseid aminohappeid; koolonid tdhistavad, et erinevates valkudes on sarnaste omadustega
aminohapped (Gonnet PAM 250 maatriksi skoor >0,5); punktid tdhistavad, et erinevates valkudes on erinevate
omadustega aminohapped (Gonnet PAM 250 maatriksi skoor =<0,5).

Kuna P. putida ja E. coli S4 ja S5 valkude aminohappelised jirjestused on sarnased, siis
jarelikult voib P. putida S4 ja S5 valkude muteerimisel aluseks votta bakteris E. coli leitud

oluliselt translatsioonitédpsust mojutavad aminohapete asendused S4 ja S5 valkudes.

2.3.2 Pseudomonas putida ribosoomivalku S4 kodeeriva rpsD geeni

suunatud mutagenees

Selleks, et vilja selgitada, kas translatsioonitdpsus mdjutab P. putida rakkudes mutatsioonide
teket, oli esmalt vaja konstrueerida P. putida tiived, milles translatsioonitdpsus on vihenenud.
E. coli rakkudega tehtud katsetest oli teada, et teatud asendusmutatsioonid ribosoomi 30S
subiihiku valku S4 kodeerivas rpsD geenis muudavad translatsiooni vihem tdpsemaks, nditeks
rpsD mutatsioonid, mis pShjustasid aminohapete muutusi positsioonides Q53P, G87C, 199N,
S204T ja K205E (Agarwal et al., 2015). Sellest 1dhtudes otsustati koos juhendajatega kasutada
suunatud mutageneesi metoodikat, et viia samad aminohappe muutused P. putida S4
ribosoomivalku. Selleks kasutati juhendaja konstrueeritud plasmiide ja Wirthi té6grupi
avaldatud metoodika kohandatud versiooni (Wirth et al., 2020). Tuleb aga &dra mainida, et
eelnevalt kirjeldatud tegevused ei andnud soovitud tulemusi ja kdesolevas magistritdds on neid
mainitud vaid tookdigu ilmestamiseks. Suunatud mutageneesi kallal to6tati koos juhendajate

abiga.

Koostoos juhendaja Heili Ilvesega dnnestus t60 kdigus konstrueerida viis pSNW2 plasmiidi,
mis kandsid igaiiks {ihte 7psD geeni mutatsiooni, milleks olid Q53P, G86C, 1200N, S204T ja
K206E. Eduka suunatud mutageneesi puhul peaks mutatsioonidega pSNW2/rpsD plasmiid
homoloogilise rekombinatsiooni teel integreeruma bakteri kromosoomi. Mutatsioonidega
pSNW2/rpsD plasmiide elektroporeeriti P. putida PaW85 rakkudesse, kuid seniteadmata
pohjustel ei andnud homoloogiline rekombinatsioon soovitud tulemusi ning taastus metsiktiiiipi

lookus ehk kdik kolooniad sisaldasid ainult metsiktiitipi 7psD lookust. Kokku analiiiisiti
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mutantse rpsD geeni leidmiseks Q53P mutatsiooni puhul vihemalt 508 kolooniat ning G86C
puhul vdhemalt 95 kolooniat. Paralleelselt todtas kdesoleva magistritod juhendaja Karl
Jirgenstein rpsE mutatsioonidega plasmiidide konstrueerimisega ja plasmiidide P putida

metsiktiivesse viimisega, kuid ka see tegevus ei andnud tulemusi.

Hetkel ei ole tdpselt teada, miks suunatud mutageneesi metoodika abil soovitud mutatsioone
rpsD ja rpsE geenidesse viia ei Onnestunud ning seda oleks ka raske hetkel teadaoleva
informatsiooni pohjal 6elda. Vdimalik seletus on, et soovitud mutatsioonid rpsD geenis oleksid
bakteris P. putida liialt olulised valgu funktsiooni jaoks ning nende mutatsioonidega bakterid ei
oleks elujoulised. Samuti voivad kasutatud metoodika niiansid olla nende spetsiifiliste

mutatsioonide sisseviimiseks puudulikud.

2.3.3 P, putida spektinomiitsiiniresistentsete kolooniate

selekteerimine rpsE mutantide isoleerimiseks

Kuna suunatud mutageneesi metoodikaga ei dnnestunud konstrueerida P. putida geenide rpsD
ja rpsE mutatsioonidega tiivesid, kasutati P. putida rpsE mutanttiivede saamiseks teistsugust
ldhenemist, mida on varem kirjeldatud E. coli rpsE geeni spontaansete mutantide isoleerimisel,
selekteerides spektinomiitsiini suhtes resistentseid mutante spektinomiitsiini sisaldavatel
selektiivsootmetel (Kamath et al., 2017). Selleks plaaditi iiledd kasvanud E. coli metsiktiive
kultuurist 100 pl 60 pg/ml spektinomiitsiini sisaldavale LB tardsootmele. Isoleeritud E. coli
mutantidel leiti mutatsioone selles rpsE geeni osas, mis kodeerib S5 valgu ling 2 domeeni. Selle
meetodi rakendamiseks P. putida jaoks oli esmalt vaja vilja selgitada, millise spektinomiitsiini

kontsentratsiooni juures P. putida metsiktiivi enam ei kasva.

P putida rpsE geeni nukleotiidsete jirjestuste pohjal ennustatud aminohappelise jirjestuse
vordlusest E. coli jérjestusega selgus, et spektinomiitsiini peaks saama kasutada rpsE mutantide
selektsiooniks, kuna ka P putida rpsE geeni kodeeritud S5 valgus asub bakteris E. coli
spektinomiitsiini tundlikkusega seostatud ling 2 regioon. Mutatsioonid rpsE geeni kodeeritud
S5 wvalgu ling 2 piirkonnas, tipsemalt aminohappejddkides 20-31, vodivad vidhendada
spektinomiitsiini afiinsust oma seondumiskoha suhtes, rikkudes spektinomiitsiini vdime
ribosoomi 30S subiihikule kinnituda ning andes bakterile resistentsuse spektinomiitsiini vastu

(Kamath et al., 2017).

Selleks, et isoleerida spektinomiitsiini suhtes resistentseid P. putida mutante, oli kdigepealt

tarvis vilja selgitada, millise spektinomiitsiini koguse juures P. putida PaW85 metsiktiivi enam
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ei kasva, et eristada antibiootikumiga tardsootmel kasvavaid resistentsust pohjustava
mutatsiooniga rpsE mutante metsiktiive rakkudest. Selle jaoks tehti tilkkiilvid iile6dé LB
vedelsodtmes kasvanud P. putida rakkude lahjendusreast erineva koguse spektinomiitsiiniga
(30 kuni 2000 pg/ml) LB tardsodtmele, millest valitud osa on nidha joonisel 7. Leiti, et sobiv
spektinomiitsiini kogus selektsiooniks on 1750 pg/ml. Selle spektinomiitsiini koguse juures oli
P. putida metsiktiive kasv takistatud (joonis 7). Spektinomiitsiiniga tardsootmetele P. putida
WT iile6dkultuurist 100 pl plaatides oli 24 tunni jirel enamasti ndha ainult monda kolooniat.
Keskmiselt 10% spektinomiitsiini tardsdotmetest kasvas 24 tunni jérel rohkem kui paar
kolooniat. Igalt spektinomiitsiinitassilt plaaditi kuni 3 tiledokultuurist kasvanud kolooniat
virskele 1750 pg/ml spektinomiitsiini  sisaldavatele LB tardsootmele ning nendelt

tardsdotmetelt isoleeriti to0s kasutatud rpsE mutandid.

108 107 10 105 104 103

LB

Spc 30 pg/ml

Spc 550 pg/mi

Spc 1250 pg/mi

Spc 1750 pg/ml

Joonis 7. Pseudomonas putida PaW 85 metsiktiive spektinomiitsiinitaluvus. Pildi kohal on toodud vastavate ridade
lahjendusastmed ning iga pildi korval vastava spektinomiitsiini sisaldava LB tardsé6tme spektinomiitsiini
kontsentratsioon.
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Selektsiooni tulemusena isoleeritud mutantidest valiti edasiseks tooks vélja 7 spektinomiitsiini
resistentset P. putida tiive, millel olid erinevad mutatsioonid rpsE geenis. DNA sekveneerimisel
selgus, et selektsiooni kédigus saadud »psE mutanttiivede mutatsioonid asuvad kdik S5 valgu
spektinomiitsiini tundlikkust vahendava ling 2 regiooni kodeerivas rpsE geeni osas voi selle
lihedal. Tartu Ulikooli tuumiklaborilt tellitud ilegenoomse sekveneerimisega tehti kindlaks, et
nendel tlivedel on mutatsioonid vaid ribosoomi valku S5 kodeerivas rpsE geenis ning mujal
genoomis kaasuvaid mutatsioone ei ole. Tiived nimetati rpsE geenis toimunud
aminohappeasenduste voi deletsioonide jargi (Tabel 1). Edasiseks tooks vilja valitud tiived olid

V221, K24E, G28D, G29R, T33I, T33P ning A34-35.

Selektsiooni tulemusena sekveneeritud 33 rpsE mutandist 21 mutanti olid T331 mutatsiooniga.
Sellele efektile ei ole selget pdhjust, aga vdib oletada, et T331 asendus méngib jarelikult t60s
vaadeldud mutatsioonidest kdige suuremat rolli spektinomiitsiini resistentsuse omandamisel.
Selektsiooni kdigus kasvatati rpsE mutante 1750 pg/ml spektinomiitsiini sisaldaval
tardsootmel. Edasiseks uurimiseks oleks huvitav vélja selgitada, kas P. putida rpsE T331
mutandil on teiste mutantidega vorreldes tugevam resistentsus spektinomiitsiinile ehk kas T331

mutant suudab kasvada ka korgemal spektinomiitsiini kontsentratsioonil.

2.3.4 Geeni rpsE mutatsioonide méju bakteri P. putida

translatsioonitipsusele

P. putida rpsE mutanttiivede translatsioonitdpsuse vordlemiseks P. putida metsiktiivega kasutati
meie laboris véljatootatud topeltlutsiferaasi testsiisteemi (Jiirgenstein et al., 2022). Selles
testsilisteemis on Fluc ja Rluc lutsiferaasid liidetud iiheks valguks neid iihendava linker-regiooni
abil. Mdlema valgu aktiivsust on testsilisteemis voimalik eraldi mddta. Lutsiferaase kodeerivate
geenide vahelisse linker-regiooni on sisse viidud enneaegne stoppkoodon voi on linker-regiooni
lisatud vai sealt eemaldatud nukleotiide, et geeni lugemisraam muutuks. Sel juhul toodetakse
funktsionaalset Fluc valku ainult juhul, kui translatsioonil need vead kompenseeritakse ehk
toimub raaminihe voi stoppkoodoni iilelugemine. Funktsionaalset Rluc valku toodetakse
translatsioonivigadest olenemata ning see nditab operoni normaalset translatsiooni taset.
Seetdttu saab Fluc ja Rluc valkude aktiivsuse suhte abil méérata uuritava translatsioonivea
toimumise suhtelist sagedust. Kéesolevas t6ds uuriti -1 raaminihke toimumist, kasutades
plasmiide pSEVA AD2, pSEVA AD7 ja pSEVA UUC -1FS, ning +1 raaminihke toimumist,
kasutades plasmiidi pSEVA UUC +1FS. Uuriti ka UAG ja UGA stoppkoodonite iilelugemist,
kasutades vastavalt plasmiide pSEVA 304 ja pSEVA 417.
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Joonis 8. Raaminihke toimumise suhteline sagedus bakteris Pseudomonas putida. Tabelite pealkirjad téhistavad
kasutatud plasmiidi ja raaminihke iseloomu. X-teljel on WT-ga téhistatud P. putida metsiktiive PaW85 tulemused
ning vastavate mutatsioonidega rpsE mutantide tulemused. Y-teljel on ndidatud Fluc ja Rluc valkude aktiivsuste
suhte vairtuste aritmeetiline keskmine. Joonisel on toodud vihemalt kolme soltumatu katse tulemuste
keskvéidrtused koos 95% usalduspiiridega. Igas katses oli mddtmisel 4 bioloogilist replikaati. * tdhistab p-véértust
<0,05, vorreldes tdhistatud tulemust metsiktiive tulemusega.

Joonisel 8 on niha, et metsiktiivega vorreldes toimub AD2 vektori kontekstis -1 raaminihe
sagedamini rpsE mutantides T331, T33P, V221 ja A34-35, vastavalt 1,27 korda, 1,4 korda, 1,32
korda ja 1,44 korda. Ulejiinud mutantides oli AD2 vektori kontekstis raaminihke toimumine
vorreldav metsiktiivega. AD7 vektori kontekstis oli néha sarnast efekti — kdige sagedamini
toimus -1 raaminihe samuti 7psE mutandis A34-35, metsiktiivega vorreldes 1,5 korda rohkem.
Efekt oli samuti médrgatavam rpsE mutantides T331 ja V22I, kus -1 raaminihe toimus
metsiktiivega vorreldes vastavalt 1,41 ja 1,31 korda sagedamini. Ka UUC -1 vektorit kasutades
oli kdige suurem efekt rpsE mutandis A34-35, kus toimus -1 raaminihe 1,38 korda sagedamini.
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UUC +1 raaminihet tekitavat vektorit kasutades oli kdige mérgatavam tulemus 7psE mutandis
G29R, kus raaminihe toimus metsiktiivega vorreldes 1,19 korda sagedamini. Ulejdinud
mutantide puhul oli raaminihke toimumise sagedus vorreldav metsiktiivega voi veidi vidiksem,
nditeks rpsE mutandis G28D toimus +1 raaminihe 1,14 korda harvemini. UUC+ vektori

kontekstis ei olnud erinevused statistiliselt olulised.

304UAG
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Joonis 9. Stoppkoodonite iilelugemise suhteline sagedus bakteris Pseudomonas putida. Tabelite pealkirjad
téhistavad kasutatud plasmiidi ja testsiisteemis kasutatavat enneaegset stoppkoodonit. X-teljel on WT-ga téhistatud
P. putida metsiktiive PaW85 tulemused ning vastavate mutatsioonidega 7psE mutantide tulemused. Y-teljel on
ndidatud Fluc ja Rluc valkude aktiivsuste suhte véirtuste aritmeetiline keskmine. Joonisel on toodud vihemalt
kolme soltumatu katse tulemuste keskvéirtused koos 95% usalduspiiridega. Igas katses oli mddtmisel 4
bioloogilist replikaati. * tahistab p-vaartust <0,05, vorreldes tahistatud tulemust metsiktiive tulemusega.
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Jooniselt 9 selgub, et vorreldes metsiktiivega on UAG stoppkoodoni tilelugemine umbes 1,4
korda suurenenud rpsE mutantides G29R, K24E ja T331. UAG stoppkoodoni iilelugemine on
aga markimisvéarselt vahenenud rpsE mutantides G28D ja A34-35, toimudes vastavalt 1,42 ja
1,38 korda harvemini. UGA stoppkoodoni iilelugemine toimub mérgatavalt rohkem rpsE
mutandis G29R, metsiktiivega vorreldes pea kaks korda sagedamini. Metsiktiivega vorreldes
on UGA stoppkoodoni iilelugemine vihenenud eelkdige rpsE mutantides G28D, T33P ja A34-
35, vastavalt 1,31, 1,43 ja 1,3 korda. Mutatsioonid geeni rpsE kodeeritud ribosoomi valgus S5
mdjutavad seega P. putida translatsioonitdpsust, vélja arvatud +1 raaminihke toimumise

kontekstis.

2.3.5 Geeni rpsE mutatsioonide méju bakteri P. putida

mutatsioonisagedusele

Geeni rpsE mutatsioonide modju P. putida mutatsioonisagedusele véljaselgitamiseks kasutati
Rif¥/rpoB testsiisteemi. Geen rpoB kodeerib RNA poliimeraasi B subiihikut ning see on
antibiootikumi rifampitsiini sihtmaérgiks. Rifampitsiini seondumine RNA poliimeraasi f3
subiihikuga pohjustab RNA siinteesi algusfaasis siinteesitava RNA terminatsiooni, mistdttu ei
ole bakter vdimeline siinteesima pikemaid kui 2-3 nukleotiidseid RNA-sid. Kui 7poB geeni
tekib mutatsioone, mis ei parsi RNA poliimeraasi 3 subiihiku funktsiooni, kuid vdhendavad
rifampitsiini seondumisafiinsust, siis on bakter muutunud rifampitsiini suhtes resistentseks.
(Campbell et al., 2001; Jatsenko et al., 2010). Katses lisati LB tards6dtmesse rifampitsiini
kontsentratsiooniga 100 pg/ml, mis on P. putida rakkudele letaalne. Kuna tegemist on
bakteriotsiidse antibiootikumiga, peavad rakud olema resistentsuse omandanud enne
rifampitsiini sisaldavale tards6otmele plaatimist. Selle jaoks kasvatatakse rakke enne
tardsootmele plaatimist gle+CAA M9 vedelsodtmes ilma antibiootikumita. Katses vorreldi Rif®

mutantide tekkesagedust P. putida metsiktiives ja rpsE mutantides.
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Joonis 10. Rif® mutantide tekkesagedus bakteris P. putida. Y-teljel on ndidatud rpsE mutandid ning WT-ga on
téhistatud P. putida metsiktiivi PaW85. X-teljel on Riff® mutantide arv 10° raku kohta. Esitatud on iga tiive 30
soltumatu kultuuri Rif" mutantide arvu keskviirtused 10° raku kohta koos 95% usalduspiiridega kolmest
soltumatust bioloogilisest katsest. * tdhistab p-véartust <0,05, vdrreldes tdhistatud tulemust metsiktiive
tulemusega.

Joonisel 10 niidatud tulemustest selgub, et rpsE mutantidest on metsiktiilipi P. putida
mutatsioonisagedusega vorreldaval tasemel ainukesena rpsE mutant G29R. Suurimat efekti on
niha rpsE mutandi A34-35 puhul, mille Rif® mutantide tekkesagedus on metsiktiivega vorreldes
4,48 korda suurem. Mutantide G28D, T331 ja T33P Rif® mutatsioonisagedused on kdik umbes
3 korda metsiktiivest suuremad. V221 mutandi mutatsioonisagedus on metsiktiivest 2,31 korda
suurem ning K24E mutandi mutatsioonisagedus on metsiktiivega vorreldes 3,62 korda suurem.

Pea kdik uuritud rpsE mutatsioonid suurendavad seega bakteri P. putida mutatsioonisagedust.

2.3.6 Geeni rpsE mutatsioonide moju bakteri P. putida endogeensete

ROS-ide tasemele

Varasemalt on ndidatud, et ROS-ide pdhjustatud DNA kahjustused suurendavad bakteri
mutatsioonisagedust 1&bi vigaderohkete DNA poliimeraaside indutseerimise (Patel et al., 2010).
Seetdttu oli vajalik uurida geeni rpsE mutanttiivede endogeensete ROS-ide taset, et vélistada
vOimalus, et Rif® mutatsioonisageduse tdus on pdhjustatud stressitingimustest tingitud ROS-
ide tdusust. Selleks moddeti nii metsiktiive kui ka rpsE mutanttiivede rakkude endogeenset
ROS-ide taset. ROS-ide taseme mdotmise jaoks kasutatavas meetodis kasutatakse virvina estrit
CM-H;DCFDA, mis lidbib vabalt rakumembraani. Rakku joudes eemaldavad rakusisesed
esteraasid CM-H2DCFDA kiiljest atsetaatrithmi ning tekib ihend DCFDA, mis ROS-idega
reageerides fluorestseerub (Kristiansen et al., 2009). Selle fluorestsentsi jargi saab hinnata rakus

olevate ROS-ide taset.
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Joonis 11. ROS-tase bakteris P. putida. Y-teljel on ndidatud rpsE mutandid ning WT-ga on téhistatud P. putida
metsiktiivi PaW85. X-teljel on toodud fluorestseeruva iihendi DCFDA ja bakterikultuuri 600 nm juures moddetud
optilise tiheduse suhte aritmeetiline keskmine, normaliseeritud WT suhtes. Joonisel on toodud kolme sdltumatu
katse tulemuste keskviirtused koos 95% usalduspiiridega. Igas katses oli modtmisel vihemalt 6 bioloogilist
replikaati.

Joonisel 11 on niha, et rpsE mutatsioonidega P. putida mutantidel ei ole ROS-tase oluliselt
tousnud ning erinevused ei olnud ka statistiliselt olulised. Jérelikult geeni 7psE mutatsioonid ei

mojuta P. putida ROS-taset.

2.3.7 Geeni rpsE mutatsioonide moju bakteri P. putida

stressitaluvusele

Varasemalt on ndidatud, et mutatsioonid S5 ribosoomivalkudes voivad muuta bakteri
tundlikkust streptomiitsiinile ning héirida bakteri kasvu madalamatel temperatuuridel (Itoh &
Wittmann, 1973). Kamathi t66grupi uuritud E. coli rpsE mutantides ndhti samuti, et mutantidel
oli suurenenud voi vihenenud tundlikkus streptomiitsiinile ning mdnel uuritud mutandil esines
kasvudefekte temperatuuril 20°C (Kamath et al., 2017). Et teada saada, kas eelnevalt vaadeldud
efektid bakteris E. coli kehtivad ka bakteris P. putida, kontrolliti P. putida rpsE mutantide
stressitaluvust ning vorreldi seda bakteri P. putida metsiktiive stressitaluvusega. Uuriti nii
metsiktiive kui mutanttiivede tundlikkust streptomiitsiinile ning ka vdoimet kasvada optimumist
madalamal temperatuuril ehk 20°C juures. Tassidele kanti 5 pl iile66 kasvanud kultuurist tehtud

kiimnekordsetest lahjendustest ning tasse inkubeeriti 24 tundi.
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Joonis 12. Pseudomonas putida metsiktiive ja rpsE mutantide stressitaluvuse vordlus. Joonise vasakul pool on
margitud &ra tasside peal olevate tiivede kiilvid, metsiktiivi on tdhistatud WT-ga. Petri tasside piltide kohal on
mairgitud vastava rea lahjendusaste. Petri tasside piltide all on dra mérgitud tassi kasvatustingimused vdi tassile
lisatud antibiootikum ja selle kontsentratsioon.

Joonisel 12 on nidha, et temperatuuril 20°C kasvavad aeglasemalt rpsE mutandid T33P ja
A34-35, kusjuures T33P on madalamale temperatuurile tundlikum kui A34-35. Ulejiasnud
mutantide kasv 20°C juures oli vorreldav metsiktiivega. Geeni rpsE mutandil G29R on oluliselt
suurenenud tundlikkus streptomiitsiinile. Streptomiitsiini kontsentratsiooniga 30 pg/ml tassil
on koige efektsemalt ndha, et kdikidel 7psE mutantidel, vdlja arvatud G29R, on metsiktiivega
vorreldes veidi parem streptomiitsiini taluvus. Geeni rpsE mutatsioonid vdivad seega mdjutada

bakteri P. putida kiilmatundlikkust ning tundlikkust streptomiitsiinile.
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24 ARUTELU

2.4.1 Spektinomiitsiini kontsentratsioon selektsioonil

Kéesolevas uurimistdos isoleeriti P. putida spektinomiitsiini resistentseid mutante eesmérgiga
selgitada vilja, kas need mutatsioonid tekivad ribosoomi valgu S5 geenis rpsE ning kas need
mdjutavad translatsioonitépsust ja mutatsioonisagedust bakteris P putida. Viies 1dbi
spontaansete spektinomiitsiinile resistentsete kolooniate selektsiooni bakteriga E. coli, on
selektsiooniks vajalik spektinomiitsiini kogus LB tardsodtmes 60 pg/ml (Kamath et al., 2017),
mis on kordades vihem kui P. putida puhul selektsiooniks vajalik 1750 pg/ml. E. coli on seega
palju tundlikum spektinomiitsiinile kui P. putida. V3imalik seletus sellele efektile on E. coli ja
P. putida erinev viljavoolupumpade arv. Viljavoolupumbad on osa bakteri kaitsesiisteemist
antibiootikumide, raskemetallide ja muude toksiliste ainete vastu, transportides kahjulikke
aineid raku seest labi rakumembraani rakust vilja. Viljavoolupumbad jagunevad viieks suureks
perekonnaks, mis on konserveerunud nii eukariiootides, prokartiootides kui ka arhedes (Daniels
& Ramos, 2009). Toos kasutatud P. putida PaW 85 tiivega isogeenses P. putida KT2440 tiives
on kirjeldatud 14 RND perekonda kuuluvat viljavoolupumpa (Godoy et al., 2010), samas kui
bakteris E. coli on kirjeldatud 6 RND perekonda kuuluvat véljavoolupumpa (Anes et al., 2015).
Kuigi bakteris P. putida pole tervet viljavoolupumpade sortimenti ja nende mdju tdpselt
uuritud, voib juba RND perekonda kuuluvate vdljavoolupumpade arvu jirgi jiareldada, et P.
putida on mingil méidral E. coli-st paremini varustatud antibiootikumide mdju vihendavate

pumpadega, mis aitab kaasa bakteri resistentsusele antibiootikumide vastu.

2.4.2 Geeni rpsE mutatsioonide méju translatsioonitapsusele

Varasemalt on ndidatud, et E. coli rpsE G28D mutatsiooniga mutanttiives esineb metsiktiivega
vorreldes rohkem raaminihkeid, nii -1 kui +1 kontekstis (Kirthi et al., 2006). Samuti on kindlaks
tehtud, et paljud E. coli rpsE mutatsioonid vihendavad olulisel mééral translatsioonitépsust,
kuna mutatsioonidega tiivedes esineb tihti rohkem nii koodonite valesti dekodeerimist kui ka
stoppkoodonite iilelugemist (Agarwal et al, 2015). Kiesoleva t60 raames tehtud
translatsioonitdpsuse mdootmise katsetest selgus, et nii AD2, AD7 kui ka UUC- vektorite
kontekstides mojutavad geeni rpsE mutatsioonid bakteri P. putida translatsioonitdpsust
raaminihke toimumise suhtes ning koik statistiliselt olulised erinevused nditasid, et
mutanttiivedes toimub metsiktiivega vorreldes -1 raaminihet sagedamini (joonis 8). Vdhenenud

translatsioonitdpsusega mutandid olid V221, G29R, T33I, T33P ning A34-35. Meie tulemused
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sobivad seega varasemalt ndidatuga — rpsE mutatsioonid mojutavad ka bakteris P. putida

translatsioonitdpsust.

Stoppkoodonite UAG ja UGA iilelugemise kontekstis olid kéesoleva t66 tulemused
mitmekesisemad ning mutantidel esines nii translatsioonitdpsuse suurenemist kui vihenemist.
UAG stoppkoodoni iilelugemise kontekstis vihenes translatsioonitipsus statistiliselt olulisel
médral rpsE mutantidel K24E, G29R ja T33I ning translatsioonitéipsus suurenes statistiliselt
olulisel méidral mutantidel G28D ja A34-35 (joonis 9). UGA stoppkoodoni iilelugemise
kontekstis aga mutandi K24E translatsioonitdpsus vdhenes statistiliselt ebaolulisel mééral,
mutandi G29R translatsioonitdpsus vidhenes taas statistiliselt olulisel mééral ning mutantide
G28D ja A34-35 translatsioonitdpsused suurenesid samuti statistiliselt olulisel miiral. UGA
stoppkoodoni iilelugemise kontekstis muutis T33P asendus S5 valgus hoopis translatsiooni
tapsemaks. Bakteris E. coli on rpsE mutantide korral ndhtud sarnaseid tulemusi — enamik
mutatsioone suurendavad bakteri tdendosust teha translatsioonil vigu, aga mdned, nagu G26D
ja G26V, teevad translatsiooni tipsemaks ja vdhendavad stoppkoodoni UAG iilelugemist

(Kamath et al., 2017).

Aminohappe asendus G28D ribosoomivalgus S5 kallutab bakterit P putida
translatsioonitdpsuse suurenemise poole. Tulemuste peatiikis esitatud andmetest selgub, et
raaminihke uurimisel mojutab G28D muutus bakterit minimaalselt. Raaminihke esinemine on
G28D mutandis kas P putida metsiktiivega vorreldav voi kuni 1,15 korda harvem vai
sagedasem ning need erinevused ei olnud ka statistiliselt olulised (joonis 8). Stoppkoodonite
UAG ja UGA iilelugemisel oli aga ndha G28D mutandi puhul metsiktiivega vorreldes vastavalt
1,42 ja 1,31 korda vdhem stoppkoodoni iilelugemist, ehk bakteri translatsioonitdpsus suurenes
(joonis 9). Sarnaseid tulemusi kirjeldati ka Kamath et al. 2017. aasta artiklis, kus E. coli S5
valgu mutant G26D, millele bakteri P. putida S5 valgu puhul vastab mutant G28D, toimus
samuti UAG stoppkoodoni iilelugemine umbes 1,6 korda harvemini kui metsiktiives. UAG
stoppkoodoni {ilelugemise ja ldhikognaatsete tRNA-de é&ratundmise kontekstis ndhti
translatsioonitdpsust tdstvat fenotiilipi, kuigi mutatsiooni mdju oli E. coli kontekstis tugevam
kui kdesolevas t00s saadud tulemuste pdhjal (Kamath et al., 2017). Voimalik, et P. putida S5
valgu G28D asendus asub S5 valgus soodsas positsioonis, voimaldades rohkem kontakte teiste
iimbritsevate ribosoomivalkudega ning seeldbi soodustab ribosoomi {iileminekut suletud
olekusse, mis tdhendaks rangemat translatsioonitédpsuse kontrolli. S5 G28D mutandil muteerus
S5 wvalgu 28. positsioonis asuv gliitsiin asparagiinhappeks. Gliitsiin liihima aminohappena
mdjutab valgu struktuuri erineval viisil kui negatiivse laenguga kdrvalahelaga asparagiinhape.

Asparagiinhappe negatiivne laeng vOib vOimaldada uute kontaktide teket ldhedalolevate
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valkudega, mis muudaks ribosoomi konformatsiooni vdhem paindlikuks ja vdimaldaks
ribosoomil kergemini minna iile avatud olekust translatsioonitéipsust soodustavasse suletud

olekusse.

Kokkuvotlikult vihenes A34-35 mutandil translatsioonitdpsus -1 raaminihke kontekstis, kuid
suurenes mdlema stoppkoodoni iilelugemise kontekstis. Kahe aminohappe deletsioon mojutab
S5 valgu funktsiooni kindlasti rohkem, kui {ilejddnud mutantide puhul toimunud vaid iihe
aminohappe asendus, kuna valgus toimunud muutus on drastilisem. Kuna A34-35 mutandi
mutatsioon on teistest uuritud mutantidest tdendoliselt suurema mdjuga, on raskem pakkuda
seletust, miks stoppkoodonite iilelugemisel translatsioonitdpsus suurenes, kuna deletsiooni
efekt valgule vOib olla ulatuslikum ning tdpsete pdhjuste védlja selgitamiseks oleks vaja
tdiendavat mutandi uurimist. Vd3imalik seletus seisneb translatsiooni elongatsiooni ja
terminatsiooni erinevustes. Elongatsiooni kaigus tuuakse ribosoomi A-saiti uusi aminohappeid
kandvaid tRNA-sid ning toimub dekodeerimine ning peptiidsideme siintees, mille jérel liigub
mRNA ribosoomis kolme nukleotiidi vorra edasi ning protsess toimub uuesti (Schmeing &
Ramakrishnan, 2009). Kui ribosoom tunneb dra stoppkoodoni ning on tarvis valgusiintees
1opetada, seonduvad ribosoomile terminatsioonifaktorid RF1 vdi RF2, mis hiidroliitisivad
tRNA ja vastsiinteesitud valgu vahelise sideme ning valk vabaneb ribosoomilt (Baggett et al.,
2017). On voimalik, et A34-35 mutandi S5 valgu kahe aminohappe deletsioon vdimaldab
terminatsioonifaktoritel hdlpsamalt ribosoomile seonduda ning see lihtsustab translatsiooni
terminatsiooni toimumist ning vdhendab mutanttiives stoppkoodoni iilelugemist, kuid

raaminihke toimumise kontekstis on deletsiooni tdttu translatsioonitidpsus siiski vihenenud.

Geeni rpsE kodeeritud S5 valgu ling 2 domeen ei moodusta kontakte S4 valguga (joonis 3) ja
seega ei tohiks rpsE mutatsioonid otseselt S4-S5 valkude tihise tasapinna kaudu mojutada
translatsioonitdpsust. Kédesoleva t00 tulemustest on ndha, et translatsioonitdpsus on siiski
paljudes rpsE mutantides muutunud. S5 valgu ling 2 domeen moodustab aga kontakte 16S
rRNA-ga. 16S rRNA seondub tRNA antikoodoniga (I. Schwartz & Ofengand, 1978) ning
seondub 3’ otsast ka mRNA-ga (Czernilofsky et al., 1975), mdjutades nii translatsiooni.
Mutatsioonide tottu 16S rRNA ja S5 valgu iihenduse hédirumine voib ka seeldbi
translatsioonitdpsust mojutada. On samuti vdimalik, et ling 2 mutatsioonid mdjutavad S4-S5

valkude tasapinda kaudselt teiste iihenduste kaudu.
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2.4.3 Geeni rpsE mutatsioonide mé6ju mutatsioonisagedusele

Mutatsioonid rpsE geenis suurendasid pea kdigil juhtudel P. putida mutatsioonisagedust
statistiliselt olulisel madral, vilja arvatud mutandis G29R (joonis 10). Suurimat
mutatsioonisageduse tdusu tiheldati P putida mutandis A34-35, kus oli tdendoliselt koige
ulatuslikuma mdjuga mutatsioon. Mutandis A34-35 tdheldati iga uuritud testsilisteemi korral ka
translatsioonitdpsuse muutumist. Translatsioonitdpsuse muutumine v3ib pdhjustada valesti
transleeritud valkude puhul probleeme korrektse voltumise ning eesmérgi tiitmisega. Kui
vigasteks osutuvad DNA parandamise ja mutatsioonide tekke kontrolli all hoidmiseks vajalikud
valgud, on need valgud vihem vdimelised oma eesmadrki tditma ning tulemusena suureneb
bakteri mutatsioonisagedus. Kdesoleva t66 tulemustest voib jireldada, et S5 valgu 34. ja 35.
aminohappe deletsioon mdjutab ribosoomi ning DNA parandamisega seotud valkude
translatsiooni sel maddral, et vigaste valkude tottu vodiksid tekkinud vead DNA-s jddda

parandamata, mistottu ndeme bakterites mutatsioonisageduse suurenemist.

Translatsioonitdpsuse vdahenemise tulemusena suureneb tdendosus, et rakku kuhjuvad valesti
stinteesitud valgud, sealhulgas ka valgud, mis tavatingimustes aitaksid vihendada voi ennetada
ROS-ide kahjulikku mdju DNA-le. ROS-ide taseme tdus vdib suurendada mutatsioonisagedust
1dbi vigaderohkete DNA poliimeraaside indutseerimise SOS-vastuse ndol (Patel et al., 2010).
Samas leidsime, et ROS-tase ei olnud itheski mutandis statistiliselt oluliselt suurenenud (joonis
11), seega pole pdhjust arvata, et mutatsioonisageduse suurenemise pdhjuseks oleks ulatuslik
SOS-vastus. Pigem on mutatsioonisageduse tdus mutantides pdhjustatud raku tavaolukorras

aktiivsete DNA parandusensiiiimide funktsionaalsuse muutusest.

Kuigi mutanttiives G29R oli stoppkoodonite UAG ja UGA iilelugemine oluliselt suurenenud,
el mojutanud see mutatsioonisagedust. Kuigi tdpset pdhjust oleks hetkel teadaoleva
informatsiooni pdhjal raske tuua, ei saa siiski vilistada vdimalust, et translatsioonitdpsuse
muutumise mdju mutatsioonisagedusele vahendavad moned konkreetsed seniteadmata valgud,
mille vigane translatsioon tooks kaasa mutatsioonisageduse suurenemise, kuid G29R mutandis
ilmnenud translatsioonivigu ei teki nende konkreetsete valkude translatsiooni puhul piisavalt,
et avaldada mdju mutatsioonisagedusele. Samas teiste kdesolevas t60s vaadeldud mutantide
puhul  ndhtud translatsioonivead  avaldavad  potentsiaalselt  suuremat  mdju

mutatsioonisagedusega seotud valkudele, mistdttu ndeme ka mutatsioonisageduse suurenemist.
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2.4.4 Geeni rpsE mutantide kiilmatundlikkus ja

streptomiitsiinitundlikkus

Geeni rpsE kodeeritud S5 valgu ling 2 regiooni mutante on seostatud kiilmatundlikkusega ehk
nende kasv on tugevalt hdiritud véljaspool optimaalset temperatuuri (Kamath et al., 2017).
Kéesoleva t66 tulemustes olid kiilmatundlikud P. putida S5 mutandid T33P ning A34-35, mille
kasv 20°C juures oli P. putida metsiktiivega vorreldes aeglasem (joonis 12). Kuigi bakteris E.
coli pole samade positsioonide mutante kirjeldatud, iihtivad need tulemused siiski varasemalt
ndhtuga. P. putida kiilmatundlikel T33P ja A34-35 mutantidel oli vorreldes teiste S5
mutantidega suuremal madral vdhenenud translatsioonitipsus -1 raaminihke toimumise
kontekstis, seega on vOimalik seletus nende mutantide temperatuuritundlikkusele
kiilmaSokivalkude valesti voltumine. KiilmaSokivalkude translatsiooni indutseeritakse, kui
rakk tajub temperatuuri jahenemist ning nende peamiseks iilesandeks on temperatuuri
langemisest tingitud translatsiooni initsiatsiooni inhibeerimisest {ilesaamine, seondudes
ribosoomi subiihikutega ja aidates ribosoomidel kohaneda ning translatsiooni jatkata (Jones &
Inouye, 1996). Kéesolevas t00s kasvatati temperatuuritundlikkuse kontrollimiseks P. putida
metsiktiive ja rpsE mutante temperatuuril 20°C. Sellel temperatuuril indutseeritakse bakteris E.
coli kiilmasokivalke CspA, CspB ja CspG (Wang et al., 1999) ning bakteri P. putida genoomis
leidub neist viahemalt CspA puhul kaks paraloogset valku (Nelson et al., 2002). Vihenenud
translatsioonitdpsusega tiivedel voib esineda translatsiooni kdigus lugemisraami muutust ning
selle tulemusena esineb rakus rohkem valke, mis on vale pikkusega v3i mille aminohappeline
jérjestus on lugemisraami nihkumise kohast muutunud. Sellistel valkudel on suurem tdenéosus
valesti voltuda. Valesti voltunud valgud ei saa oma eesmaérki tdita ning kui nendeks valesti
voltunud valkudeks juhtuvad olema valgud, mis juhivad raku vastust kiilmasokile, on rakk

tundlikum madalamatele temperatuuridele.

Varasemalt on ndidatud, et £. coli S5 G28D (P. putida nummerduse jérgi G29D) mutandil leiti
nii vdhenenud translatsioonitipsus stoppkoodoni iilelugemise ja raaminihke toimumise
kontekstides kui ka kiilmatundlikkus temperatuuril 20°C. Samal E. coli S5 G28D mutandil
avastati ka ribosoomi biogeneesi defekte. 70S ribosoomi kokkupanek oli E. coli G28D mutandil
tugevalt hdiritud — rakus tuvastati suures koguses 30S ja 50S subiihikuid, kuid temperatuuril
37°C esines vihe 70S ribosoome ning temperatuuril 20°C tuvastati veel vihem 70S ribosoome
(Kirthi et al., 2006). Kuigi kdesolevas t60s leitud kiilmatundlike mutantide T33P ja A34-35 rpsE
geenides asuvad mutatsioonid paiknesid 29. positsiooni aminohapet kodeerivast koodonist

veidi kaugemal, nditavad varasemad andmed siiski selget seost kiilmatundlikkuse ja ribosoomi
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biogeneesi hédirete vahel ning sama vdiks toimuda ka bakteris P. putida. T33P ja A34-35
mutantide mutatsioonid vdivad samuti hiirida ribosoomi biogeneesi ja edasiseks uurimiseks
oleks sobilik analtiiisida P. putida rpsE mutantide ribosoome ning vorrelda neid metsiktiive

ribosoomidega.

Kéesolevas t60s tehtud katsest selgus samuti, et rpsE geeni kodeeritud S5 valgu G29R mutant
on metsiktiivega vorreldes palju tundlikum streptomiitsiinile (joonis 12). Streptomiitsiin
seondub ribosoomi subiihikute vahelisele alale, suure subiihiku L11 ja véikse subiihiku S5
valkude ldhedusse (Abad & Amils, 1994). S5 valgu muutus G29R mdjutab seega S5 valgu
konformatsiooni piisavalt, et muuta ldhedalasuva streptomiitsiini seondumiskoha afiinsust
streptomiitsiini suhtes suuremaks, nditeks seondumiskohta streptomiitsiinile ligipddsetavamaks
muutes. G29R mutatsiooni tulemusena muutus S5 valgu 29. positsioonis asuv gliitsiin
arginiiniks, millel on pikem kdrvalahel ning korvalahelal ka positiivne laeng, mis tekitaks
valgus nii steerilist konflikti kui ka sidemete muutumist arginiini positiivse laengu tottu.
Sarnaseid tulemusi on ndidatud ka bakteris E. coli, kus S5 F30V ja S5 N121H mutant olid
metsiktiivega vorreldes vahem tundlikud streptomiitsiinile, aga S5 mutandid L75R ja N134Y

muutusid rpsE geeni mutatsiooni tdttu streptomiitsiinile tundlikumaks (Agarwal et al., 2015).
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KOKKUVOTE

Translatsioonitdpsuse muutumisel v3ib olla bakteritele nii kasulikke kui ka kahjulikke mojusid.
Translatsioonivigade suurenemisel vdivad mdoned muutunud omadustega valgud véimaldada
antud keskkonnatingimustega paremini kohaneda. Samas vdib translatsioonitdpsuse
vihenemine ka pérssida valkude korrektset siinteesi, hdirides nende valkude funktsiooni ning
mojudes bakteri elutegevust tagavatele protsessidele negatiivselt. Ribosoomis on mitmeid eri
mehhanisme translatsioonitdpsuse kontrollimiseks, nagu koodon-antikoodon paardumine ning
ribosoomi enda konformatsiooni muutumine valgusiinteesi hdlbustamiseks. Ribosoomi valgud
méngivad selles protsessis olulist rolli ning tdhusaks valgusiinteesiks on vajalik ribosoomi

valkude korrektne kontakt nii iiksteisega kui RNA-ga.

Varasemalt on meie laboris ndidatud, et tRNA modifikatsiooniensiiiimide TruA ja RIuA
stinteesitud pseudouridiinide puudumine suurendab bakteri P. putida mutatsioonisagedust ning
TruA puudumine vdhendab ka bakteri translatsioonitdpsust. Samuti on varasemalt kirjanduses
ndidatud, et mutatsioonid ribosoomi valke S4 ja S5 kodeerivates geenides rpsD ja rpsE
mdjutavad translatsioonitépsust bakteris E. coli. Kéesoleva t66 eesmargiks oli konstrueerida P
putida tiived mutatsioonidega rpsD ja rpsE geenides ning uurida mutatsioonide moju bakteri
translatsioonitdpsusele ja mutatsioonisagedusele. Kuna alguses planeeritud mutatsioonidega
tiivede konstrueerimine ei dnnestunud, siis keskenduti spektinomiitsiini suhtes resistentsete

rpsE geeni mutantide isoleerimisele ja iseloomustamisele. Tulemustest selgus, et:

1. Enamus kéesolevas t66d uuritud geeni rpsE mutatsioonid mdjutavad bakteri P. putida
translatsioonitdpsust, soltuvalt kontekstist kas translatsioonitdpsust langetades voi
suurendades. S5 mutantides esines valdavalt translatsioonitdpsuse vdhenemist ning
translatsioonitdpsuse tousu tdheldati ainult stoppkoodoni iilelugemise kontekstis. Need
tulemused iihtivad varasemalt bakteris E. coli ndhtuga.

2. Leiti, et enamus geeni rpsE mutatsioonidest tingitud translatsioonitdpsuse muutustest
suurendavad ka bakteri P. putida mutatsioonisagedust.

3. Osadel S5 mutantidest ilmnes sarnaselt E. coli S5 mutantidele ka kiilmatundlikkus
(mutandid T33P ning A34-35), mis v3iks olla selgitatav ribosoomi biogeneesi hdiretega
ning suurenenud streptomiitsiini tundlikkus mutandil G29R tdnu muutustele valgu
struktuuris, mis vOiks suurendada streptomiitsiini ligipddsu ribosoomi subiihikute

vahelisele alale.
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Effect of translational fidelity on mutagenesis in ribosomal protein S5 mutants of

bacterium Pseudomonas putida

Carol Luhaéir
Summary

Translation is one of the main processes helping cells grow, develop and reproduce.
Translational fidelity needs to be balanced for the synthesis of correctly translated and correctly
folded proteins. Bacteria have many checkpoints to ensure accurate translation, such as codon-
anticodon interactions and editing domains in aminoacyl-tRNA-synthetases. Decreased
translational fidelity can lead to misfolded or mistranslated proteins, which often cannot fulfill
their roles as accurately as correctly translated proteins and thus can create problems in the
functioning of the cell. Mutation frequency is also affected by translational fidelity. If proteins
that help cells keep mutation frequency balanced, like DNA repair systems, are mistranslated,

mutations in DNA can accumulate as a result of deficient repair systems.

Ribosomal proteins S4 and S5 play important roles in translation and ribosomal assembly,
making contacts with other ribosomal proteins and with RNA. Mutations in ribosomal proteins
S4 and S5 can disrupt those contacts and affect translation. It has previously been shown that
mutations in ribosomal proteins S4 and S5 affect translational fidelity in E. coli. In our research
group, previous work has also shown that lack of tRNA modification enzymes TruA and RIuA
increases mutational frequency in P. putida and lack of TruA decreases translational fidelity.
The aim of this thesis was to construct P. putida strains with mutations in the genes rpsD and
rpsE and study the effects of these mutations on translational fidelity and mutational frequency
in P. putida. Since the construction of rpsD mutants was unsuccessful, this thesis instead
focused on obtaining P. putida rpsE mutants using selection with spectinomycin and

characterizing spectinomycin-resistant mutants.
The results of this thesis can be summarized as follows:

1. Mutations in ribosomal protein S5 affect translational fidelity in P. putida, with some
mutations decreasing translational fidelity and some making translation more accurate,
depending on context.

2. All but one of the mutations in ribosomal protein S5 studied in this thesis increase
mutational frequency in P, putida.

3. Some rpsE mutants exhibit a cold sensitivity phenotype and an increased sensitivity to

streptomycin, both of which have previously been described in E. coli.
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Tanusonad

Soovin tinada oma juhendajaid Heilit ja Karli nGuannete, alati aitamise ja murede kuulamise
eest. Tdnan ka koiki teisi laborikaaslasi monusa dhkkonna loomise eest. Suur tdnu ka Maia

Kivisaarele t60 iilevaatamise ja véértuslike paranduste eest.
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