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KASUTATUD LUHENDID

‘O; - superoksiidradikaal

‘OH- hiidroksiiiilradikaal

8-0ksliG- 7,8-dihiidro-8-oksiiguaniin

Amp- ampitsilliin

AP-koht- apurinic/apyrimidinic site

ATL- alkiiiiltransferaasi sarnane valk (alkyltransferase-like protein)
BER- ldimmastikaluse viljaldike reparatsioon (base excision repair)
CAA- cosamino acid

Cb- karbenitsilliin

CFU- kolooniaid moodustavate rakkude arv (Colony Forming Units)
Chi- crossover hotspot instigator

DMS- dimetiiiilsulfonaat

dsDNA- kaheahelaline DNA

GGR- global genome repair

Glc- gliikoos

GO- okstideeritud guaniin

H,0,- vesinikperoksiid

Km- kanamditsiin

Lac- laktoos

LP-BER- pika ulatusega BER (long-patch BER)

Mel- metiiiiljodiid

MMR- DNA paardumisvigade reparatsioon (mismatch repair)
MMS- metiitilmetaansulfonaat

MNNG- N-metiiiil-N'-nitro-N-nitrosoguanidiin

MNU- N-metiiiilnitrosouurea

NER- nukleotiidi véljaldike reparatsioon (nucleotide excision repair)
N'-meA- N'-metiiiiladeniin

N°-meA- N°-metiiiiladeniin

N°-meC- N -metiiiltsiitosiin

N°-meG-N-metiiiilguaniin

N’-meG- N’-metiiiilguaniin



0°-Cl-etiitil G- O°-kloroetiiiilguaniin
0°-meG- O°-metiiiilguaniin
O*-meT- O°-metiiiiltimiin

Phe- fenool

Pol- poliimeraas

ppGpp- guanosiintetrafosfaat
pppGpp- guanosiinpentafosfaat
Rif- ripampitsiin

SAM- S-adenosiiiilmetioniin

Sm- streptomiitsiin

SP-BER- liihikese ulatusega BER (short-patch BER)
ssDNA- {iheahelaline DNA

TCR- transcription-coupled repair
Tet- tetratsiikliin

UV- ultraviolett



SISSEJUHATUS

Looduses on mikroorganismide kasv limiteeritud, kuna keskkonnatingimused on
enamasti ebasoodsad. PShilised kasvu limiteerivad tegurid on ebasoodne temperatuur, pH ja
osmolaarsus. Samuti on piiratud toitainete kéttesaadavus. Seega ei saa bakterid looduses
piiramatult paljuneda ning on enamasti mittejagunevas ehk statsionaarses faasis. Limiteeritud
keskkonnatingimused suudavad iile elada bakterid, kes on vodimelised piisavalt kiiresti
kohanema olemasolevate keskkonnatingimustega. Niisiis toimub looduses bakterite suhteliselt
kiire evolutsioneerumine, kus {ilekaalu saavutavad kiiremini kohanevad mutandid.
Mutatsioone vodivad pohjustada néiteks keskkonnas leiduvad DNA-d kahjustavad kemikaalid
ja kiirgus. Lisaks tekib bakteriraku enda loomuliku elutegevuse kdigus metabolismi
korvalproduktidena reaktiivseid hapniku- ja alkiiiilithendeid, mis on vdimelised DNA-d
modifitseerima. Teatud mutatsioonisagedus vdib olla kasulik ja aidata kohaneda, kuid kui
mutatsioonisagedus on liiga korge, kuhjuvad kahjulikud mutatsioonid mis vdivad olla rakule
letaalsed. Selleks, et toime tulla erinevate DNA kahjustustega, on bakteritel vilja kujunenud
mitmeid DNA reparatsioonisiisteeme, et tekkinud vead parandada. Samuti on neil olemas
vigaderohked DNA poliimeraasid, mis on vdimelised siinteesima iile DNA kahjustuste ja
seetdttu replikatsioon ei peatu, vaid viiakse 16puni.

Kasvavates bakterites ja statsionaarses faasis olevates bakterites tekivad mutatsioonid
erinevate mehhanismide jdrgi. Statsionaarses faasis kuhjuvad DNA kahjustused, mis vdivad
pohjustada mutatsioonide teket juhul kui neid &ra ei parandata. Kuna looduslikud
elutingimused on enamasti ebasoodsad, on oluline mdista statsionaarse faasi mutatsioonide
tekkemehhanisme. Minu t66 eesmérgiks oli uurida, kuidas mdjutab DNA alkiiiilkahjustuste
reparatsioonil osaleva alkiiiiltransferaasi sarnast valku (ATL) kodeeriva geeni at/ defektsus
mutatsioonide teket bakteris Pseudomonas putida ning kas ATL olemasolul v3i puudumisel

on mdju nukleotiidi véljaldike reparatsioonirajale mutatsiooniprotsessides.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. DNA kahjustused

Kuna bakterid on oma looduslikus elukeskkonnas enamasti statsionaarses faasis, siis
kuhjuvad neis DNA kahjustused, mis jirgmise replikatsioonitsiikliga kinnistuvad
mutatsioonidena. DNA kahjustused tekivad endogeenselt organismi normaalse elutegevuse
kdigus ja eksogeenselt viliste keskkonnategurite mojul. Endogeenseid DNA kahjustusi
pohjustavad pohiliselt reaktiivsed hapnikuradikaalid ja alkiiiilivad tihendid ja vihemal mééral
ka spontaanne ldmmastikaluste eemaldamine ja deamineerimine. Eksogeenseid DNA
kahjustusi pohjustavad nditeks ultraviolettkiirgus, ioniseeriv kiirgus ja keskkonnas leiduvad

kemikaalid (Krwawicz jt., 2007; Shrivastav jt., 2010).

Endogeense piritoluga DNA kahjustusi tekib suurema sagedusega kui eksogeensete
tegurite poolt pdhjustatud kahjustusi (Jackson ja Loeb, 2001). Kahjustused, mis tekivad raku
normaalse elutegevuse kdigus, on identsed vo0i vdga sarnased neile, mida pdhjustavad moned
keskkonnas esinevad DNA-d kahjustavad ained (Jackson ja Loeb, 2001; Krwawicz jt., 2007).
Muutustele DNA-s viivad nditeks radiatsioon, hiidroliiiis, tundlikkus reaktiivsetele hapniku- ja
lammastikuiihenditele ja teistele reaktiivsetele lihenditele, nagu alkiiiilivad ained ja lipiidide
peroksiidatsiooni saadused (Lindahl, 1993; Drablos jt., 2004; Tudek jt., 2007; Olinski jt.,
2007; Krwawicz jt., 2007). DNA lammastikalused adeniin, guaniin, tsiitosiin ja 5-
metiiiiltsiitosiin on altid spontaanse hiidroliiiitilise deaminatsiooni kdigus muutuma vastavalt
hiipoksantiiniks, ksantiiniks, uratsiiliks ja tlimiiniks. Deaminatsiooni esineb sagedamini
iiksikahelalises kui kaheahelalises DNA-s, kuna kaheahelaline DNA on kaitstud
vesiniksidemetega (Krwawicz jt., 2007).

Selleks, et erinevate kahjustustega toime tulla ja iihtlasi ka kindlustada DNA stabiilsus
ja genoomi kaitse potentsiaalsete ja mutageensete muutuste eest, on organismidel vélja
kujunenud mitmeid kahjustuste véltimise ja parandamise silisteeme. Erinevate
kaitsemehhanismide koostoimel tagatakse geneetilise informatsiooni sdilimine jérglaskonnas

tema algsel kujul.



1.1.1. Alktdlivad Gihendid

Alkiitilivad ained on grupp reaktiivseid kemikaale, mis kannavad oma alkiitilriihma
(metiiiil- voi etiitilriihma) hapniku voi ldmmastiku aatomile DNA-s (Shrivastav jt., 2010).
Alkiitilivad ained vdivad DNA lammastikalustega reageerida kaheteistkiimnes erinevas kohas,
koikide ldmmastikaluse rongaviliste hapniku aatomitega ja enamike ldmmastiku aatomitega.
Samuti vdivad alkiiiilivad tihendid metiileerida hapnikku suhkur-fosfaadi selgroos, tekitades
metiitilfosfotriestreid (Sedgwick, 2004). Seega on alkiililivad tihendid vdimelised tekitama
suure hulga erinevaid DNA kahjustusi, olles sageli tugevalt tsiitotoksilised vdi mutageensed

(Sedgwick ja Lindahl, 2002).

Alkiitilivaid {ihendeid leidub néiteks Ohus, toidus, vees ja tubakasuitsus, kuid nad
tekivad ka taimse materjali kddunemisel ja biomassi pdlemisel (Sedgwick, 2004; Fu jt.,
2012). Alkiitilivad iihendid vdivad tekkida ka endogeenselt nii prokariiootses kui ka
eiikariiootses rakus metabolismi korvalsaadustena. Uheks selliseks iihendiks on niiteks S-
adenosiitilmetioniin (S-Adenosyl methionine, SAM). Igapdevaselt kasutatakse alkiiiilivaid
tthendeid véhivastases kemoteraapias (Sedgwick jt., 2007). Olenevalt
reaktsioonimehhanismist on alkiiiilivad ained jagatud kahte rithma: Syx1 ja Sn2 tiilipi ained.
Sn1 tiitipi ained alkiiiilivad nukleiinhapetes nii hapniku kui ka lammastiku aatomeid, Sn2
tiitipi ained alkiiiilivad pohiliselt 1dmmastiku aatomeid (Krwawicz jt., 2007). Enamlevinud
laboris kasutatavaid Sy1 reaktsioonimehhanismi jérgi reageerivaid aineid on N-metiiiil-N"-
nitro-N-nitrosoguanidiin (MNNG) ja N-metiiiilnitrosouurea (MNU). Levinuimad SN2 tiilipi
tthendid on metiililmetaansulfonaat (MMS), dimetiiiilsulfonaat (DMS) ja metiiiiljodiid (Mel)
(Sedgwick ja Lindahl, 2002). S\2 tiitipi alkiiiilivad ained modifitseerivad peamiselt puriini ja
plirimidiini rdngas olevaid ldmmastiku aatomeid, Sy1 tiiiipi iithendid aga on vdimelised
alkiitilima nii 1dmmastiku kui ka rongaviliseid hapniku aatomeid DNA-s (Sedgwick ja
Lindahl, 2002). Eraldi grupp alkiiiilivaid Sx1 tiiiipi ihendeid on veel kloroetiileerivad ained,
millede alkiiiilgrupiga on seotud lisaks ka kloori molekul (Fu jt., 2012).

Lisaks voib alkiiiilivaid aineid jagada reaktiivsete alkiililgruppide arvu jérgi
monofunktsionaalseteks ja bifunktsionaalseteks. Monofunktsionaalsetel iihenditel on iiks
reaktiivne alkiililgrupp ja nad on voimelised modifitseerima iiht kohta DNA ldmmastikaluses,
samas kui bifunktsionaalsetel iihenditel on kaks reaktiivset alkiiiilgruppi, millega nad on
voimelised muutma kahte ldhestikku asuvat DNA ldmmastikalust, soodustades sellega

ahelatevaheliste ristsidemete teket (Fu jt., 2012).



1.1.2. DNA alkutulkahjustused

DNA metiilatsiooniga on rakus reguleeritud mitmed erinevad protsessid. Naiteks
eristatakse bakteris Escherichia coli DNA paardumisvigade reparatsioonisiisteemis (mismatch
repair, MMR) DNA metiilatsiooni jargi vana DNA ahelat dsjasiinteesitud ahelast (uus ahel on
veel metiileerimata). Samuti on bakterite DNA-s restriktsioonisaidid metiileeritud selleks, et
restriktaasid raku enda DNA-d dra ei degradeeriks. Metiilatsiooniga reguleeritakse veel
transkriptsiooni ja replikatsiooni initsiatsiooni, metiilatsioon mdjutab DNA-valgu
interaktsioone ja lisaks tagab DNA termodiinaamilise stabiilsuse (Jeltsch, 2002; Kumar ja
Rao, 2012). Rakus aset leidev loomulik metiilatsioon on kiill eluliselt vajalik protsess, kuid
erineb keemilisest metiileerimisest, mida teevad alkiiiilivad ained ja mis pohjustavad DNA-s

mutatsioonide teket (Jeltsch, 2002).

Alkiitilkahjustused voivad olla nii tsiitotoksilised kui ka mutageensed (Sedgwick ja
Lindahl, 2002). Alkiiiilivate ainete tekitatud kahjustuste muster soltub alkiiiiliva aine
reaktiivsete gruppide arvust (mono- ja bifunktsionaalsed), alkiiiilreaktsiooni tiilibist (Sx1 ja
Sx2 reaktsioonimehhanismi jérgi reageerivad ained), alkiiiilgrupi tiitibist (metiiiil-, etiitil-,
kloroetiiiil grupp jne) ja DNA substraadist (iihe- v3i kaheahelaline DNA) (Fu jt., 2012).

Pdhilised alkiiiilkahjustused kaheahelalises DNA-s on N'-metiiiilguaniin (N'-meG)
(60-80% kdikidest alkiitilkahjustustest), N>-metiiiiladeniin (M -meA) (10-20% koikidest
alkiiiilkahjustustest) ja O°-metiiiilguaniin (O°-meG) (joonis 1) (Sedgwick ja Lindahl, 2002; Fu
jt., 2012). Uksikahelalises DNA-s tekivad sagedamini N'-metiiiiladeniin (N'-meA) ja N°-
metiiiiltsiitosiin  (V-meC) (Sedgwick ja Lindahl, 2002). Kaksikahelalises DNA-s
viimatinimetatud kahjustusi viga palju ei teki, kuna reageerida vdivad kohad DNA
lammastikalustes on seotud DNA aluste paardumisega ning seetdttu kahjustuste eest kaitstud
(Sedgwick 2004). Siiski voivad adeniini esimese positsiooni ja tsiitosiini kolmanda
positsiooni lammastiku aatom ka kaksikahelalises DNA-s kahjustatud saada replikatsiooni,
transkriptsiooni ja rekombinatsiooni ajal, mil DNA on ajutiselt itheahelaline (Fu jt., 2012). N'-
meG kahjustust tekib nii suure sagedusega seepérast, et N’ positsioonis guaniin DNA-s on
nukleofiilselt vdga reaktiivne ja seega enamustele monofunktsionaalsetele alkiitilivatele
tthenditele atraktiivne (Fu jt., 2012).

N'-meG kahjustus ise on suhteliselt ohutu, ta ei ole ei tsiitotoksiline ega ka
mutageenne (Fu jt., 2012). N'-meA, N°-meA, N-meG ja N-meC aga peatavad DNA
replikatsiooni ja on seega védga tsiitotoksilised (Sedgwick ja Lindahl, 2002; Fu jt., 2012).

Samas leidub ka alkiiiilkahjustusi, mis DNA replikatsiooni peatumist ei pdhjusta, ent



tekitavad valepaardumisi, olles seega vdga mutageensed. Bioloogiliselt olulised on seega
niiteks O*-metiiiiltimiin (O*-meT) (joonis 1) ja O°-meG (Sedgwick ja Lindahl, 2002). O°-
meG valepaardumine tiimiiniga pdhjustab GC>AT transitsioone (Sedgwick, 2004). O*-meT
pOhjustab peamiselt AT>GC transitsioone (Preston jt., 1986).

Lisaks on niidatud, et keskkonnas leiduvad mutageenid 1,2-dimetiitilhiidrasiin, tert-
butiiiilhiidroperoksiidaas ja diasokinoon tekitavad metiiiilradikaale, mis omakorda reageerivad
guaniiniga DNA-s, mille tulemusena moodustub 8-metiililguaniin (Sedgwick ja Lindahl,
2002).

Kloroetiileerivad iihendid pdhjustavad O°-kloroetiiiilguaniini (O°-Cl-etiiiilG) teket, mis
on voOimeline keemilise imberkorralduse kéigus reageerima ldheduses oleva tsiitosiiniga,
pOhjustates nii guaniin-tsiitosiin ristsideme teket, mis omakorda peatab DNA replikatsiooni ja

on seetottu tsiitotoksiline (Fu jt., 2012).
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Joonis 1. DNA alktulkahjustuste struktuurid. Muudetud kujul artiklist Shrivastav jt., 2010.
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1.1.3. Raku vastus DNA kahjustustele

Genoomne DNA on pidevalt eksponeeritud erinevatele DNA kahjustusi tekitavatele
kemikaalidele (nii ekso- kui endogeensetele) ja kiirgusele. Kui DNA kahjustusi dra ei
parandata, kinnistuvad nad jargmise replikatsioonitsiikli kdigus mutatsioonidena (Krwawicz
jt., 2007). Mutatsioonide véltimiseks on rakkudes vélja kujunenud mitmeid erinevaid

reparatsioonisiisteeme. Jargnevalt vaatleme pohilisi DNA reparatsioonisiisteeme.

Reparatsioonisiisteeme voib jagada kahte klassi: esimesse klassi kuuluvad
reparatsioonisiisteemid eemaldavad otseselt DNA kahjustusi, teise klassi kuuluvad aga
reparatsioonisiisteemid, mis eemaldavad esmalt kogu kahjustatud ala voi lammastikaluse ja
seejarel siinteesitakse uus DNA fragment. Otseselt parandavad DNA-d néiteks
metiiiiltransferaasid ja fotoliiaasid. Fotoliiaasid eemaldavad ultraviolett-kiirgusest tekitatud
tsiitosiini ja tlimiini dimeere. (Posnick ja Samson, 2001). Metiiiiltransferaasid eemaldavad
alkiitilkahjustusi, kandes kahjustuselt alkiililgrupi enda aktiivtsentrisse, ise seejérel
inaktiveerudes ja taastades nii normaalse DNA ldmmastikaluse (Sedgwick, 2004).

Teise  reparatsioonisiisteemide  klassi  kuuluv ~ ldmmastikaluse  viljaloike
reparatsioonisiisteem (base excision repair, BER) tegeleb mitmete erinevate kahjustustega:
oksiidatiivsed DNA kahjustused, alkiililkahjustused ja deaminatsioon (Zharkov, 2008). DNA
paardumisvigade reparatsioonisiisteem eemaldab replikatsioonil tekkinud valepaardumisi,
monenukleotiidilisi insertsioone ja deletsioone, mis pole DNA replikatsiooni ajal replikatiivse
DNA poliimeraasi eksonukleaasse 3' — 5' suunalise aktiivsuse abil dra parandatud (Modrich ja
Lahue, 1996). Lisaks takistab MMR homeoloogilise rekombinatsiooni toimumist, takistades
nii voOor-DNA liilitumist bakteri genoomi (Kunkel ja Erie, 2005). Nukleotiidi viljaldike
reparatsioon (nucleotide excision repair, NER) eemaldab suuri DNA kahjustusi, mis
pohjustavad DNA konformatsioonilisi muutusi (van Hoffen jt., 2003). Prokariiootides
eemaldab NER 12-13 nukleotiidi pikkuseid ja eiikariiootides 24-32 nukleotiidi pikkuseid
DNA 16ike (Reardon ja Sancar, 2005).

Uhe-ja  kaheahelaliste ~ katkete  parandamiseks  kasutatakse = homoloogilist
rekombinatsiooni. = Homoloogiline = rekombinatsioon  on  konserveerunud  DNA
reparatsioonimehhanism koikides elusorganismides, mille kdigus toimub sarnaste voi
identsete DNA piirkondade vahetus DNA molekulide vahel, kus matriitsina kasutatakse
kahjustamata DNA molekuli (Lanka ja Pansegrau, 1999; Nowosielska, 2007). Lisaks on
homoloogiline rekombinatsioon oluline ka lagunenud replikatsioonikahvlite taastamisel

(Ivanci¢-Bace jt., 2002).
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Samuti on bakteritel olemas vigaderohked DNA poliimeraasid, mis on vdimelised
siinteesima iile DNA kahjustuste, ent teevad seda vigaderohkelt (Yang, 2003). Kahjustuste
iletamine on voimalik, kuna vigaderohketel DNA poliimeraasidel puudub 3' — 5' suunaline
eksonukleaasne vigu korrigeeriv aktiivsus ning aktiivtsentri struktuur vdimaldab mahutada
kahjustatud nukleotiide (Nohmi, 2006; Bjedov jt., 2007). Tdnu vigaderohketele DNA
poliimeraasidele replikatsioon ei peatu kahjustuste korral, vaid viiakse 16puni (Bjedov jt.,

2007). Jargmistes peatiikkides kirjeldan tdpsemalt eespool mainitud DNA reparatsiooniradu.

1.2. DNA reparatsioon bakterites

1.2.1. DNA paardumisvigade reparatsioonisisteem (MMR)

DNA paardumisvigade reparatsioonisiisteem (mismatch repair, MMR) on véga laialt
levinud reparatsioonisiisteem, esinedes kdikides elusorganismides (Jun jt., 2006). MMR-il on
vaga oluline roll genoomi stabiilsuse séilitamisel, kuna see reparatsioonisiisteem eemaldab nii
replikatsiooni kdigus tekkinud valepaardumisi kui ka monenukleotiidilisi insertsioone ja
deletsioone (Modrich ja Lahue, 1996; Jun jt., 2006). Lisaks takistab MMR homeoloogilist
rekombinatsiooni, véltides seetdttu voor-DNA liilitamist bakteri genoomi (Kunkel ja Erie,

2005).

Bakteris E. coli osalevad MMR rajas valgud MutS, MutL, MutH ja UvrD.
Reparatsioonirada algab MutS valgu seondumisega kahjustatud DNA-le (Jun jt., 2006). Parast
MutS valgu seondumist DNA kahjustusele seondub MutS-iga MutL valk, mis initsieerib
MutH endonukleaasse aktiivsuse (Kunkel ja Erie, 2005). MutH on tiilip II restriktsiooniline
endonukleaas, mis teeb iiheahelalise 10ike DNA GATC jérjestusse valepaardumisest 3' voi 5'
suunas (Jun jt., 2006). Asjasiinteesitud DNA ahel tuntakse ira DNA metiilatsiooni jirgi.
Nimelt on virskelt siinteesitud DNA ahel veel metiileerimata (Modrich ja Lahue, 1996).
MutH valgu tekitatud 18ige on signaaliks UvrD valgule. UvrD on DNA helikaas II, mis keerab
valepaardumist sisaldava ahela lahti ning seejédrel degradeerib ahela mdni 3' v4i 5' suunalistest
eksonukleaasidest. Tekkinud tiksikahelalise regiooni siinteesib tdis DNA poliimeraas III ja

DNA ahelate otsad ihendab DNA ligaas (Kunkel ja Erie, 2005; Jun jt., 2006).
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1.2.2. Nukleotiidi valjaldike reparatsiooniststeem (NER)

Nukleotiidi véljaldoike reparatsioon (nucleotide excision repair, NER) on {ks
olulisemaid DNA reparatsioonisiisteeme, mis parandab erinevat tiilipi DNA kahjustusi, mida
on tekitanud mitmed erinevad kemikaalid ja kiirgus (Reardon ja Sancar, 2005). NER
eemaldab suuri, DNA konformatsiooni muutvaid kahjustusi (van Hoffen jt., 2003).
Prokartiootides eemaldab NER 12-13 nukleotiidi pikkuseid DNA alasid ja eukariiootides 24-
32 nukleotiidi pikkuseid DNA kahjustust sisaldavaid 16ike (Reardon ja Sancar, 2005). NER

koosneb viiest pohilisest etapist:

1. DNA kahjustuse dratundmine
tiksikahelalise 16ike tegemine kahjustatud ala mdlemale poole
kahjustust sisaldava iiksikahelalise DNA fragmendi eemaldamine

véljaldigatud ala uuesti tdissiinteesimine

A

vana DNA ahela ja uuesti silinteesitud fragmendi otste ligeerimine (van Hoffen, 2003).
Bakteris E. coli algab NER kahjustuse dratundmisega. ATP-soltuva reaktsiooni kdigus
moodustub UvrA,B heterotrimeer, mille iilesandeks ongi kahjustuse detekteerimine. Kui
kahjustus on identifitseeritud, siis UvrA dimeer aitab UvrB-l tugevalt kahjustatud kohale
seonduda ja seejirel eemaldub ise UvrB-st. Jiargnevalt seondub DNA-seoselisele UvrB
valgule UvrC valk. Kui UvrC on seondunud, teeb UvrC DNA {ihte ahelasse kahjustusest 3' ja
5’suunda 16iked ning seejirel eemaldab UvrD (helikaas IT) kahjustust sisaldava DNA 16igu,
jattes muidu kaksikahelalisse DNA-sse iiksikahelalise tiihimiku. Tithimiku siinteesib tiis
DNA poliimeraas I ja uuesti siinteesitud DNA ahela otsad tihendab vana DNA-ga DNA ligaas
(Petit ja Sancar 1998; Posnick ja Samson, 2001; Grossman ja Kovalsky, 2001; Reardon ja
Sancar, 2005).

NER-il on kaks alarada: globaalne genoomi reparatsioon (global genome repair,
GGR) (kirjeldatud eelnevalt) ja aktiivsele transkriptsioonile spetsialiseerunud rada
(transcription-coupled repair, TCR). TCR rada eksisteerib etikartiootides ja bakterites, kuid
mitte arhedes (Deaconescu jt., 2012). TCR on védga oluline transkriptsiooni peatumist
pohjustavate kahjustuste eemaldamisel, kuna sellised kahjustused on letaalsed (van Hoffen jt.,
2003). Koik valgud, mis osalevad globaalses NER rajas, osalevad ka TCR-is (Savery, 2007).
Lisaks osaleb TCR rajas valk Mfd (tuntud ka kui TRCF- Transcription Repair Coupling
Factor, mfd geeni produkt), mis on vdga konserveerunud bakteriaalne valk. Mfd iilesandeks
on dra tunda DNA kahjustuse tottu seiskunud RNA poliimeraas ja eemaldada see DNA-It
(Sirvastava ja Darst, 2011). TCR parandab kahjustusi, mis takistavad RNA pollimeraasi t66d
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transkriptsiooni elongatsioonifaasi ajal. Transkriptsiooni ajal on DNA ahelad {iksteisest
lahutatud. Transkribeeritakse vaid iihte ahelat, mis 1dbib RNA poliimeraasi aktiivtsentri ning
kui sinna peaks sattuma suuremahuline v3i mittekodeeriv kahjustus, siis RNA poliimeraas
peatub ja kutsutakse esile TCR (Savery, 2007). Kui RNA poliimeraas detekteerib DNA
kahjustuse, liigub ta nukleotiidi vOrra tagasi ja temaga seondub Mfd valk, mis eemaldab RNA
poliimeraasi DNA-It (Deaconescu jt., 2012). Mfd interakteerub UvrA valguga. Niilid on
voimalik UvrA,;B kompleksil DNA kahjustusega seonduda (eelnevalt kaitses kahjustust RNA
poliimeraas). Kui UvrA,;B kompleks on DNA-ga seondunud, siis UvrA dimeer eemaldub ja
UvrB-DNA kompleksiga seondub UvrC valk. Seejirel tehakse 18ige modlemale poole
kahjustatud regiooni, kahjustust sisaldava iiheahelalise DNA 16igu eemaldab UvrD helikaas ja
uue fragmendi siinteesib DNA poliimeraas I ning DNA ahelate otsad ithendab DNA ligaas
(Roberts ja Park 2004; Savery, 2007; Deaconescu jt., 2012).

Monedes bakterites nagu nditeks Xanthomonas axanopodis (Shen jt., 2007),
Deinococcus radiodurans (White jt., 1999) ja ka P. putidas (Tark jt., 2008) on lisaks leitud
veel valk UvrA2, mille tipne funktsioon on teadmata, ent oletatakse, et ta vdoib mdjutada
UvrBC endonukleaasi kompleksi seondumist DNA-ga (Tark jt., 2008). Bakteris D.
radiodurans osaleb UvrA2 kahjustatud DNA rakust vilja eksportimisel (White jt., 1999).

1.2.3. LAmmastikaluste valjaldike reparatsioon (BER)

Lammastikaluste véljaldike reparatsioonisiisteem (base excision repair, BER) on
samuti iiks oluline DNA reparatsioonirada, mis tegeleb mitmete erinevate kahjustustega:
oksiidatiivsed DNA kahjustused, alkiiiilkahjustused ja deaminatsioon (Kairpun ja Scott, 2007;
Zharkov, 2008). BER raja ensiitime on leitud koikidest elusorganismidest bakterist inimeseni
(Posnick ja Samson, 2001). BER raja algatavad DNA gliikosiilaasid, ensiiiimid, mis
tunnevad dra spetsiifilise kahjustatud DNA aluse ja eemaldavad selle (Fromme jt., 2004).
Gliikostilaasid hiidroliiiisivad N-gliikkosiidsideme kahjustatud DNA aluse ja suhkrufosfaadi
selgroo vahelt (Posnick ja Samson, 2001). Eemaldatud 1dmmastikaluse kohale jddb AP koht
(ilma lammastikaluseta koht, apuriinne/apiirimidiinne koht). AP kohta protsessivad edasi AP
endonukleaasid, mis lagundavad 5' fosfodiestersideme AP kohas, et alles jadks 3'-OH ja 5'-
deokstiriboos fosfaat (5' blokeeritud ots). Lopuks siinteesib tithimiku tdis DNA poliimeraas I
ja otsad ihendab DNA ligaas (Zharkov, 2008; Kanamitsu ja Ikeda, 2010).

BER v0ib parandada palju erinevaid kahjustatud DNA ldmmastikaluseid. Kuid
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protsessis ei osale mitte iiks, vaid mitmed erinevad DNA gliikosiilaasid, mis koik on
voimelised eemaldama erinevat tiilipi kahjustusi. Néiteks uratsiil DNA gliikosiilaasid
eemaldavad uratsiili, mis on asendanud tsiitosiini. 3'-metiililadeniin DNA gliikosiilaasid
eemaldavad aga alkiileeritud aluseid nagu 3-metiiiiladeniini, mida metiililtransferaasid ei
paranda (Posnick ja Samson, 2001).

BER-il on kaks alternatiivset rada: lithikese ulatusega BER (short-patch BER, SP-
BER), mis asendab iihe nukleotiidi ja pika ulatusega BER (long-patch BER, LP-BER), mille
kdigus asendatakse mitu nukleotiidi (vihemalt 2, tihti 6-13 nukleotiidi asendus) (Krwawicz

it., 2007).

1.2.4. GO reparatsioon

Aeroobsetes bakterites tekib hingamisahela reaktsioonide ja oksiidatsiooniprotsesside
kdigus tihti reaktiivseid hapnikuiihendeid (Messner ja Imlay, 2002), mis pohjustavad
oksiidatiivseid DNA kahjustusi (Imlay, 2003). Nendeks on niiteks vesinikperoksiid H,O,,
superoksiidradikaal 'O, ja hiidroksiiilradikaal OH (Messner ja Imlay, 2002). Nad
kahjustavad ldmmastikaluseid ja suhkrujdike, tekitavad AP kohti, iihe-ja kaheahelalisi DNA
katkeid ning DNA-valk ristsidemeid (David-Cordonnier jt., 2000; Dizdaroglu, 2005). Uks
sagedasemaid oksiidatiivseid DNA kahjustusi on 7,8-dihiidro-8-oksiiguaniin (8-oksii-G voi

GO) (Mazurek jt., 2002).

Kuna 8-oksii-G on enimesinev oksiidatiivne DNA kahjustus, siis hakati seda
kahjustust eemaldavaid BER gliikosiilaase kisitlema eraldi GO reparatsioonisiisteemina
(Michaels ja Miller, 1992). Bakteris E. coli koosneb GO reparatsioonisiisteem valkudest
MutY, MutM ja MutT (Michaels jt., 1992). MutM eemaldab DNA ahelast 8-oksii-G (Tchou
jt., 1993). MutY eemaldab DNA-st nii guaniiniga kui ka 8-oksii-G-ga paardunud adeniini
(Fromme jt., 2004) ja MutT hiidroliiiisib 8-oksii-G-dGTP-d (Maki ja Sekiguchi, 1992).
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1.2.5. Homoloogiline rekombinatsioon

Homoloogiline rekombinatsioon on konserveerunud DNA reparatsioonimehhanism
koikides elusorganismides, mille kdigus toimub sarnaste voi identsete DNA piirkondade
vahetus DNA molekulide vahel. See on iildiselt tdpne mehhanism, kuna reparatsioonis
kasutatakse matriitsina kahjustamata homoloogilist DNA molekuli. Bakteris E. coli
parandatakse homoloogilise rekombinatsiooniga nii iiksik- kui ka kaksikahelalisi DNA
katkeid, mis on tekkinud kas normaalsete rakus toimuvate protsesside kdigus voi mille on
pohjustanud raku véliskeskkonnast parit kemikaalid (Lanka ja Pansegrau, 1999; Nowosielska,
2007). Bakterites voimaldab homoloogiline rekombinatsioon voor-DNA inserteerumist, mis
on sattunud rakku transformatsiooni vOi1 konjugatsiooni kidigus, aidates nii kaasa
horisontaalsele geeniiilekandele (Rocha jt., 2005). Lisaks on homoloogiline rekombinatsioon
oluline ka lagunenud replikatsioonikahvlite taastamisel ja populatsiooni geneetilise

varieeruvuse tagamisel (Ivanci¢-Bace jt., 2002).

Homoloogiline rekombinatsioon koosneb kolmest etapist, mis on iihetaoline nii
prokartiootidel kui ka eukariiootidel: esimene etapp on presiinaps, mille kéigus tekitatakse
tiksikahelaline tiihimik ning mille tulemusel on DNA valmis rekombinatsiooniks. Teises
etapis ehk siinapsis, toimub fiilisiline kontakt rekombinatsioonilise substraadi ja matriits-DNA
vahel. Kolmandas etapis ehk postsiinapsis lahutatakse rekombinatsioonilised vahevormid
tiksteisest (Kowalczykowski jt., 1994; Nowosielska, 2007).

Homoloogilise rekombinatsiooni initsiatsioonile vOib bakteris E. coli jérgneda
RecBCD vdi RecFOR rada. Mdlema raja eesmérk on luua RecA molekulidega kaetud ssDNA
selleks, et oleks voimalik homoloogilise DNA molekuli invasioon (Rocha jt., 2005). RecA
valgul on DNA-soltuv ATPaasne aktiivsus, ssDNA ja dsDNA seondumisaktiivsus,
homoloogse DNA paardumisaktiivsus ja ahelate vahetamise aktiivsus (Nowosielska, 2007).
RecBCD osaleb kaheahelaliste DNA katkete parandamisel ja RecFOR {iheahelaliste katkete
parandamisel (Rocha jt., 2005). RecBCD raja valk RecB on nukleaas ja 3'-5' helikaas. RecD-1
on samuti helikaasne aktiivsus ja ta keerab dsDNA lahti (kiill aga 5'-3' suunas). RecC
tilesandeks on DNA-d skaneerida ja dra tunda Chi jérjestus: 5'-GCTGGTGG-3' (crossover
hotspot instigator) (Nowosielska, 2007). RecBCD seondub dsDNA-le, keerab ahelad lahti,
lagundab DNA-d kuni Chi saidini (Kowalczykowski, 2000). Seejérel toodetakse ssDNA,
mille 3' otsa lactakse RecA valk. RecA leiab homoloogse jarjestuse ja toimub DNA ahelate
vahetus ning tekib Holliday struktuur. Holliday struktuur liigub mddéda homoloogset

piirkonda ja selle I1dppedes lagundab Holliday struktuuri RuvC valk (Nowosielska, 2007).
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RecFOR rada on vastutav iiheahelaliste katkete parandamise eest ja koosneb valkudest
RecF, RecO, RecR, Recl ja RecQ. Kui iiksikahelaline katke on tekkinud, siis RecQ ja Rec]
alustavad ahelate lahtikeeramist ja 10huvad iihe ahela. Seejirel seondub RecFOR valkude
kompleks, mis laeb RecA valgu ning edasi ldheb protsess edasi analoogselt RecBCD rajale

(Nowosielska, 2007).

1.3. DNA alkuulkahjustuste reparatsioon

Alkiiiilivad iihendid kahjustavad DNA-s hapniku ja ldmmastiku aatomeid, pShjustades
laia spektri erinevaid alkiiiilkahjustusi (Sedgwick ja Lindahl, 2002). Osa kahjustusi on
suhteliselt kahjutud, samas kui mdned peatavad replikatsiooni ja on seega tsiitotoksilised.
Koik alkiiiilkahjustused kiill replikatsiooni peatumist ei pohjusta, ent tekitavad siiski
valepaardumisi, olles seega vdga mutageensed (Sedgwick ja Lindahl, 2002; Fu jt., 2012).
Selleks, et normaalne raku elutegevus saaks jdtkuda, on oluline alkiiiilkahjustuste

reparatsioon.

DNA alkiitilkahjustuste eemaldamiseks on neli vdimalikku rada. Esiteks
metiiiiltransferaasid ja oksiidatiivsed demetiilaasid, mis vdivad kahjustusi parandada otseselt.
Teiseks voivad kahjustatud lammastikaluste eemaldamisel osaleda BER raja gliikostilaasid.
Kolmas voimalus on kahjustatud nukleotiid eemaldada MMR reparatsioonisiisteemiga
(Nieminuszczy ja Grzesiuk, 2007). Neljas vdimalus alkiililkahjustuste kdrvaldamiseks on
NER reparatsioonirada, kus osaleb ka alkiiiiltransferaasi sarnane valk (ATL) (Tubbs ja Tainer,
2010; Onodera jt., 2010).

Metiiiiltransferaasid on valgud, mis kannavad alkiiiilkahjustatud ldmmastikaluselt
alkiitilgrupi endale, muutudes nii ise inaktiivseks. Metiililtransferaase on leitud kdikidest
elusorganismidest bakterist inimeseni (Posnick ja Samson, 2001). Bakteris E. coli on kaks
DNA metiiiiltransferaasi: Ada ja Ogt (Shrivastav jt., 2010). Ada valk kannab metiitilgrupi otse
oma sisemisele tsiisteiini jaégile, ise seejirel pddrdumatult inaktiveerudes (Sedgwick, 2004).
Igale Ada valgu molekulile on vdimalik kanda iiks metiiiilgrupp. Ada valk parandab O°-meG
ja O*-meT kahjustusi ning hoiab dra G:C>A:T ja A:T>G:C transitsioone (Kleibl, 2002;
Shrivastav jt., 2010). Ada valgu hulk E. coli rakus on vastavalt kahjustuste hulgale ~1-3000
molekuli. Bakteris E. coli on ka teine metiililtransferaas, konstitutiivselt ekspresseeritav Ogt
valk, mis eelistatult parandab O*-meT ja vihemal méiral O°-meG kahjustusi. Ogt valku on

rakus pidevalt ~30 molekuli (Shrivastav jt., 2010).
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Ada valgul on ka vOtmeroll adaptatiivse vastuse kujunemises, toimides lisaks
reparatsiooniensiitimile ka kui ada, alkB, alkA ja aidB geenide transkriptsiooni aktivaator
(Shrivastav jt., 2010). Ada valk voib ldbi teha konformatsioonilise muutuse ja seonduda
spetsiifiliselt eelpool nimetatud geenide promootoritele (Kleibl, 2002; Sedgwick, 2004).
Alktiilivate ainete kontsentratsioon keskkonnas kdigub ning selleks, et hoida rakku stabiilselt
nende ainete suhtes resistentsena, ongi bakterites vilja kujunenud adaptatiivne vastus
(Sedgwick ja Lindahl, 2002).

Teistest ada reguloni kuuluvatest valkudest on valk AlkB a-ketoglutaraat-Fe(II)-soltuv
dioksiigenaas, mis parandab iiheahelalises DNA-s N'-meA ja N*-meC kahjustusi oksiidatiivse
demetiilatsiooni kaudu (Sedgwick ja Lindahl, 2002). Bakteris E. coli on ka kaks BER raja
DNA gliikosiilaasi, mis alkiiiilkahjustusi parandavad: need on Tag (N’-metiiiiladeniin DNA
gliikosiilaas I) ja AIkA (N’-metiiiiladeniin DNA gliikosiilaas II). Tag on viga kitsa
substraadispetsiifikaga, parandades ainult N’-meA ja N°-meG kahjustusi. Seevastu AIKA
eemaldab lisaks N°-meA ja N>-meG kahjustustele ka N'-meG, N'-meA, O*-alkiiiilpiirimidiin-,
hiipoksantiin-, 1-N°-eteenadeniin- ja 5-formiiiiluratsiil-kahjustusi (Krokan jt., 1997). Tag
valku ekspresseeritakse konstitutiivselt, seevastu AlkA valku aga ekspresseeritakse siis, kui
rakus suureneb alkiiiilivate ainete kontsentratsioon, ehk osana adaptiivsest vastusest (Grzesiuk
jt., 2001). Neljandast ada reguloni valgust AidB ei ole vdga palju teada. Ta on
valgujérjestuselt sarnane atsetiilil-koenstiim A dehiidrogenaasiga (Bowles jt., 2008). AidB
valk seondub kaheahelalisele DNA-Ie ja on vdimeline siduma alkiiiilivaid tihendeid, kaitstes
nii DNA-d. AidB valgu voimalikeks substraatideks on MMS ja MNNG (Hamill jt., 2012).

Alkiitilkahjustuste reparatsioonil osaleb ka alkiitiltransferaasi sarnane valk (ATL), mis
seondub alkiitilkahjustusele, eksponeerib kahjustust NER raja ensiiiimidele, mispeale NER

alkiitilkahjustuse eemaldab (Tubbs ja Tainer, 2010; Onodera jt., 2010).

1.3.1. Alkuultransferaasi sarnane valk (ATL)

Bakteris E. coli parandavad DNA  OP-alkiiiilguaniin  kahjustusi enamasti
alkiitiltransferaasid Ada ja Ogt (Tubbs ja Tainer, 2010). 2003 aastal avastasid Marginson ja
tema kaastootajad prokartiootidest ja ainuraksetest elikartiootidest uue valgu, mis on
alkiitiltransferaaside homoloog. See on alkiiiiltransferaasi sarnane valk (alkyltransferase-like
protein, ATL) (Marginson jt., 2003). ATL valgu kataliiiitilise domédéni jdrjestus sarnaneb
alkiitiltransferaasi omaga (Marginson jt., 2007). ATL eksisteerib koos alkiiiiltransferaasidega

mitmetes organismides, kuid paljudest organismidest ei ole ATL valku leitud (Marginson jt.,
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2007). Enamik teadaolevatest ATL valkudest on parit bakteritest (Tubbs ja Tainer, 2010). ATL
valke on leitud ka moningates seentes (Pearson jt., 2006) ja arhedes (Tubbs jt., 2009).
Korgematest eiikariiootidest ja taimedest ATL valke ei ole leitud (Marginson jt., 2007).

ATL on kiill vdga sarnane alkiiiiltransferaasidega, kuid tal on siiski olulisi erinevusi.
Niiteks puudub ATL valgul alkiiiiltransferaasidele omane C-terminuses asuv reaktiivne
tsiisteiini jadk, selle asemel on tal kas triiptofaan voi alaniin (Reifner jt., 2009). Seega puudub
tal ka alkiitiltransferaasne aktiivsus, mida on nédidatud nii parmis Schizosaccharomyces pombe
(Atll) (Pearson jt., 2006), bakteris E. coli (eAtl, tuntud ka kui YbaZ) (Pearson jt., 2005) kui
ka bakteris Thermus thermophilus (TTHA1564) (Morita jt., 2008). Triiptofaani voi alaniini
asendamine tsiisteiiniga ei taasta alkiiiiltransferaasset aktiivsust (Reifner jt., 2009). Lisaks
sellele, et tal puudub alkiiiiltransferaasne aktiivsus, on bakteris E. coli ndidatud, et tal ei ole
alternatiivina ka ei gliikosiilaasset, demetiilaasset ega ka endonukleaasset aktiivsust (Pearson
jt., 2005). Kuigi ATL valgul kataliititilist aktiivsust ei ole, seondub ta siiski spetsiifiliselt
alkiileeritud DNA-le, inhibeerides nii podrduvalt alkiiiiltransferaasi t66d DNA reparatsioonil.
ATL geeni inaktivatsioon suurendab tundlikkust alkiiiilivatele ainetele, millest voib jireldada,
et ta kaitseb siiski rakku alkiililkahjustuste eest, olgugi, et tal puudub igasugune kataliiiitiline
aktiivsus (Reifner jt., 2009). Tekib kiisimus, et kuidas saab kataliiiitiliselt inaktiivne valk
parandada DNA-d? On joutud jéreldusele, et ATL annab kahjustusest mérku ja tal on oma osa
NER rajas. Oletatavasti seondub ta DNA alkiiiilkahjustusele ja eksponeerib kahjustust NER
raja ensiilimidele (Tubbs jt., 2009).

ATL valgu struktuuri uuringud on ndidanud, et ATL-il ja alkiitiltransferaasidel on
vigagi identseid funktsionaalseid motiive, kuid ATL valgu DNA kahjustusi siduv avaus on
kolm korda laiem kui alkiiiiltransferaasidel, mis voimaldab mahutada suuremaid kahjustusi
(Tubbs jt., 2009). Lisaks, kui alkiiiiltransferaas seondub DNA-le, siis ta painutab seda 30
kraadi, ATL aga painutab DNA-d seondumisel 45 kraadi (joonis 2) (Tubbs jt., 2009)

Bakteris E. coli on olemas nii alkiiiiltransferaaside kui ka ATL geenid. S. pombe-1, D.
radiodurans-il ja T. thermophilus-el aga alkiiiiltransferaaside geene ei ole, ent on ATL geenid
(Onodera jt., 2010). ATL valgud seonduvad spetsiifiliselt O°-alkiiiilguaniiniga (Tubbs ja
Tainer, 2010). Atll seondub ssDNA-le, mis sisaldab 06-metﬁﬁlguaniini, 06-bensﬁiilguaniini,
0°-(4-bromoteniiiil)guaniini vdi O°-hiidroksiiiilguaniini ja dsDNA-le, mis sisaldab O°-
metiitilguaniini v&i O%-4-(3-piiridiiiil)-4-oksobutiiiilguaniini (Tubbs jt., 2009). On niidatud, et
T thermophiluse ATL valk (TTHA1564) interakteerub in vitro UvrA valguga, mis on NER
reparatsiooniraja ensiiim (Morita jt., 2008). Bakteris E. coli on nédidatud eAtl interaktsiooni

nii UvrA kui ka UvrC valkudega (Reifner jt., 2009). Sellest voib jareldada, et ATL valk kditub
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O°-metiiiilguaniin-kahjustuse sensorina ja virbab UvrA valku kahjustust parandama NER
reparatsiooniraja kaudu (Onodera jt., 2010) (joonis 2).

ATL geeni inaktivatsioon suurendab tundlikkust alkiiiilivatele ainetele (ReiPner jt.,
2009). MNNG indutseerib ATL geeni defektses 7. thermophiluse tiives ja ATL UvrA geenide
topeltdefektses tiives G:C>A:T transitsioonide teket, mis kinnitab ATL valgu ja NER

reparatsiooniraja vahelist seost (Onodera jt., 2010).

ATL-vahendatud DNA kahjustuse eemaldamine

Al 0°-alkylG

ICR GGR

ATL seondub alkitiilkahjustatud DNA-le ja painutab DNA ahela 45 kraadise nurga alla

Joonis 2. ATL-vahendatud DNA alkuulkahjustuse eemaldamine. Muudetud kujul artiklist
Tubbs ja Tainer, 2010.
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1.4. Statsionaarse faasi mutagenees

1.4.1. Statsionaarse faasi mutatsioonide tekkemehhanismid

Bakterid peavad pidevalt kohastuma muutuvate keskkonnatingimustega.
Looduskeskkonnas leidub harva tingimusi bakterite piiramatuks kasvuks, mistdttu enamasti
bakterid jagunevad kas véga aeglaselt vOi ei jagune iildse ehk on statsionaarses faasis (Foster,
2007; Kivisaar, 2010). Sellistes kasvu piiravates tingimustes saavutavad edu bakterid, kellel
on tekkinud mutatsioonid, mis vdimaldavad selles keskkonnas ellu jddda ja kasvada.
Mutatsioone, mis vOoimaldavad piiratud tingimustes ellu jadda, nimetatakse adaptatiivseteks

ehk statsionaarse faasi mutatsioonideks (Foster, 1999).

Kuna enamus mutatsioone on kahjulikud, on elusorganismidel vilja kujunenud
mehhanismid, mis hoiavad mutatsioonisageduse nii madalal kui vdimalik. Ajutiselt
suurenenud mutatsioonisagedus voib olla aga kasulik, kuna aitab kohaneda ja ellu jaéda.
Bakterid reageerivad stressirohketele tingimustele, muutes geeniekspressiooni mustreid,
kuniks stress on moodas (Foster, 2005).

Nii bakteris E. coli kui ka teistes bakterites on olemas laiahaardeline ja suure
efektiivsusega vastus DNA kahjustustele, SOS vastus. Kui raku DNA on kahjustatud, tekivad
itheahelalised DNA regioonid. ssDNA tunneb é&ra ja seondub sellega bakteriaalne rekombinaas
RecA, moodustades nukleoproteiinfilament-kompleksi. See kompleks stimuleerib LexA
repressori autoproteoliilisi, mis pdohjustab SOS geenide ekspressiooni, millest paljud
kodeerivad ensiiime, mis stimuleerivad DNA reparatsiooni, rekombinatsiooni ja DNA
stinteesi jatkumist replikatsiooni peatumise korral (Foster, 2005; Wade jt, 2005; Foster, 2007).
Bakteris E. coli on kaks Y-perekonna DNA poliimeraasi, mis on vdimelised siinteesima iile
DNA kahjustuste tdnu 3'-5' suunalise eksonukleaasse vigukorrigeeriva aktiivsuse puudumisele
(Nohmi, 2006). Need on Pol 1V, mida kodeerib geen dinB ja Pol V, mida kodeerib umuDC
operon (Bjedov jt., 2007). Mdlemaid poliimeraase represseerib LexA ja nad on indutseeritud
osana SOS vastusest (Tegova jt., 2004; Foster, 2005).

Kui bakterid jouavad statsionaarsesse kasvufaasi vOi kui on toitainete puudus, siis
indutseeritakse ,,iildine stressivastus®. Seda kontrollib statsionaarse faasi sigma faktor RpoS,
mis on tuntud ka kui o°*. (Hengge-Aronis, 2002; Foster, 2007). RpoS suunab RNA
poliimeraasi statsionaarse faasi rakkudes aktiveeritavatele promootoritele. RpoS regulonis on
iile 100 geeni ja enamus neist kodeerivad valke, mis aitavad mittekasvavatel rakkudel ellu

jaada. RpoS-i peetakse iildise stressivastuse pohiliseks regulaatoriks (Foster, 2005). On teada
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kaks viisi, kuidas RpoS-sdltuv iildine stressivastus suurendab spontaansete mutatsioonide
tekkesagedust stressis rakkudes. Esiteks tostab RpoS Pol IV hulka rakus. Bakteris E. coli
touseb 10 tundi pérast statsionaarsesse faasi minekut Pol IV hulk rakus kolm korda (Layton
jt., 2003; Foster, 2007). Teine viis, kuidas RpoS suurendab spontaansete mutatsioonide
tekkesagedust, on MMR reparatsioonisiisteemi ensiliiimide allasurumine (MutS ja MutH, aga
mitte MutL). Seega MMR to6tab ebaefektiivsemalt ja kuna vead jddvad parandamata, siis
mutatsioonisagedus tduseb (Foster, 2005; Foster, 2007).

E. coli sigma faktor RpoH (¢’ kontrolli alla kuulub umbes 30 geeni, mis
aktiveeritakse ,,kuuma-shoki“ vastuse korral, kui temperatuur touseb iile optimumi voi kui
rakus ei toimu korrektset valkude kokkupakkimist (Foster, 2007). groEL/ES operon, mis
kodeerib molekulaarset chaperoni GroE, on selle reguloni iiks olulisemaid valke. Ta on vajalik
igal temperatuuril ja vastutab valkude voltimise ja konformatsiooni piisimise eest (Foster,
2007). DNA Pol V hulk soltub GroE-st, kuna chaperon interakteerub Pol V subiihikuga ja
kaitseb teda degradatsiooni eest. Jarelikult RpoH aktiveerumisel suureneb Pol V hulk rakus ja
seega suureneb ka mutatsioonisagedus (Layton jt., 2005; Foster, 2007).

Bakterid reageerivad aminohapete puudusele ja iildistele néljatingimustele, surudes
alla stabiilse RNA (rRNA ja tRNA) siinteesi (Foster, 2005). Sellist reageerimist nimetatakse
»poomisvastuseks* (stringet response). Lisaks pirsitakse ka valgusiinteesi ja aktiveeritakse
aminohapete biosiintees (Foster, 2007). Poomisvastust vahendavad guanosiin nukleotiidid
pppGpp ja ppGpp (koos tuntud ka kui (p)ppGpp) (Kanjee jt., 2012). (p)ppGpp reguleerib
transkriptsiooni, seondudes RNA poliimeraasile ja muutes tema transkriptsioonilist aktiivsust.
(p)ppGpp reguleerib ka RpoS-i promootorit ja RpoS-ist soltuvaid geene (Gentry jt., 1993;
Kvint jt., 2000). Jarelikult on ,,iildine stressivastus® ja ,,poomisvastus‘ osaliselt kattuvad ja
koos indutseeritavad (Chang jt., 2002; Traxler jt., 2006). Kuna transkribeeritav DNA on
tiheahelaline ja kahjustuste suhtes tundlikum, siis aminohapete biosiinteesi geenide
transkriptsioon pohjustab mutatsioonide teket (Foster, 2007). ,,Poomisvastuse* indutseerimine
pohjustab DNA replikatsiooni peatumist, oletatavasti selleks, et oodata toitainete piisava
hulga taastumist (Gourse ja Keck, 2007). Erinevates bakterites toimub replikatsiooni
peatamine erinevalt. Bakteris E. coli inhibeerib (p)ppGpp replikatsiooni initsiatsiooni
(Schreiber jt., 1995). Bakteris Bacillus subtilis aga inhibeerib (p)ppGpp DNA replikatsiooni
elongatsiooni (Autret jt., 1999). Lisaks seondub bakteris B. subtilis (p)ppGpp ka RNA
primaasile, inhibeerides tema aktiivsust ja peatades nii replikatsioonikahvli litkkumise. Pérast
pikaajalist DNA replikatsiooni blokeerimist vdib toimuda restart ja kui sellesse on kaasatud

vigaderohked DNA poliimeraasid, siis on see mutatsioonide allikaks (Wang jt., 2007).
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1.4.2. Statsionaarse faasi mutagenees E. coli tives FC40

Statsionaarse faasi mutatsioone on enim uuritud E. coli tiives FC40 (Foster ja
Trimarchi, 1995). Sellel tiivel on kromosomaalne /acZ geen, mis kodeerib -galaktosidaasi ja
voimaldab kasutada siisinikuallikana laktoosi, deleteeritud (Cupples ja Miller, 1988). E. coli
tiives FC40 on F' episoom, mis sisaldab lacl-lacZ liitjarjestust, mille lacl kodeerivasse alasse

on tekitatud +1 raaminihkemutatsioon (Foster ja Trimarchi, 1995).

E. coli tivi FC40 ei ole vOimeline kasutama toiduks laktoosi (Lac’), aga vdime
laktoosi kasutada taastub kergesti (Lac"), kui laktoos on ainus siisinikuiihend energiaallikana.
Seepdrast on FC40 koige populaarsem E. coli tlivi statsionaarse faasi mutatsioonide
tekkemehhanismide uurimiseks. Kaks pdeva piarast FC40 rakkude plaatimist laktoosi
minimaaltassile hakkavad ilmuma Lac" kolooniad konstantsel kiirusel 1 koloonia 10’ raku
kohta pdevas (Foster, 1999). Esimesel kahel pdeval ilmunud kolooniates on mutatsioonid
tekkinud enne rakkude plaatimist kasvavas kultuuris. 90-95% Lac™ revertantidest on aga
mutatsioonid tekkinud péarast plaatimist siisinikunélja tingimustes (Foster ja Trimarchi, 1994).
Lac” mutandid ei teki, kui FC40 rakke inkubeerida ilma siisinikuallikata, kuid ilmuvad kohe
kui nélgivatele rakkudele lisada laktoosi. Seega arvati algul, et lihtsalt nélgimine ei pdhjusta
Lac' revertantide teket, mutatsioonide tekkeks on laktoos hiidavajalik (Cairns ja Foster, 1991).

Mutatsioonid, mis on tekkinud selektsioonitingimustes nélgivates bakterites, erinevad
Lac” mutatsioonidest, mis on tekkinud kasvavates rakkudes mitteselektsiooni tingimustes.
Selektsioonitingimustes tekkinud mutatsioonid on peaaegu koik {ihe aluspaarilised
deletsioonid. Kasvavates rakkudes tekivad aga lisaks deletsioonidele ka duplikatsioonid ja
suuremad raaminihked (Cairns ja Foster, 1991; Rosenberg jt., 1994). Lac" revertantides, mis
on tekkinud laktoosi selektsiooni tingimustes, tekivad mutatsioonid erineva mehhanismi jérgi
kui Lac’ revertantides, mis on tekkinud kasvavates rakkudes. Ensiiiimid RecA, RecBCD ja
RuvABC, mis osalevad rekombinatsioonil kaheahelaliste katkete parandamisel, on vajalikud
Lac™ mutatsioonide tekkeks laktoosi minimaalsédtmetel nilgivates statsionaarse faasi
rakkudes, kuid mitte kasvamise ajal (Cairns ja Foster, 1991; Foster, 1993; Foster jt., 1996;
Harris jt., 1994; Harris jt., 1996). Selleks, et tekiksid Lac' revertandid FC40 tiives, peab lac
alleel olema episoomis. Kui lac alleel on oma algses kohas kromosoomis, siis Lac"
revertantide tekkesagedus langeb 100 korda ja ei sdltu enam rekombinatsiooni funktsioonist
(Foster ja Trimarchi, 1995; Radicella jt., 1995). Lac" revertantide tekkeks on vajalik ka
episoomi konjugatsiooni funktsioonid. Kui konjugatsiooni funktsioon on defektne, siis

statsionaarse faasi mutatsioonide tekkesagedus langeb 10 korda, kuid on siiski kdorgem kui
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rekombinatsiooni funktsioonide puudumisel (Foster ja Trimarchi, 1995).

50-80% Lac’ revertantides tekkinud mutatsioone on tekitanud DNA poliimeraas IV
(Foster, 2000; McKenzie jt., 2001). Pol II on samuti aktiivne, kuid ei pdhjusta statsionaarse
faasi mutatsioone (Foster ja Trimarchi, 1995). Pol V Lac™ mutatsioonide tekkes ei osale
(Cairns ja Foster, 1991). Kui MMR reparatsioonirada on defektne, suureneb Lac’ revertantide
tekkesagedus 100 korda (Foster ja Cairns, 1992). Lac" revertantide teket soodustab lisaks ka
sigma faktor RpoS, mis on DNA poliimeraasi Pol IV positiivne regulaator (Layton ja Foster,

2003).

1.4.3. Spetsialiseeritud DNA polimeraaside osalus statsionaarse faasi mutageneesis

SOS vastus on iiks voimalus, kuidas bakterid reageerivad DNA kahjustustele, milles
osaleb bakteris E. coli iile 40 geeni. Kolm neist geenidest kodeerivad DNA poliimeraase
(Courcelle jt., 2001; Yang, 2003). DNA poliimeraasid on ensiiiimid, mis siinteesivad matriits
DNA-It komplemantaarse DNA ahela 5' — 3' suunas (Nohmi, 2006). Bakteris E. coli on 5
DNA poliimeraasi: Pol I, Pol II, Pol III, Pol IV ja Pol V (Nohmi, 2006; Hastings jt., 2010).
Kolm neist, Pol II, Pol IV ja Pol V, on spetsialiseeritud DNA poliimeraasid, mis on
indutseeritud SOS vastuse korral ja nad on vdimelised silinteesima iille DNA kahjustuste
(translesion DNA synthesis, TLS). TLS on aga vigaderohke ja seega pdhjustavad
spetsialiseeritud DNA poliimeraasid mutatsioonide teket (Yang, 2003; Nohmi, 2006).

DNA poliimeraas I, mida kodeerib bakteris E. coli pol4 geen, on A-perekonna DNA
poliimeraas (Nohmi, 2006). Pol I-1 on kaks funktsionaalset domeeni: suur domeen (Klenowi
fragment), mis omab 5">3' poliimeraasset ja 3">5' eksonukleaasset (proofreading) aktiivsust
ning vidike domeen, mis omab 5>3' eksonukleaasset aktiivsust. 53" eksonukleaasne aktiivsus
voimaldab Pol I-1 eemaldada Okazaki fragmentidest RNA praimerid. Lisaks osaleb Pol I DNA
reparatsioonil ja rekombinatsioonil. DNA reparatsiooni ajal tdidab Pol I DNA tithimikke, mis
on tekkinud kahjustust sisaldava tiksikahelaise DNA 18igu viljaldikega (Makiela-Dzbenska
jt., 2009; Hastings jt., 2010).

DNA poliimeraas II-te kodeerib bakteris E. coli polB geen ja ta kuulub B-perekonna
DNA poliimeraaside hulka (Hasting jt., 2010). Ta omab 5™>3' poliimeraasset aktiivsust, 3">5'
eksonukleaasset (proofreading) aktiivsust, kuid tal puudub 5">3' eksonukleaasne aktiivsus
(Nohmi, 2006). Pol II osaleb DNA replikatsioonil, kus ta parandab mahajééval ahelal Pol III
tekitatud vigu. Samuti osaleb Pol II DNA replikatsiooni restardil parast DNA kahjustust
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(Hastings jt., 2010). Pol II on indutseeritud osana SOS vastusest (Rangarajan jt., 1997). Ta
osaleb ka TLS-is, pohjustades -2 raaminihke mutatsioone (Nohmi, 2006).

DNA poliimeraas III-e kodeerib bakteris E. coli geen polC ja ta kuulub C-perekonna
DNA poliimeraaside hulka (Nohmi, 2006). Pol III viib 14bi kromosoomi replikatsiooni nii
juhtival kui ka mahajiival ahelal replikatsioonikahvlis (Mamun, 2007). Tema poolt 1dbiviidav
DNA siintees on véga tdpne, tehes vaid iihe vea 10000 nukleotiidi kohta (Ling jt., 2001). Pol
II1-e inaktivatsioon on bakteritele letaalne (Nohmi, 2006). Tal on 5>3' poliimeraasne aktiivsus
ja 35" eksonukleaasne vigu korrigeeriv (proofreading) aktiivsus (Nohmi, 2006). Vigu
korrigeeriv aktiivsus voimaldab Pol I1I-el eemaldada valesti paardunud nukleotiide (Makiela-
Dzbenska jt., 2009).

DNA poliimeraasid IV ja V kuuluvad Y-perekonna DNA poliimeraaside hulka ja neid
kodeerivad bakteris E. coli vastavalt geen dinB ja operon umuDC. Neil puudub 3'>5'
eksonukleaasne aktiivsus ja kuna nende aktiivtsenter on mahukam vdrreldes Pol III
aktiivtsentriga, vOimaldab see neil siinteesida {ile DNA kahjustuste (Bjedov jt., 2007).
Replitseerides kahjustamata DNA-d, teevad Y-perekonna DNA poliimeraasid vigu 10 kuni
100 korda rohkem kui Pol IIT (Ling jt., 2001). dinB geeni iileekspressioon tdstab spontaansete
mutatsioonide tekkesagedust, pdhjustades enamasti raaminihkeid ja asendusmutatsioone.
Mittestressis E. coli rakus on ca 250 Pol IV molekuli, SOS vastuse korral aga tduseb
molekulide arv raku kohta kiimme korda, mis on korgeim ekspressioonitase koigist viiest E.
coli DNA poliimeraasist SOS vastuse korral (Nohmi, 2006). dinB geeni transkriptsioon on
RpoS-i kontrolli all, mis reguleerib {ildist stressivastust. Ka kuuma-shoki chaperon GroE
reguleerib Pol IV ekspressiooni (Bjedov jt., 2007). Pol V on vdimeline siinteesima iile UV-
kiirguse tekitatud DNA kahjustuste, pohjustades sellega asendusmutatsioonide teket. Pol V
pOhjustab ka raaminihkemutatsioone. Mittestressis E. coli rakus on ca 15 Pol V molekuli,

SOS vastuse korral tduseb molekulide arv raku kohta 200-ni (Pham jt., 2001; Nohmi, 2006).

1.4.4. Statsionaarse faasi mutagenees bakteris Pseudomonas putida

Perekond Pseudomonas kuulub Gram-negatiivsete y-proteobakterite hulka ning on
darmiselt mitmekiilgne ja kohanemisvoimeline bakterite riihm (Nelson jt., 2002; Cornelis,
2010). Pseudomonaadid on okoloogiliselt laialt levinud ja nende seas on nii taimede,
putukate, nematoodide kui ka imetajate patogeene (Cornelis, 2010). P. putida elab mullas ja
taimede juurtel (Ramos-Gonzalez, 2005) ja ta ei ole patogeenne (Pieper ja Reineke, 2000). P

putidal on vdime maha suruda mikroseente paljunemist, kes on pdllukultuuride patogeenid,
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produtseerides seenevastaseid antibiootikume ja sidudes siderofooride abil rauda, jittes teised
mikroobid rauandlga (Haas ja Keel, 2003). Pseudomonaadidel on ka vdime lagundada

toksilisi orgaanilisi tihendeid, néiteks aromaatseid siisivesinikke (Timmis ja Pieper, 1999).

Pseudomonaadidel puuduvad kromosomaalsed Pol V geenid umuD ja umuC, kuid neil
on nn ,mutageneesigeenide klaster, mis kodeerib DNA poliimeraas IllI-e a-subiihikut
homoloogi DnaE2 ja Y-perekonna DNA poliimeraaside homoloogi ImuB (Abella jt., 2004;
Erill jt., 2006; Koorits jt., 2007), mis indutseeritakse DNA kahjustuste korral, nagu Pol V
geenid E. coli puhul. P. putida rakkudes on see geeniklaster LexA2 repressori negatiivse
kontrolli all (Abella jt., 2004). Kuid ImuB ja DnaE2 valkudel on vastupidine roll statsionaarse
faasi mutageneesis (Koorits jt., 2007). Nimelt DnaE2 vidhendab asendusmutatsioonide
tekkesagedust ja tal ei ole 1-bp deletsioonide tekitamises erilist efekti, samas kui ImuB
pohjustab nende mutatsioonide tekkesageduse tdusu. Selline ImuB ja DnaE2-e bioloogiline
efekt P putida mutageneesis erineb teistest organismidest, kellel on nende valkude
homoloogid (Koorits jt., 2007).

P putida tiives mt-2 on kirjeldatud TOL plasmiid pWWO, mis sisaldab tolueeni
katabolismi geene ja rulAB geene (Tark jt., 2005). rul4B kodeerib RulAB valku, mis on Pol V
homoloog ja aitab rakkudel toime tulla DNA kahjustustega. Kui viia rul4B geenid P. putida
kromosoomi, siis suureneb kasulike mutatsioonide tekkesagedus, voimaldades nii kohaneda
stressiga (Tark jt., 2005). RulAB on samuti voimeline viima 1dbi vigaderohket DNA siinteesi
tile kahjustatud lammastikaluse adeniin, millega kaasneb A>C ja A>G asendusmutatsioonide
teke (Saumaa jt., 2007).

Pol IV osaleb samuti statsionaarse faasi mutageneesis siisinikundlja tingimustes P
putida rakkudes, pohjustades raaminihkemutatsioonide tekkimist, kuid ei osale
asendusmutatsioonide tekkel (Tegova jt., 2004). Erinevalt E. coli-st, ei sdltu P. putida Pol 1V-
ga seotud statsionaarse faasi mutagenees RecA valgust ja ei vaja statsionaarse faasi sigma
faktorit RpoS (Tegova jt., 2004; Tarassova jt., 2009).

Ka GO reparatsioonirada osaleb statsionaarse faasi mutatsioonide &drahoidmisel
nilgivates P. putida rakkudes. MutY valgu puudumise korral tduseb nélgivates P. putida
rakkudes asendusmutatsioonide tekkesagedus 100 korda, MutT valgu puudumisel 75 korda.
MutM valgu puudumisel mutatsioonisagedus ei erine algtiivest (Saumaa jt., 2002; Saumaa jt.,
2007). MutY hoiab dra G>T asendusmutatsioonide teket ning MutT hoiab &ra nii A>C kui ka
T>G asendusmutatsioonide teket. mutM-defektse tiive mutatsioonispekter on erinev P. putida
algtiive mutatsioonispektrist. mutM-defektses tiives esineb G>T asendusmutatsioone oluliselt

rohkem kui algtiives, mis viitab sellele, et MutM on nélgivates P. putida rakkudes
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funktsionaalne (Saumaa jt., 2007).

MMR reparatsiooniraja enstiime MutS ja MutL kodeerivate mutS ja mutL geenide
defektsuse korral on nilgivates P. putida rakkudes asendusmutatsioonide tekkesagedus samuti
tousnud. Mutatsioonispekter erineb aga algtiivest, mis néitab, et MMR reparatsioonisiisteem
on nalgivates P. putida rakkudes funktsionaalne (Saumaa jt., 2006).

UV-kiirguse pohjustatud DNA kahjustuste parandamises osaleb bakteris P putida
NER reparatsioonirada, kuhu kuuluvad geenid uvrd, uvrdA2, uvrB ja uvrC (Tark jt., 2008).
Kuid wuvrd2, wvwrB ja uvrC geenide defektsuse korral véheneb statsionaarse faasi
mutatsioonide tekkesagedus P. putida rakkudes. Jarelikult NER mitte ainult ei osale DNA

reparatsioonil, vaid soodustab ka statsionaarse faasi mutatsioonide tekkimist (Tark jt., 2008).

27



2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. T66 eesmargid

Meie laboris on varem uuritud alkiililkahjustuste reparatsioonisiisteemi
metiiiiltransferaaside Ada ja Ogt osalust mutatsiooniprotsessides nii kasvavates kui ka
nilgivates P putida rakkudes. Leiti, et kuigi Phe” mutatsioonispektrite erinevuse alusel vdib
Oelda, et need valgud on nélgimisperioodi kestel funktsionaalsed, jdi ada ja ogt geenide
defektsuse korral {ildine mutatsioonisagedus ning nilgivate rakkude mutatsioonisagedus
algtiivega samale tasemele, samas kui kasvavate bakterirakkude Phe” mutantide
tekkesageduses oli siiski 3 kordne tdus (Laura Kunder, avaldamata andmed). Seega, kuna
hiljuti avastati uus reparatsioonirada, kus osaleb alkiiiilkahjustuste eemaldamises ka
alkiitiltransferaasi sarnane valk ATL (Marginson jt., 2007), otsustasime uurida seda valku

kodeeriva atl geeni defektsuse moju mutatsiooniprotsessidele bakteris P. putida.
T60 eesmargid:

e kuidas mojutab DNA alkiililkahjustuste reparatsioonil osaleva alkiiiiltransferaasi
sarnast valku (ATL) kodeeriva geeni a#/ defektsus mutatsioonide teket kasvavates ja
nadlgivates P. putida rakkudes;

e kas ja milline on at/ defektsuse moju nukleotiidi véljaldike reparatsioonirajale

mutatsiooniprotessides.
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. TO6s kasutatud s6otmed, plasmiidid ja bakteritived

Taisso6tmena kasutasime Luria-Bertani (LB) sd6det (Miller, 1972) ja minimaalsoddet
M9 baasil (Adams, 1959), mis sisaldas lisaks M9-le mikroelementide lahust 2,5 ml/l
(Bauchop ja Elsden, 1960) ja aminohapete hiidroliisaati CAA (casamino acids)
16ppkontsentratsiooniga 0,2% koos tdiendava L-triiptofaaniga (20 pg/ml). Siisinikuallikana
kasutasime  gliikkoosi  (Glc) ldoppkontsentratsiooniga 0,2%  vdi  fenooli  (Phe)

16ppkontsentratsiooniga 2,5 mM. Tardsdotmete saamiseks lisasime agarit 15 g/I.

Plasmiidide ja bakteritiivede selekteerimiseks kasutasime antibiootikume: ampitsilliin
(Amp; 100 pg/ml), karbenitsilliin (Cb; 1000-3000 pg/ml), kanamiitsiin (Km; 50 pg/ml),
tetratsiikliini (Tet; 50 pg/ml), gentamiitsiini (Gm; 10 pg/ml), streptomiitsiini (Sm; 1000 pg/ml)
ja rifampitsiini (Rif; 100 pg/ml)

P. putida rakke kasvatasime temperatuuril 30 °C, E. coli rakke temperatuuril 37 °C.
Kui kasutasime vedels6odet, siis aereerisime kultuure loksutil. To6s kasutatavad bakteritiived

ja plasmiidid on toodud tabelis 1.
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Tabel 1. To6s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Bakteritivi
Escherichia coli

DH5a

CC118Apir

HB101

Pseudomonas putida
PaW85
PaWUvrA
PaWUvrB
PaWUvrB
PaWUvrA2
PaWATL
PaWATL
PaWATLUvrA
PaWATLUvrB
PaWATLUvrA2
PaWUvrAUvrB

PaWATLUvrAUvrB

Plasmiidid
pBluescript KS(+)

pUTmini-Tn5-Km1

Genotuup voi iseloomustus

Allikas

supE44 AlacUI169 (80 lacZAM15) recAl Invitrogen
endAl hsdR17 thi-1 gyr496 reldl

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 Herrero jt., 1990
thi-1 rpsE rpoB argE (Am)

subE44 subF58 hsdS3 (rgmp) recAl3proA2 Boyer ja Roulland-

lacY1 galK?2 rps20 xyl-5 mtl-1

Tn4652, identne tiivega KT2440

PaW85; AuvrA::tet
PaW85; AuvrB::tet
PaW8&5; uvrB::sm
PaW85; AuvrA2::km
PaW85; Aatl::km

PaW85; Aatl::gm

PaWS85; Aatl::km; AuvrA::tet
PaWS85; Aatl::km; AuvrB::tet
PaW85; Aatl::gm; AuvrA2::km
PaW85; AuvrA::tet; uvrB::sm

PaW85; Aatl::km; AuvrA::tet; uvrB::sm

kloneerimisvektor (Amp")

Tn5Kml
plasmiid (Amp", Km")

minitransposooni

Dussoix, 1969

Bayley jt., 1977
Tark jt., 2008
Tark jt., 2008
kiesolev t66
Tark jt., 2008
kiesolev t66
kéesolev t66
kéesolev t60
kéesolev t60
kiesolev t60
kiesolev t66

kédesolev t60

Stratagene

sisaldav pUT de Lorenzo jt., 1990
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pBK-miniTn7-QGm

Tn7-QGm minitransposooni sisaldav pBK |Koch jt., 2001
plasmiid (Amp’, Gm")

pGP704L homoloogiliseks rekombinatsiooniks vajalik |Pavel jt., 1994
tilekandeplasmiid (Amp")

pRK2013 plasmiid pGP704L konjugatsiooniks vajalik Figurski ja Helinski,
helperplasmiid (Km") 1979

pKSsm Sm' geen kloneeritud pBluescript KS(+) Sidorenko jt., 2011
vektorisse

pKSatl atl geen kloneeritud pBluescript KS(+) kédesolev t6o
vektorisse restriktaasidega Sacl ja Acc65I

pKSAatl::km Km" geen kloneeritud atl geeni Eco52I/Hincll kéesolev t66
restriktsioonisaitidesse vektoris pKSat/

pKSAatl::gm Gm' geen kloneeritud at/ geeni Eco52I/Hincll kdesolev t66
restriktsioonisaitidesse vektoris pKSat/

pKSuvrB uvrB geeni sisaldav PCR produkt kloneeritud Tark jt., 2008
pBluescript KS(+) vektorisse restriktaasi
HinclI ldikesaiti

pKSuvrB::sm Sm"' geeniga katkestatud wuwrB  geen Tark-Dame,

pGP704LAatl::km

pGP704LAatl::gm

pGP704LuvrB::sm

pGP704LAuvrA2::km

pKTpheA22TAG

kloneeritud pBluescript KS(+) vektorisse avaldamata

Aatl::km kloneeritud plasmiidi pGP704L kiesolev t66
restriktaasidega Sacl ja Acc65I

Aatl::gm  kloneeritud plasmiidi pGP704L kiesolev t66
restriktaasidega Sacl ja Acc651

uvrB::sm kloneeritud plasmiidi pGP704L Tark-Dame,

avaldamata
AuvrA2::km kloneeritud plasmiidi pGP704L  Tark jt., 2008

mutantne phed geen plasmiidis pKT240, kus Tegova jt., 2004
aminohapet Leu kodeeriv koodon CTG
asemel asub phed geeni 22 positsioonis

stoppkoodon TAG
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2.2.2. Polumeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-i kasutasime P. putida atl geenijarjestuse amplifitseerimiseks, Km, Gm ja Sm
resistentsusgeenide jdrjestuste amplifitseerimiseks ning meie loodud konstruktide ja
bakteritiivede  digsuse  kontrollimiseks.  Matriitsina  kasutasime  plasmiidset  voi
kromosomaalset DNA-d ja bakterirakke. Reaktsiooni maht oli 20 pl ja sisaldas lisaks
matriitsile 1 x PCR segu (75 mM Tris HCI pH 8,8; 20 mM (NH4),SO4; 0,01% Triton X-100;
2,5 mM MgCl; 1 mM tartrasiin; 0,2 mM dNTP; 0,5% Ficoll 400) ja 15 pmol kumbagi
praimerit ning 1 ithik Tag DNA poliimeraasi, mis on puhastatud prof. J. Sedmani laboris.
Maht viidi 20 pl-ni destilleeritud ja autoklaavitud veega. PCR-i teostasime firma ,,Eppendorf™

voi ,,Biometra®“ PCR-1 masinatega. Kasutatud praimerid on vélja toodud tabelis 2.

PCR reaktsioonid viidi 1dbi tingimustel:

e DNA denaturatsioon: 96 °C, 30-60 sekundit;

e Praimerite seondumine matriits-DNA-le: 30 sekundit temperatuuril 54-57 °C;
e DNA siintees; 72 °C, siinteesiaeg 1 minut 1000 nukleotiidi kohta.
Tsiiklit korrati 25 korda.

Tabel 2. T66s kasutatud praimerid

Nimi Jarjestus Seondumiskoht

T3 5'-ATTAACCCTCACTAAAG-3'  pBluescript'i universaalpraimer

T7 5'-AATACGACTCACTATAG-3"'  pBluescript'i universaalpraimer

pheABamei 5'-AAGGCGGCTCCCGTAA- komplementaarne phed geeni ette
CAC-3' jddva alaga positsioonides -22 kuni 40

initsiaatorkoodonist ATG

pheAts 5'-GTTCATGGGGGACTGC- komplementaarne pheA geeni alaga
TTC-3' positsioonides 295 kuni 313 allapoole

initsiaatorkoodonist ATG

KmSac 5'-CAGGAGCTCGATTTATTCA- komplementaarne Km' geeni ette
ACAAAGCC-3' jddva alaga positsioonides -126 kuni -

105 initsiaatorkoodonist ATG ja

pirast Km" geeni positsioonides 61

kuni 82 stopkoodonist TAA
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GmY 5'-CGAATTGACATAAGCCTG- |komplementaarne Gm' geeni alaga
TTC-3' positsioonides  -240  kuni = -220
initsiaatorkoodonist ATG
GmA 5'-CGGCTTGAACGAATTGT- komplementaarne Gm' geeni alaga
TAG-3' positsioonides 528 kuni 509 pérast
initsiaatorkoodonit ATG
ppATLFWSac 5-TCCAGTCCAGGGCGATGG- komplementaarne at/ geeni ette jadva
ACCC-3' alaga positsioonides -339 kuni -317
initsiaatorkoodonist ATG
ppATLRevAcc 5'-GTCCTGGGTAGCCGAGG- komplementaarne at#/ geeni jérele
CGA-3' jddva alaga positsioonides 442 kuni
422  translatsiooni  stoppkoodonist
TAG
ppATLlookus  5'-CATTGGCCAAGGTCACCT-  komplementaarne at/ geeni ette jadva
TGC-3' alaga positsioonides -456 kuni -435
initsiaatorkoodonist ATG
uvrA2ylalt1125 5-AACTGCTCGAACGCATTG- komplementaarne uvrA2 geeni alaga
ATA-3' positsioonides 1125 kuni 1146
initsiaatorkoodonist ATG
uvrA2alt2100  5'-CCAGGGTTTCGGGGTT- komplementaarne uvr42 geeni alaga

GTA-3'
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2.2.3. Geelelektroforees

PCR-ga amplifitseeritud DNA fragmente, restriktsioonifragmente ja plasmiidse DNA
eraldumist analiiiisisime geelelektroforeesil. Selleks lisasime restriktsioonisegule voi
plasmiidset DNA-d sisaldavale lahusele foreesivirvi (0,04% broomfenoolsinise lahus 50%-
lises gliitseroolis, 5 pl foreesivarvi 20 ul restriktsioonisegu kohta voi 1 ul foreesivarvi 5 ul
plasmiidse DNA lahuse kohta). Seejirel kandsime proovid horisontaalsele 1% agaroosgeelile
IXTAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, ImM EDTA, pH 8,2). Agaroosgeelile oli lisatud
etildiumbromiidi 10ppkontsentratsiooniga 0,1 pg/ml. Paralleelselt proovidega lisasime ka
firma ,,Fermentas* DNA suurusmarkeri ,,Zipruler 2. Elektroforees toimus toatemperatuuril

pingel 130 V ja geeli pildistasime UV valguses.

2.2.4. DNA sadestamine

DNA sadestamiseks lisasime DNA-d sisaldavale segule 1/10 mahust 5 M NaCl lahust
ja 2,5 mahtu 96° etanooli. Sadestasime saadud segu -20 °C juures 20 minutit ning seejirel
tsentrifuugisime temperatuuril 4 °C 20 minutit firma ,,Heraeus* tsentrifuugiga ,,Biofuge
Fresco® maksimumpodretel (13000 x g). Seejirel eemaldasime supernatandi, lisasime DNA
sademe pesemiseks 100 pl 75° etanooli ning tsentrifuugisime 10 min temperatuuril 4 °C firma
,Heraeus® tsentrifuugiga ,,.Biofuge Fresco* maksimumpooretel (13000 x g). Eemaldasime
etanooli ning kuivatasime DNA temperatuuril 37 °C. Sadenenud DNA lahustasime

destilleeritud vees.

2.2.5. DNA ligeerimine

Uuritava DNA fragmendi ja plasmiidi DNA ahelate otste {ihendamiseks kasutasime
ligaasireaktsiooni. Reaktsiooni 10ppmaht oli 20 pl ning see sisaldas uuritavat DNA-d,
restriktaasidega avatud plasmiidi, 2 pl firma ,,Fermentas* 10 x ligaasipuhvrit, 2 ul 10 mM
ATP-d ja 1 ihikut firma ,,Fermentas® T4 faagi DNA ligaasi. Segu viidi 16ppmahuni
destilleeritud veega. Reaktsioon toimus iiled6 temperatuuril 16 °C. Reaktsiooni peatasime,

hoides segu temperatuuril 65 °C 10 minutit.
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2.2.6. Plasmiidse DNA eraldamine ja DNA restriktsioon

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasvatasime vajaliku plasmiidiga E. coli rakke 5 ml LB
so0tmes iiledd. So6tmele oli lisatud plasmiidi selektsiooniks vajalik antibiootikum. Bakterid
tsentrifuugisime kokku firma ,,Eppendorf* lauatsentrifuugiga ,,Mini Spin“ maksimumpddretel
(13400 x g) 45 sekundi viltel. Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutasime firma Axygen
Biosciences DNA eraldamise komplekti AxyPrep Plasmid Miniprep Kit ja jdrgisime tootja
protokolli.

DNA restriktsiooniks kasutasime firma ,,Fermentas® restriktaase ja reaktsioonid
viisime ldbi vastavalt tootja protokollile. Tulemuste kontrollimiseks kasutasime

geelelektroforeesi.

2.2.7. Aluselise fosfataasi to6tlus ja Klenowi téotlus

Et viltida restriktaasidega avatud kloneerimisvektori kokku ligeerumist, viisime 1abi
aluselise fosfataasi to6tluse firma ,,Fermentas fosfataasiga FastAP. Selleks lisasime vektori
restriktsioonisegule {ihe {ihiku esniitimi FastAP-d ning inkubeerisime 15 minutit temperatuuril

37 °C. FastAP inaktiveerisime, hoides proovi 5 minutit temperatuuril 75 °C.

Kui oli vaja DNA restriktsioonil saadud {ileulatuvaid (,kleepuvaid®) otsi tiis
siinteesida  (,,tombiks*“ teha), kasutasime Klenowi t66tlust. Selleks lisasime
restriktsioonisegule 1 iihiku firma ,,Fermentas‘ Klenowi fragmente ja 1 ul 1 mM dNTP-d ning

inkubeerisime 30 minutit temperatuuril 37 °C.

2.2.8. DNA sekveneerimine
Sekveneerimiseks vajalikud proovid valmistasime ,,BigDye"™ Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit“-i reaktiividega. Segu 10oppmaht oli 10 pl ning see sisaldas 1 pl
sekveneeritavat PCR produkti, 0,7 pl BigDye premixi, 2 pl 5 x lahjenduspuhvrit, 1,6 pmol/pl
praimerit ja reaktsioonisegu viisime destilleeritud veega Idppmahuni. Sekveneerimiseks
kasutasime kas pBluescript KS(+) universaalpraimereid (T3 v&i T7, tabel 2) vdi Phe"
revertantide pheA geenis tekkinud mutatsioonide tuvastamiseks pheABamei praimerit (tabel

2).
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Vastava reaktsiooniseguga viisime ldbi 30 tsiiklit reaktsiooni:

A 15 sekundit temperatuuril 95 °C;

A 10 sekundit temperatuuril 50 °C;

A 45 sekundit temperatuuril 60 °C.
Seejérel lisasime 2 pl dekstraani lahust ja 30 ul 96° etanooli ning sadestasime 15 minutit
temperatuuril -20 °C. Edasi tsentrifuugisime segu firma ,,Heraeus tsentrifuugiga ,,Biofuge
Fresco® tdispooretel (13000 x g) temperatuuril 4 °C 20 minutit ning pesime sadet kaks korda
100 pl 80° etanooliga ja kuivatasime temperatuuril 37 °C. Kui sade oli kuivanud, lahustasime
selle 10 pl 100% formamiidis ning séilitasime sekveneerimiseks temperatuuril -20 °C.
Kasutasime Eesti Biokeskuse tuumiklabori sekveneerimisteenust ja saadud jérjestusi
analiilisisime programmiga BioEdit. DNA sekveneerimistulemusi analiilisisime statistiliste
analiiliside teostamiseks kasutatava arvutiprogrammiga Statgraphics Centurion XV; Statpoint

Inc. Tulemusi vordlesime y” testi kasutades. Statistiliselt oluline erinevus on juhul kui P<0,05.

2.2.9. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

Kompetentsete E. coli DH5a ja CC118Apir bakterirakkude tegemiseks kasvatasime
baktereid iile6d 5 ml LB sodtmes temperatuuril 37 °C optilise tiheduseni Asgo=1-1,5.
Tsentrifuugisime rakud pdohja firma ,,Eppendorf™ lauatsentrifuugiga ,,Mini Spin* tdispdoretel
(13400 x g) ja eemaldasime sO6tme. Seejirel pesime rakke kaks korda 1 ml kiilma
destilleeritud veega ja kaks korda 1 ml kiilma 10% gliitserooliga. Rakke hoidsime pidevalt

jaal. Kompetentsed rakud suspendeerisime 80 pl-s 10% gliitseroolis.

Kompetentsete P. putida rakkude saamiseks kasvatasime rakke iile66 temperatuuril 30
°C 5 ml LB-s. Tsentrifuugisime rakud kokku ja pesime kolm korda 1 ml 300 mM sahharoosi
lahusega. Kompetentsed bakterirakud suspendeerisime 200 pl-s 100 mM sahharoosi lahuses.

Elektroporatsiooniks votsime 50 pl kompetentseid rakke ja ~100 ng plasmiidse DNA
lahust. Segu pipeteerisime jdél jahutatud elektroporatsiooni kiivetti. Elektroporatsiooniks
kasutasime firma ,,BioRad*“ elektroporaatorit ,,E. coli pulser pingel 2500 V. Pirast
elektroporatsiooni viisime segu 1,5 ml LB sd6tmesse ja kasvatasime 1 h vastavalt kas
temperatuuril 30 °C v&i 37 °C. Edasi tsentrifuugisime rakud pohja, eemaldasime enamuse
sO0tmest ning suspendeerisime rakud 100 pl samas LB so66tmes ning kiilvasime vélja

selektiivtassile.
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2.2.10. Kloneerimine

atl geeni kloneerimiseks kasutasime firma ,,Fermentas® restriktaase ja ligaasi ning
reaktsioonid viisime ldbi vastavalt tootja protokollile. Vajaliku DNA fragmendi ja
kloneerimisvektori sadestasime eelnevalt. Kloneerimisvektorile tegime aluselise fosfataasi
tootlust, et véltida vektori kokkuligeerumist. Seejirel teostasime ligeerimisreaktsiooni.
Reaktsioon toimus iile6o temperatuuril 16 °C. Jirgnevalt inaktiveerisime ligaasi, hoides segu
10 minutit temperatuuril 65 °C, ning sadestasime DNA, mille lahustasime 5 pl destilleeritud
vees. Ligeerimisproduktid viisime elektroporatsiooniga E. coli tiivesse DH5a voi CC118Apir

ja kiilvasime selektiivtassile. Kloneerumise digsust kontrollisime PCR-ga.

2.2.11. Bakterite konjugatsioon

Bakterite konjugatsiooniks vajalikke bakteritiivesid kasvatasime 1,5 ml LB sddtmes
ile66. Doonortiivele E. coli CC118kpir, mis sisaldas homoloogiliseks rekombinatsiooniks
vajalikku konjugatiivset plasmiidi (pGP704L, mis sisaldas meid huvitava geeni katkestust) ja
E. coli tivele HB101, mis sisaldas plasmiidi iilekandeks vajalikku abistajaplasmiidi
pRK2013, oli sodtmesse lisatud plasmiidi selektsiooniks vajalikku antibiootikumi. P. putida
retsipienttiivele antibiootikumi ei lisatud. Edasi lahjendasime rakukultuurid LB-sodtmesse
tiheduseni Asg=0,1 ja kasvatasime eksponentsiaalsese kasvufaasi tiheduseni Asgy=0,6-0,8.
Antibiootikumi ei lisanud. Seejirel segasime 100 pl doonortiive, helpertiive ja retsipienttiive
kokku ja kiilvasime 200 pl LB tardsootmele. Seejdrel kasvatasime rakke temperatuuril 30 °C
ile66. Saadud rakumassi suspendeerisime 1 ml-s 1x M9 lahuses ning plaatisime 100 pl
selektiivtassile, mis sisaldas siisinikuallikana gliikkoosi ja transkonjugantide selektsiooniks
vajalikku antibiootikumi. Saadud kolooniaid kiilvasime paralleelselt Glc-Cb tassile ja
vastavalt doonortiivele kas Glc-Km, Glc-Gm voi Glc-Sm tassidele. Rakke, mis ei kasvanud
Glc-Cb tassil, kuid kasvasid vastavalt doonortiivele kas Glc-Km, Glc-Gm voi Gle-Sm tassil,

kontrollisime PCR-ga voi tegime lisaks ka uvrB-defektsete tiivede puhul UV-testi.
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2.2.12. UV-test

P. putida uvrB defektse tiive digsust kontrollisime lisaks PCR-le UV-testiga. Selleks
kiilvasime LB tardsodtmele meid huvitava tiive, P. putida algtiive PaW85 ja juba eelnevalt
olemasoleva tiive, mis sisaldas kindlasti uvrB geeni defektsust. Tassi esimest kolmandikku
kiiritasime UV-kiirgusega 30 sekundit, teist kolmandikku 20 sekundit ja kolmandat
kolmandikku 10 sekundit. Seejirel inkubeerisime tassi {iledd temperatuuril 30 °C. P. putida
algtiivi PaW85 pidi kiirgusdoosi iile elama ja ja sootmel kasvama, kuna sisaldab
funktsionaalset uvrB geeni. Tiivi, milles uvrB geen oli rikutud, kiirgusdoosi iile ei elanud ja
seetdttu sootmele kolooniaid ei tekkinud. Kui meid huvitavas tiives oli dnnestunud uvrB geeni

katkestamine, siis kiilvijoones kolooniaid ei olnud.

2.2.13. P. putida ATL defektse tlive konstrueerimine

P putida tive KT2440 atl (PP_1356) geeni jarjestuse saime veebilehelt
http://cmr.jcvi.org. ATL defektse tiive konstrueerimiseks amplifitseerisime PCR meetodil
algtiive PaW85 kromosoomist at/ geeni praimeritega ppATLFWSac ja ppATLRevAcc (tabel
2). Saadud 1130 aluspaari suuruse DNA jirjestuse kloneerisime restriktaasidega Sacl ja
Acc65I avatud vektorisse pBluescript KS(+) ning saime plasmiidi pKSat/. Jargnevalt viisime
elektroporatsiooniga plasmiidi pKSat! E. coli tiivesse DH5a ning plaatisime selektiivtassile.
Tekkinud kolooniaid kontrollisime PCR-ga pBluescript KS(+) praimeritega T3 ja T7 (tabel 2).
Seejarel eraldasime DHS5a-st plasmiidi pKSa#/ ning eralduse oigsust kontrollisime
restriktsioonanaliiiisiga restriktaasidega Sacl ja Acc651. a#/ geeni kloneerumise Oigsust

kontrollisime sekveneerimisega.

atl geenist deletsiooni tegemiseks ja kanamiitsiini (Km) resistentsusgeeni
sisseviimiseks amplifitseerisime Km resistentsusgeeni PCR-ga plasmiidist pUTmini-Tn5-
Kml praimeriga KmSac (tabel 2). Gentamiitsiini resistentsusgeeni amplifitseerisime
plasmiidist pBK-miniTn7-QGm praimeritega GmY ja GmA (tabel 2). pKSa#/ plasmiidi
avasime restriktaasidega Eco521 ja Hincll (pérast restriktsiooni Eco52I-ga tegime Klenowi
tootluse). Km resistentsusgeeni PCR produkti ldikasime restriktaasiga Ecl136Il. Gm
resistentsusgeeni PCR produkti lahust puhastasime GeneJet PCR Purification Kit-iga jargides
tootja protokolli. Seejérel ligeerisime Km ja Gm resistentsusgeenid restriktaasidega Eco521 ja
HinclI avatud pKSat#/ plasmiidi (Eco521 ja HincllI 16ikavad at/ jéarjestusest vélja 412 aluspaari
suuruse  fragmendi). Saadud plasmiidid pKSAa#/::)km ja pKSAatl::gm viisime
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elektroporatsiooniga E. coli tiivesse DH5a ja kiilvasime vastavatele selektiivtassidele. Saadud
kolooniaid kontrollisime PCR-ga praimeritega T3 ja T7. Oiget konstrukti sisaldavatest
rakkudest eraldasime plasmiidid pKSAaf/:km ja pKSAatl::gm, milledest ldikasime
restriktaasidega Sacl ja Acc65I vilja Km ja Gm resistentsusgeenidega katkestatud at/ geeni.
Saadud DNA fragmendid viisime samade restriktaasidega avatud vektorisse pGP704L ja
saime plasmiidid pGP704LAatl::;km ja pGP704LAatl::gm, mis voimaldasid viia at/ geeni
katkestused bakterite konjugatsioonil homoloogilise rekombinatsiooniga P putida
kromosoomi. Doonortiivena kasutasime E. coli tiive CC118Apir, mis sisaldas homoloogiliseks
rekombinatsiooniks ~ vajalikku  konjugatiivset  plasmiidi  pGP704LAatl::km  voi
pGP704LAatl::gm. Helpertiivena kasutasime E. coli tiive HB101, mis sisaldas konjugatiivse
plasmiidi lilekandeks vajalikku helperplasmiidi pRK2013. Retsipienttiivena kasutasime kas P,
putida algtiive PaW85 voi topeltdefektsete bakteritiivede konstrueerimise korral vastavat
retsipienttiive (vt. allpool). Saadud at/::km voi atl::gm katkestust sisaldavate tiivede PAWATL
(voi erinevate topeltdefektsete tiivede) Sigsust kontrollisime praimeritega ppATLlookus ja

ppATLRevAcc (tabel 2).

2.2.14. P. putida tiivede PaWUvrB ja PaWUvrAUvrB konstrueerimine

uvrB geeni katkestamiseks vajalik streptomiitsiini resistentsusgeen saadi plasmiidist
pKSsm (Sidorenko jt., 2011) Hincll/Ecl136I1 restriktsioonifragmendina. Sm resistentsusgeeni
sisaldav DNA jérjestus viidi plasmiidi pKSuvrB restriktaasi Eco4711I 15ikesaiti (Tark-Dame,
avaldamata). Saadud pKSuvrB::sm konstruktist 1digati uvrB::sm-i sisaldav DNA jirjestus
vilja restriktaasidega Xba ja EcoRV ning saadud DNA fragment kloneeriti plasmiidi
pGP704L Xba/Ecl136II restriktsioonisaiti mille tulemusel saadi plasmiid pGP704LuvrB::sm
(Tark-Dame, avaldamata). Plasmiidi pPG704LuvrB:sm viisime elektroporatsiooniga E. coli
tiivesse CC118Apir. P. putida PaWUvrB (uvrB::sm) ja PaWUvrAUvrB tlivede saamiseks
viisime 1dbi bakterite konjugatsiooni, kus doonortiivena kasutasime E. coli tiive CC118Apir,
mis sisaldas homoloogiliseks rekombinatsiooniks vajalikku konjugatiivset plasmiidi
pGP704LuvrB::sm. Helpertiivena kasutasime E. coli tiive HB101, mis sisaldas konjugatiivse
plasmiidi iilekandeks vajalikku helperplasmiidi pRK2013. Retsipienttiivena kasutasime P.
putida algtiive PaW85 voi PaWUVvrA tiive.
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2.2.15. P. putida tivede PaWATLUvrA, PaWATLUvrA2 ja PaWATLUvrB

konstrueerimine

Bakterite konjugatsioonil kasutasime doonortiivena E. coli tiive CCI118Apir, mis
sisaldas  homoloogiliseks  rekombinatsiooniks  vajalikku  konjugatiivset  plasmiidi
pGP704LAatl::km voi pGP704LAatl::gm. Helpertiivena kasutasime E. coli tive HB101, mis
sisaldas  konjugatiivse plasmiidi iilekandeks wvajalikku helperplasmiidi pRK2013.
Retsipienttiivedena kasutasime P. putida tiivesid PaWUvrB (AuvrB::tet), PaWUvrA2 voi
PaWUvrA (Tark jt., 2008). Saadud tiivede oigsust kontollisime PCR-ga praimeritega
ppATLlookus ja ppATLRevAcc (tabel 2).

2.2.16. P. putida PaWATLUvrAUvrB defektse tiive konstrueerimine

Bakterite konjugatsioonil kasutasime doonortiivena E. coli tiive CCIl18Apir, mis
sisaldas  homoloogiliseks  rekombinatsiooniks  vajalikku  konjugatiivset  plasmiidi
pGP704LuvrB::sm. Helpertiivena kasutasime E. coli tive HB101, mis sisaldas konjugatiivse
plasmiidi iilekandeks vajalikku helperplasmiidi pRK2013. Retsipienttiivena kasutasime P.
putida tive PaWATLUvrA (Aatl::)km; AuwuvrA::tet). Saadud transkonjugandi digsust
kontrollisime UV-testiga.

2.2.17. Phe™ mutantide isoleerimine

Statsionaarse faasi mutatsioonide uurimiseks kasutasime plasmiidset testsilisteemi
pKTpheA22TAG (joonis 3) mis sisaldab defektset phed geeni, kus 22. koodon CTG on
asendatud translatsiooni stoppkoodoniga TAG. pheA geen kodeerib fenooli monooksiigenaasi,
mis voimaldab siisinikuallikana kasutada fenooli. P. putida algtiivi PaW85 ei ole voimeline
kasvama keskkonnas, kus ainsaks siisinikuallikaks on fenool. Kui aga defektses phed geenis
toimub stoppkoodonis TAG asendusmutatsioon, taastub phed geeni funktsioon ja rakk saab
stisinikuallikana kasutada fenooli. Selline siisteem vdimaldab jilgida asendusmutatsioonide

teket (Tegova jt., 2004).
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GATGATGGGCIGAGCGCAACTG Algne pheA jarjestus
GATGATGGGTAGAGCGCAACTG pKTpheA22TAG

Joonis 3. Asendusmutatsioonide uurimiseks vajalik plasmiidne testsiisteem pKTpheA22TAG.
Muudetud kujul artiklist Tegova jt., 2004.

Selleks, et uurida asendusmutatsioonide teket, viisime plasmiidse testsiisteemi
pKTpheA22TAG elektroporatsiooni teel uuritavatesse bakteritiivedesse. Plasmiidi
inserteerumist kontollisime PCR-ga praimeritega pheAts ja pheABamei (tabel 2). Seejarel
kasvatasime testsiisteemi sisaldavaid baktereid 6 tundi temperatuuril 30 °C gliikoos M9
minimaals6otmel, mis sisaldas testsiisteemi selektsiooniks vajalikku antibiootikumi
karbenitsilliini. Edasi tegime rakukultuuridest 10° lahjendused ja pipeteerisime 2,4 ml
katseklaasidesse. Igast tiivest vOtsime lihes katseseerias vdhemalt 10 kordust. Seejdrel
kasvatasime rakke ~18 tundi gliikoos M9 minimaalsodtmes, mis sisaldas karbenitsilliini.
Edasi plaatisime 250 pl rakukultuuri M9 minimaaltassile, mis sisaldas karbenitsilliini ja ainsa
siisinikuallikana fenooli ning kasvatasime temperatuuril 30 °C. Phe" kolooniate teket
jilgisime 14 pdeva jooksul pérast plaatimist. Phe” revertandid tekkisid alates katse teisest
pievast. Alates kolmandast pievast tekkinud Phe” kolooniates olid mutatsioonid tekkinud
juba siisinikuniljas (Kasak jt., 1997; Tegova jt., 2004). Phe’ revertantide tekkesageduse
arvutamiseks méédrasime meid huvitavates tiivedes elusrakkude arvu (CFU- Colony Forming
Units) kogu katse viltel. Selleks 1dikasime 1 ml pipetiotsikuga tassilt agariketta, millel ei
olnud Phe” kolooniaid (mis on 1/100 kogu tassi pindalast) ja suspendeerisime 1 x M9-s.
Seejdrel tegime lahjendusterea ja pipeteerisime 10 pl igast lahjendusest LB tards6otmele.
Arvestades tassile tekkinud kolooniate arvu, lahjenduse suurust ja agariketta pindala,
arvutasime tassil olevate elusrakkude arvu. Phe” revertantide tekkesageduse arvutasime 10°

CFU/ml kohta.
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2.2.18. P. putida rifampitsiini-resistentsete mutantide tekkesageduse maaramine

Spontaansete mutatsioonide tekkesageduse kasvavates P. putida rakkudes arvutasime
rifampitsiini (Rif) resistentsete mutantide tekkesageduse jérgi. Selleks kasvatasime uuritavaid
bakteritiivesid loksutil 1 ml M9 gliikoos-minimaals6otmes 6 tundi temperatuuril 30 °C.
Seejirel tegime 10° lahjenduse M9 glitkoos-minimaalsé6tmesse ja kasvatasime rakke 2,4 ml-s
18 tundi temperatuuril 30 °C. Edasi plaatisime 100-500 pl baktereid igast kultuurist LB
tardsootmele, mis sisaldas 100 pg/ml Rif-i ning inkubeerisime temperatuuril 30 °C. Rif
sootmetele ilmunud Rif* kolooniad lugesime kokku 24 tunni ja 48 tunni moodudes. Rift
mutantide tekkesageduse arvutamiseks madrasime kolmest sdltumatust 18 tundi kasvanud
kultuurist bakterirakkude arvukuse, tehes kultuurist 10’-10° lahjendused, mille pipeteerisime
LB tassile. Arvestades lahjendusfaktorit, leidsime elusrakkude arvu 1 ml kultuuris. Rif*
mutantide tekkesageduse leidmiseks arvestasime tekkinud kolooniad timber 1 ml kultuuri
kohta ja jagasime elusrakkude arvuga. Tulemuste varieeruvust analiilisisime faktoriaalse
dispersioonanaliilisiga (ANOVA, Analysis of Variance), millele jdrgnes Bonferroni test (Post

Hoc), leidmaks statistiliselt olulisi erinevusi tiivede vahel.
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2.3. Tulemused ja arutelu

Alkdiiilivad iihendid on rakkudele ohtlikud, kuna modifitseerivad DNA-s hapniku ja
lammastiku aatomeid, pdhjustades sellega DNA kahjustusi (Shrivastav jt., 2010). DNA
alkiitilkahjustused voivad olla kas tsiitotoksilised voi mutageensed. Mutageneesi seisukohalt
on olulisemad O*-metiiiiltimiin ja O°-metiiiilguaniin, kuna tekitavad valepaardumisi ja
pOhjustavad sellega vastavalt AT>GC ja GC>AT transitsioone (Preston jt., 1986; Sedgwick ja
Lindahl, 2002).

DNA alkiitilkahjustuste eemaldamiseks on neli vdimalikku rada. Esiteks
metiililtransferaasid ja oksiidatiivsed demetiilaasid, mis voivad kahjustusi parandada otseselt.
Teiseks voivad kahjustatud ldmmastikaluste eemaldamisel osaleda BER raja gliikosiilaasid.
Kolmas voimalus on kahjustatud nukleotiid eemaldada MMR reparatsioonisiisteemiga
(Nieminuszczy ja Grzesiuk, 2007) ja neljas voimalus alkiililkahjustuste kdrvaldamiseks on
hiljuti avastatud alkiiiiltransferaasi sarnane valk (ATL), mis aitab DNA alkiiiilkahjustusi

eemaldada nukleotiidi viljaldike reparatsiooniraja abil (Tubbs ja Tainer, 2010).

2.3.1. Mutatsiooniprotsesside uurimiseks vajalike P. putida tlivede konstrueerimine

Teadaolevalt eemaldavad bakteris E. coli alkiiiilkahjustusi valgud Ada ja Ogt
(Sedgwick ja Lindahl, 2002). Meie laboris on varem uuritud alkiiiilkahjustuste
reparatsioonisiisteemi metiiiiltransferaaside Ada ja Ogt osalust mutatsiooniprotsessides nii
kasvavates kui ka nélgivates P. putida rakkudes. Leiti, et nilgivates P. putida Ada- ja Ogt-
defektsetes tiivedes jdi mutatsioonisagedus samale tasemele algse tiivega PaWs85, kuid
kasvavates rakkudes tekkis Phe+ mutante vdorreldes algse tiivega PaW85 3 korda rohkem
(Laura Kunder, avaldamata andmed). Seega, kuna hiljuti avastati uus reparatsioonirada, kus
osaleb alkiiiilkahjustuste eemaldamises ka alkiitiltransferaasi sarnane valk ATL (Marginson jt.,
2007), otsustasime wuurida seda valku kodeeriva atl geeni defektsuse mdju
mutatsiooniprotsessidele bakteris P. putida. Vastavalt veebilehele http://www.cmr.jevi.org on
P putida tiives KT2240 iiks at#/ geen ja selle geeni nukleotiidse jérjestuse pdhjal tuletatud
aminohappeline jirjestus on 28,3% ulatuses identne ja 43,4% ulatuses sarnane E. coli tiive
K12-MG1655 ATL valgu aminohappelise jérjestusega ning 58% ulatuses identne ja 64%
ulatuses sarnane P. aeruginosa tiive PAO1 ATL valgu aminohappelise jirjestusega. Kuna nii
T’ thermophiluse kui ka E. coli puhul on nédidatud, et ATL interakteerub NER reparatsiooniraja
valguga UvrA (Morita jt., 2008; Reifner jt., 2009), siis selleks, et uurida ATL valgu ja NER
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reparatsiooniraja osalust mutatsiooniprotsessides kasvavates ja nélgivates P. putida rakkudes
ning nende omavahelist seost, konstrueerisime vastavate geenide suhtes defektsed P. putida
tived PaWATL, PaWATLUvrA, PaWATLUvrA2, PawATLUvrB, PaWUvrAUvtB ja
PaWATLUvrAUvrB. Nende tiivede konstrueerimine on tdpsemalt kirjeldatud bakalaureuset6o
Materjal ja metoodika osas. Tiived PaWUvrA, PaWUvrA2 ja PaWUvrB on konstrueeritud

meie laboris varem (Tark jt., 2008).

2.3.2. DNA alkuilkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni ja NER raja geenide

topeltdefektsuse koosmoju mutatsioonisagedusele kasvavates P. putida rakkudes

Kuna kirjanduses teadaolevalt peaks ATL osalema nukleotiidi véiljaloike
reparatsioonisiisteemis NER, siis jdrgnevalt uurisime ATL ja NER raja omavahelist moju
tildisele mutatsioonisagedusele kasvavates rakkudes, kasutades selleks rifampitsiini
resistentsuse tekkel pdhinevat testsiisteemi. Rifampitsiin seondub RNA poliimeraasi [3-
subiihikuga DNA/RNA kanalis ja peatab transkriptsiooni elongatsiooni. RNA poliimeraasi [3-
subtihikut kodeerib rpoB geen (Campbell jt., 2001). Rifampitsiini sisaldaval tardséotmel
suudavad kasvada vaid need bakterirakud, kellel on plaatimise eelselt kasvavas kultuuris
tekkinud mutatsioonid rpoB geenis (Garibyan jt., 2003, Jatsenko jt., 2010). Spontaansete
mutatsioonide tekkesageduse méadramiseks plaatisime nii algtiive PaW85, at/-defektse tiive
PaWATL, kui ka atl ja NER geenide topeltdefektsete tiivede rakke rifampitsiini sisaldavale

LB tdissdootmele ja jédlgisime kolooniate moodustumist 48 tunni jooksul.

Kasvavate rakkude mutatsioonisagedust madarasime ka plasmiidis pKTpheA22TAG
asuvat testslisteemi kasutades. Plasmiidne testsiisteem (joonis 3) sisaldab defektset pheAd
geeni, kus 22. koodon CTG on asendatud translatsiooni stoppkoodoniga TAG (Tegova jt.,
2004). pheA geen kodeerib fenooli monooksiligenaasi, mis vdimaldab siisinikuallikana
kasutada fenooli. P. putida algtiivi PaW85, milles plasmiidiga sisseviidud phed geen on
defektne, ei ole voimeline kasvama keskkonnas, kus ainsaks siisinikuallikaks on fenool. Kui
aga defektses phed geenis toimub stoppkoodonis TAG asendusmutatsioon, voib taastuda
funktsionaalne pheA geen, mille produkt on fenooli monooksiigenaas ja rakk saab
stisinikuallikana ~ kasutada  fenooli. Selline  testsiisteem  vOimaldab  jilgida
asendusmutatsioonide teket (Tegova jt., 2004). Kiesolevas to0s plaatisime plasmiidset
testsiisteemi sisaldavad eelpoolmainitud P. putida ATL ja NER defektsed tiived fenooli

sisaldavatele minimaaltassile ja jilgisime Phe™ revertantide teket. Kasvavate rakkude
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mutatsioonisageduse miirasime teisel pieval selektiivsootmetele tekkinud Phe” mutantide

arvukuse alusel.

Selgus, et P. putida uvrA-defektne PaWUvrA tiivi andis rifampitsiini testsiisteemi
kasutades mutaatorfenotiilibi (joonis 4A). Kuna UvrA-defektse tiive PaWUvrA puhul oli
katsekdikuvus véga suur, siis ATL osaluse statistilise olulisuse uurimiseks eemaldasime
analiilisist nii PaWUvrA kui ka PaWATLUvrA. Statistiliselt oluliste erinevuste leidmiseks
mutatsioonisageduste vahel kasutasime faktoriaalse ANOVA statistilise analiilisi meetodit ja
,»Tukey HSD” testi. Erinevus oli statistiliselt oluline, kui P < 0,05.

Kasutades Rif* testsiisteemi ndgime, et spontaansete mutatsioonide tekkesagedus jii
ATL-defektses tiives vdrreldes algse tiivega samale tasemele (joonis 4A). Rif® testsiisteemiga
mdddetuna oli statistiliselt oluliselt suurenenud aga RifS mutantide teke vorreldes algse
tivega PaW85 tiivedes PaWUvrB (P=0,000032) ja PaWUvrA2 (P=0,000032). Lisaks
leidsime, et oluline erinevus on ka tiivede PaWUvrB ja PAWATLUvrB mutatsioonisageduste
vordluses. ATLUvrB-topeltdefektses tiives oli vorreldes UvrB-defektse tiivega Rif® mutantide
tekkesagedus ligikaudu 10 korda madalam ja ATLUvrA2 suhtes topeltdefektses tiives
vorreldes UvrA2-defektse tiivega ligikaudu 18 korda madalam (P=0,000032). Saadud
tulemustest voiks jireldada, et kasvavates P. putida rakkudes hoiavad valgud UvrB ja UvrA2
dra spontaansete mutatsioonide tekkimist. Samas, kuna nii UvrB- kui ka UvrA2-defektses
tiives on ATL funktsionaalne, ent mutatsioonisagedus on korgem kui ATLUvrB- ja
ATLUvrA2-defektses tiives, siis vOib see viidata sellele, et ATL presenteerib kiill kahjustust
UvrA-le, aga NER rada edasi korrektselt ei toimi. Rif° mutantide tekkesagedus oli
PaWUrvAUvrB ning PaWATLUvrAUvrB tiivedes vdorreldes algse tiivega samal tasemel,
seega nende NER raja valkude puudumist kompenseerivad edukalt teised
reparatsioonimehhanismid. Aga kuna valimi maht on viike, oleks kindlasti vaja ka lisakatseid
teha, et eclnevat kindlalt viita. Statistilise analiiiisi tulemusel selgus, et Phe” revertantide
tekkel ei olnud tihegi uuritud liksikmutandi puhul statistiliselt olulist erinevust vorreldes algse
tiivega PaW85. Samuti ei olnud at/ ja NER raja geenide topeltdefektsetes tiivedes tekkinud
Phe” mutantide sageduses statistiliselt olulist erinevust vorreldes tiivega PaAWATL (joonis 4B).
Kahe testsiisteemi vaheline tulemuste erinevus voib tuleneda mutatsioonide mérklaua
asukohast genoomis. Rif testsiisteemi puhul asub mirklaud kromosoomis ja Phe”

testsiisteemi puhul plasmiidis.
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Joonis 4. (A) Rif® mutantide teke 1 x 10° elusraku kohta P. putida algses tiives PaW85 (wt)
ning at/ ja NER raja geenide defektsetes tiivedes. Joonisel on esitatud 20 sdltumatu
paralleelkatse keskmised tulemused ja keskvéartuste 95% usalduspiirid. (B) Teisel
katsepieval asendusmutatsioonide tulemusena tekkinud Phe" revertantide arvukus P. putida
algtiives PaW85 (wt) ning at/ ja NER raja geenide defektsetes tiivedes. Joonisel on esitatud
sOltuvalt tiivest 20-70 soltumatu paralleelkatse tulemused ja keskvéértuste 95% usalduspiirid.
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2.3.3. DNA alklulkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni defektsuse mdju

mutatsioonisagedusele nalgivates P. putida rakkudes

Selleks, et uurida atl geeni defektsuse moju mutatsioonisagedusele nélgivates P. putida
rakkudes, plaatisime pKTpheA22TAG testsiisteemi sisaldavaid P putida algtiive PaW85
rakke ja atl geeni suhtes defektse tlive PaWATL rakke fenooli minimaaltassile. Plasmiidsete
testsiisteemide kasutamisel ilmuvad Phe” kolooniad selektiivplaatidele alates katse teisest
pievast. Alates kolmandast pievast ilmunud Phe” kolooniates on mutatsioonid tekkinud aga
juba siisinikunéljas olevates rakkudes selektiivplaatidel (Kasak jt., 1997; Tegova jt., 2004).

Phe" revertantide teket jilgisime 14 pdeva jooksul. Tulemused on toodud joonisel 5.

20
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—_—WT

T%_ L “ —ATL
5 1 _/141 T

Phe™ mutante 107 raku kohta

4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14

Nalgimispaevad

Joonis 5. Asendusmutatsioonide tulemusel tekkinud Phe" revertantide akumulatsioon P
putida algses tiives PaW85 (WT) ja atl geeni defektses tiives PAWATL (ATL). Phe” mutantide
teke on arvutatud 1 x 10° elusraku kohta. Joonisel on esitatud 70 sdltumatu paralleelkatse

tulemused ja standardviga.

Joonisel 5 on niiha, et PAWATL Phe" revertante tekkis kuni katse kiimnenda pievani
sarnaselt algse tiivega PaW85. Katse viimastel pdevadel voib tiheldada mutatsioonisageduse
viikest suurenemist vorreldes algse tlivega. Eelnevalt on teada, et ATL eksponeerib
alkiiiilkahjustust NER reparatsioonisiisteemi ensiiiimidele, mis kahjustuse eemaldavad
(Onodera jt., 2010). Meie tulemuste pdhjal vOib aga jdreldada, et NER tootab piisavalt
efektiivselt ka ilma ATL valguta ja alles pikaajalisel ndlgimisperioodil voib osaleda ATL

statsionaarse faasi mutatsioonide tekkimise drahoidmisel. Samas on ka vOimalik, et tiives
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PaWATL kompenseerivad teised DNA reparatsioonisiisteemid ATL-i puudumise ja seetdttu on
mutatsioonisagedus sarnane algtiivega PaW85. Mutatsioonisageduse vidike tdus vaadeldud
nilgimisperioodi viimastel pdevadel voib tuleneda asjaolust, et pika nélgimisperioodi kestel
tekib endogeenselt selliseid alkiiiilivaid iihendeid, mis pdhjustavad suuremaid DNA
kahjustusi. Suuremaid DNA alkiiiilkahjustusi parandab aga NER rada ja ilmselt on vajalik
selleks ka ATL valk.

Kuna Phe” mutatsioonisagedus nilgivates P putida rakkudes oli DNA
alkiitilkahjustuste reparatsiooni suhtes defektses tiives PaWATL sarnane algtiivega, ent
arvatavat ATL valgu funktsiooni teades voiks eeldada tema puudumise moju
mutatsioonispektrile, otsustasime analiiiisida ka Phe” mutantide DNA jirjestust. Selleks, et
analiiiisida tekkinud PaWATL Phe” kolooniate mutatsioonispektrit, sekveneerisime kogu
nilgimisperioodi jooksul tekkinud Phe” revertantide DNA jirjestusi. Tulemused on toodud
tabelis 3.

Mutatsioonispektri analiiiis nditab, et sarnaselt algse tiivega PaW85 on ka tiives
PaWATL peamiseks Phe’ fenotiiiipi taastavaks asendusmutatsiooniks T>C [algses tiives
PaW85 77% ja PAWATL tiives 73,9% (P=0,4754)]. Samas statistiliselt oluliselt rohkem esineb
PaWATL tiive mutatsioonispektris G>C asendusmutatsioone [tiives PaW85 seda mutatsiooni
el esinenud ja tiives PaWATL oli 2,7% (P=0,0159)] ja A>C asendusmutatsioone [tiives
PaW85 0 ja tiives PAaWATL 1,8% (P=0,0494)], mis nditab, et ATL on nilgimisperioodi kestel

funktsionaalne ja osaleb nende mutatsioonide drahoidmisel ndlgivates P. putida rakkudes.

Tabel 3. P putida algse tiive PaW85 ja atl geeni defektse tiive PAWATL Phe” revertantide
TAG stoppkoodoni muutused kogu nélgimisperioodi véltel. *Saumaa jt., 2007. Statistiliselt

oluline erinevus algsest tiivest (P<0,05) on mérgitud tumedalt méirkega "

Sihtmidrk DNA muutus PaW85* PaWATL

TAG T>C 164 (77%) 82 (73,9%)
T>G 19 (9%) 7(6,3%)
T>A 1 (0,5%) 0
G>T 12 (5,6%) 2 (1,8%)
G>C 0 3(2,7%)"V
A>C 0 2 (1,8%)"
A>G 13 (6%) 9 (8,1%)
A>T 4 (1,9%) 6 (5,4%)

Kokku 213 111
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2.3.4. DNA alkuulkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni ja NER raja geeni uvrA

topeltdefektsuse koosmo6ju mutatsioonisagedusele nalgivates P. putida rakkudes

Selleks, et uurida uvr4 geeni defektsuse mdju ja atl uvr4 geenide topeltdefektsuse
koosmoju mutatsioonisagedusele nélgivates P. putida rakkudes, plaatisime pKTpheA22TAG
testslisteemi sisaldavaid P. putida algtiive PaW85 rakke, uvrA geeni defektse tiive PaWUvrA
rakke ja atl uvrA geenide topeltdefektse tiive PAWATLUvrA rakke fenooli minimaaltassile.
Phe" revertantide teket jilgisime 14 pdeva jooksul. Siisinikunilja tingimustes tekkinud Phe”

revertandid tekkisid alates katse kolmandast pievast. Tulemused on toodud joonisel 6.
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Joonis 6. Asendusmutatsioonide tulemusena tekkinud Phe” revertantide akumulatsioon P
putida algtiives PaW85 (WT), tiives PaAWATL (ATL), tives PaWUvrA (UvrA) ja tiives
PaWATLUvrA (ATLUvrA). Phe’ revertantide teke on esitatud 1 x 10° elusraku kohta.

Joonisel on esitatud soltuvalt tiivest 20-70 sdltumatu paralleelkatse tulemused ja standardviga.

Jooniselt 6 on ndha, et uvr4 geeni defektsuse korral on mutatsioonisagedus nélgivates
P. putida rakkudes oluliselt kdrgem algtiivest (ca 3 korda), millest vdib jireldada, et UvrA
valk osaleb mutatsioonide tekkimise drahoidmisel ndlgivates P. putida rakkudes. Samas, P.
putida tlves, kus on lisaks atl geenile ka uvrd geen deleteeritud (PaWATLUvrA), on
mutatsioonisagedus tousnud vorreldes uvrA-defektse tiivega, mis viitab sellele, et ATL osaleb
statsionaarses faasis P. putida uvrA-defektses tiives mutatsioonide drahoidmisel. Uldiselt
arvatakse, et NERi moju statsionaarse faasi mutatsioonidele on kas véga vdike vOi olematu

(Bridges, 1998; Foster, 1999). Varem on vaid iihes t60s ndidatud NERi moju statsionaarse
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faasi mutatsioonidele. 1995 aastal nditas Hall, et bakteris E. coli on mutatsioonisagedus
triiptofaani nilja korral 10>-10° korda kdrgem (Hall, 1995). Selleks, et analiilisida
PaWUvrA ja PaWATLUvrA Phe" kolooniate mutatsioonispektrit, sekveneerisime kogu
nélgimisperioodi jooksul tekkinud Phe" revertantide DNA jirjestust phed geenis. Tulemused
on toodud tabelis 4.

Mutatsioonispektri analiiiis néitab, et tiives PaWUvrA on oluliselt vihenenud T>C
asendusmutatsioonide teke vorreldes algtiivega PaW85 [tiives PaW85 77% ja tiives PAWUvrA
31% (P<10™)], mis viitab, et UvrA valk osaleb nende mutatsioonide tekitamises nilgivates P
putida rakkudes. Tiives PAWATLUvrA me seda erinevust ei nde vorrelduna tiivega PaW85
[tiives PaW85 on T>C asendusmutatsioone 77% ja tiives PAWATLUvrA 70% (P=0,2996)] ega
ka vordluses tiivega PaWATL [tiives PaWATL T>C asendusmutatsioone 73,9% ja tiives
PaWATLUvrA 70% (P=0,6569)]. Jérelikult on tiives PaWUvrA T>C asendusmutatsioonide
tekke langus pohjustatud ATL-i olemasolust.

Mutatsioonispektri analiiiisilt nieme veel, et vorreldes algse tiivega PaW85 on tiives
PaWUVvrA statistiliselt oluliselt suurenenud A>G asendusmutatsioonide [tiives PaW85 6% ja
tiives PaWUvrA 32,8% (P<10")] ja A>T asendusmutatsioonide [tiives PaW85 1,9% ja tiives
PaWUVrA 22,4% (P<10)] teke, mis niitab, et UvrA valk on oluline nende mutatsioonide
tekke drahoidmises nélgivates P. putida rakkudes. Tiives PAWATLUvrA on suurenenud A>G
asendusmutatsioonide teke vorreldes algse tiivega PaW85 [tiives PaW85 6% ja tiives
PaWATLUvVrA 28% (P<10)] ja samuti vdrrelduna tiivega PAWATL [tiives PAWATL 8,1% ja
tiives PAWATLUvrA 28% (P=0,008)]. Sellest voib jireldada, et tlives PAWATLUvrA ei oma

ATL-defektsus A>G asendusmutatsioonide tekkesageduse tdusus mingit osa.
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Tabel 4. P putida algse tiive PaW85 ja tiivede PaWUvrA ning PaWATLUvrA Phe’
revertantide TAG stoppkoodoni muutused kogu nélgimisperioodi véltel. *Saumaa jt., 2007.
Statistiliselt oluline erinevus algsest tiivest PaW85 (P<0,05) on vilja toodud tumedalt

mirkega "V ja statistiliselt oluline erinevus tiivest PAWATL (P<0,05) on vilja toodud tumedalt

mirkega *.
Sihtmirk DNA muutus PaWg85* PaWATL PaWUvrA PaWATLUvrA
TAG T>C 164 (77%) 82 (73,9%) 18 (31%)" 35 (70%)
T>G 19(9%)  7(6,3%) 4 (6,9%) 1 (2%)
T>A 1(0,5%) 0 0 0
G>T 12 (5,6%) 2 (1,8%) 3(5,2%) 0
G>C 0 3(2,7%)" 0 0
A>C 0 2 (1,8%)" 1(1,7%) 0
A>G 13(6%)  9(8,1%) 19 (32,8%)" 14 (28%)":A
A>T 4(1,9%)  6(5,4%) 13 (22,4%)"Y 0
Kokku 213 111 58 50

2.3.5. DNA alkutlkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni ja NER raja geeni uvrB

topeltdefektsuse koosmo6ju mutatsioonisagedusele nalgivates P. putida rakkudes

Selleks, et uurida uvrB geeni defektsuse moju ja at/ uvrB geenide topeltdefektsuse
koosmoju mutatsioonisagedusele nélgivates P. putida rakkudes, plaatisime pKTpheA22TAG
testslisteemi sisaldavaid P putida algse tiive PaW85 rakke, uvrB geeni defektse tiive
PaWUvrB rakke ja at/ uvrB geenide topeltdefektse tiive PaWATLUvrB rakke fenooli
minimaaltassile. Phe” revertantide teket jélgisime 14 pieva jooksul. Siisinikunilja tingimustes
tekkinud Phe” revertantide kolooniad ilmusid selektiivplaatidele alates katse kolmandast

paevast. Tulemused on toodud joonisel 7.
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Joonis 7. Asendusmutatsioonide tulemusena tekkinud Phe’ revertantide akumulatsioon P
putida algses tiives PaW85 (WT), tiives PAWATL (ATL), tiives PaWUvrB (UvrB) ja tlives
PaWATLUvrB (ATLUvrB). Phe” mutantide teke on arvutatud 1 x 10° elusraku kohta. Joonisel

on esitatud soltuvalt tiivest 20-70 sdltumatu paralleelkatse tulemused ja standardviga.

Jooniselt 7 on ndha, et uvrB-defektses tiives PAaWUvrB on mutatsioonisagedus oluliselt
korgem vorreldes algse tiivega PaW85, millest voib jareldada, et UvrB valk osaleb nilgivates
P putida rakkudes mutatsioonide tekkimise &drahoidmises. Tiives PaWATLUvrB on aga
mutatsioonisagedus vdrreldes tiivega PaWUvrB nélgimisperioodi viimastel pédevadel
langenud. Jarelikult pika ndlgimisperioodi véltel soodustab ATL-i olemasolu uvrB-defektses
P. putida tiives mutatsioonide teket.

Selleks, et analiiisida tekkinud PaWUvrB ja PaWATLUvrB Phe" kolooniate
mutatsioonispektrit, sekveneerisime kogu nilgimisperioodi jooksul tekkinud Phe" revertantide
pheA geeni jarjestusi. Tulemused on toodud tabelis 5.

Mutatsioonispektri analiiiis néitab, et tiives PaWUvrB on statistiliselt oluliselt
suurenenud A>C asendusmutatsioonide osakaal vorreldes algse tiivega PaW85 [tiives PaW85
0 ja tiives PaWUvrB 2% (P=0,0386)]. Jarelikult osaleb UvrB valk selle mutatsiooni tekkimise
drahoidmises nilgivates P. putida rakkudes. Samuti on A>C asendusmutatsiooni tekkesagedus
tousnud oluliselt tiives PAWATLUvrB vorreldes algse tiivega PaW85 [tiives PaW85 0 ja tiives
PaWATLUvrB 3,8% (P=0,0386)], kuid vdorrelduna tiivega PaWATL statistilist erinevust ei
esine, millest vOib jdreldada, et PaWATLUvrB tiives on A>C asendusmutatsioonide
tekkesageduse tous tingitud uvrB geeni defektsuse mdjust. See kinnitab, et UvrB valk osaleb

ndlgivates P. putida rakkudes selle mutatsiooni tekkimise drahoidmises.
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Tiives PAWATLUvrB esineb T>C asendusmutatsioone oluliselt vihem nii vorrelduna
algse tiivega PaW85 [tiives PaW85 77% ja tiives PAWATLUvrB 52,8% (P<10)] kui ka
vorrelduna tiivega PaWATL [tiives PaWATL 73,9% ja tiives PaWATLUviB 52,8%
(P=0,0018)]. Kuna tiivedes PaWATL ja PaWUvrB ei ole T>C asendusmutatsiooni
tekkesagedus oluliselt erinev algsest tiivest PaW85, kuid tiivi PaWATLUvrB on selle
mutatsiooni tekkesageduse suhtes oluliselt erinev nii algsest tiivest PaW85 kui ka tiivest
PaWATL, siis sellest voib jdreldada, et T>C asendusmutatsiooni tekkesageduse langus tiives
PaWATLUvrB on tingitud a#/ ja uvrB geenide defektsuse koostoimest.  Lisaks on tiives
PaWATLUvrB oluliselt tdusnud A>T asendusmutatsiooni tekkesagedus nii vorrelduna
algtiivega PaW85 [tiives PaW85 1,9% ja tiives PaWATLUviB 14,2% (P<10)] kui ka
vorrelduna tiivega PAWATL [tiives PAWATL 5,4% ja tiives PAWATLUvrB 14,2% (P=0,0294)].
Kuna tiivedes PAWATL ja PaWUvrB ei ole A>T asendusmutatsioonide tekkesagedus oluliselt
erinev algsest tiivest PaW85, kuid tiivi PAWATLUvrB on selle mutatsiooni tekkesageduse
suhtes oluliselt erinev nii algsest tiivest PaW85 kui ka tlivest PaWATL, siis sellest voib
jareldada, et A>T asendusmutatsioonide tekkesageduse oluline tdus tiives PAWATLUvrB on
tingitud atl ja uvrB geenide defektsuse koostoimest. Jérelikult hoiavad valgud ATL ja UvrB

nélgivates P. putida rakkudes koos dra A>T asendusmutatsioonide teket.

Tabel 5. P. putida algse tiive PaW8S5 ja tiivede PaWUvrB ning PAWATLUvrB puhul tekkinud
Phe" revertantide TAG stoppkoodoni muutused kogu nilgimisperioodi viltel. *Saumaa jt.,
2007. Statistiliselt oluline erinevus algsest tiivest PaW85 (P<0,05) on vélja toodud tumedalt

mirkega " ja statistiliselt oluline erinevus tiivest PaAWATL (P<0,05) on vilja toodud tumedalt

mirkega *.
Sihtméirk | DNA muutus |PaW85* PaWATL PaWUvrB PaWATLUvrB
TAG T>C 164 (77%) |82 (73,9%) 42 (84%) 56 (52,8%)": A
T>G 19 (9%) 7(6,3%) 4 (8%) 10 (9,4%)
T>A 1(0,5%) |0 0 0
G>T 12 (5,6%) |2 (1,8%) 3 (6%) 7 (6,6%)
G>C 0 3(2,7%)" 0 0
A>C 0 2 (1,8%)" 1 (2%)"V 4 (3,8%)"
A>G 13 (6%) 9 (8,1%) 0 14 (13,2%)
A>T 4(1,9%)  |6(5,4%) 0 15 (14,2%)"V: 4
Kokku 213 111 50 106
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2.3.6. DNA alklulkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni ja NER sisteemi kuuluva
geeni uvrA2 topeltdefektsuse koosmoOju mutatsioonisagedusele nalgivates P. putida
rakkudes

Selleks, et uurida uvrA2 geeni defektsuse moju ja atl uvr4A2 geenide topeltdefektsuse
koosmdju mutatsioonisagedusele nalgivates P. putida rakkudes, plaatisime pKTpheA22TAG
testsiisteemi sisaldavaid P putida algtive PaW85 rakke, uvr42 geeni defektse tiive
PaWUvrA2 rakke ja atl uvrA2 geenide topeltdefektse tiive PaWATLUvrA2 rakke fenooli
minimaaltassile. Phe" revertantide teket jilgisime 14 pideva jooksul. Siisinikunlja tingimustes
tekkinud Phe” revertantide kolooniad ilmusid selektiivsodtmele alates katse kolmandast

péevast. Tulemused on toodud joonisel 8.
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Joonis 8. Asendusmutatsioonide tulemusena tekkinud Phe’ revertantide akumulatsioon P
putida algses tiives PaW85 (WT), tiives PAWATL (ATL), tiives PaWUvrA2 (UvrA2) ja tiives
PaWATLUvrA2 (ATLUvrA2). Phe” mutantide teke on arvutatud 1 x 10° elusraku kohta.

Joonisel on esitatud soltuvalt tiivest 20-70 sdltumatu paralleelkatse tulemused ja standardviga.

Jooniselt 8 on nidha, et uwrA2 geeni defektsuse korral on mutatsioonisagedus
suurenenud vorreldes algse tlivega, millest voib jireldada, et UvrA2 valk on oluline
statsionaarse faasi mutatsioonide drahoidmisel P. putida rakkudes. Tiives PAWATLUvrA2 on
mutatsioonisagedus samal tasemel algse tlivega. Jarelikult soodustab ATL valgu olemasolu
nilgivates P. putida uvrA2-defektsetes rakkudes statsionaarse faasi mutatsioonide teket.

Selleks, et analiiiisida tekkinud PaWUvrA2 ja PaWATLUvrA2 Phe” kolooniate
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mutatsioonispektrit, sekveneerisime kogu nilgimisperioodi jooksul tekkinud Phe " revertantide
DNA jirjestusi. Tulemused on toodud tabelis 6.

Mutatsioonispektri analiiiis nditab, et tliives PaWUvrA2 on statistiliselt oluliselt
tousnud A>C asendusmutatsioonide osakaal vorreldes algtiivega PaW85[tiives PaW85 0 ja
tives PaWUvrA2 17,8% (P<107)]. Voiks oletada, et UvrA2 valk osaleb A>C
asendusmutatsioonide tekkimise drahoidmisel nélgivates P. putida rakkudes, kuid valimi maht
antud tiive puhul ei ole nii suur, et saaks seda kindlalt vdita. Antud valimi mahu juures ei ole
PaWATLUvrA2 tiive mutatsioonispekter statistiliselt erinev ei algse tiive PaW85 ega ka tiive

PaWATL puhul kirjeldatust.

Tabel 6. P. putida algse tiive PaW85 ja tiivede PAWATL, PaWUvrA2 ning PaWATLUvrA2
Phe” revertantide TAG stoppkoodoni muutused kogu nilgimisperioodi viltel. *Saumaa jt.,

2007. Statistiliselt oluline erinevus algsest tiivest PaW85 (P<0,05) on vélja toodud tumedalt

mirkega "
Sihtmark DNA muutus PaW85* PaWATL PaWUvrA2 PaWATLUvrA2
TAG T>C 164 (77%) 82 (73,9%) 29 (74,4%) 22 (71%)
T>G 19 (9%) 7 (6,3%) 1 (2,6%) 3 (9,5%)
T>A 1 (0,5%) 0 0 0
G>T 12 (5,6%) 2 (1,8%) 1 (2,6%) 2 (6,5%
G>C 0 3(2,7%)" 0 0
A>C 0 2 (1,8%)" 7(178%)Y 0
A>G 13 (6%) 9 (8,1%) 1 (2,6%) 2 (6,5%)
A>T 4 (1,9%) 6 (5,4%) 0 2 (6,5%)
Kokku 213 111 39 31
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2.3.7. DNA alkiuulkahjustuste reparatsioonis osaleva atl geeni ja NER susteemi
kuuluvate uvrA ja uvrB geenide defektsuse koosm6ju mutatsioonisagedusele nalgivates
P. putida rakkudes

Selleks, et uurida uvrd ja uvrB geenide topeltdefektsuse koosmoju ning atl, uvrA ja
uvrB geenide kolmikdefektsuse koosmoju mutatsioonisagedusele nélgivates P putida
rakkudes, plaatisime pKTpheA22TAG testsiisteemi sisaldavaid P putida algtiive PaW85
rakke, uvrdA uvrB geenide topeltdefektse tive PaWUvrAUvrB rakke ning at/, uvr4 ja uvrB
geenide kolmikdefektse tiive PaWATLUvrAUvrB rakke fenooli minimaaltassile. Phe"
revertantide teket jilgisime 14 pdeva jooksul. Siisinikunilja tingimustes tekkinud Phe"
revertantide kolooniad ilmusid selektiivsootmetele alates katse kolmandast péevast.

Tulemused on toodud joonisel 9.
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Joonis 9. Asendusmutatsioonide tulemusena tekkinud Phe’ revertantide akumulatsioon P
putida algses tiives PaW85 (WT), tiives PaWATL, tiives PaWUvrAUvrB (UvrAUvrB) ja
tiives PAWATLUvrAUvrB (ATLUvrAUvrB). Phe" mutantide teke on arvutatud 1 x 10°
elusraku kohta. Joonisel on esitatud soltuvalt tiivest 20-70 sdltumatu paralleelkatse tulemused

ja standardviga.

Jooniselt 9 on néha, et nélgivas P. putida tiives PAaWUvrAUvrB on mutatsioonisagedus
méirgatavalt tdusnud (ca 5 korda) vorreldes algse tiivega PaW85. Jirelikult hoiavad valgud

UvrA ja UvrB koos 4#ra statsionaarse faasi mutatsioonide tekkimist. Tiives
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PaWATLUvrAUvrB on aga mutatsioonisagedus vorreldav algses tiives PaW85 mdodetuga.
See tuleneb ilmselt sellest, et tliives PaWUvrAUvrB seondub ATL valk DNA
alkiitilkahjustusega, kuid kuna UvrA,UvrB kompleksi ei ole, mis peaks ATL-i eksponeeritud
kahjustuse dra tundma, siis ATL valk jddb DNA kahjustust kaitsma ja DNA siintees iile
kahjustuse on vigaderohke. Tekkinud vead on ilmselt sellised, mida teised
reparatsioonisiisteemid dra ei tunne vOi ei paranda nii efektiivselt P. putida statsionaarse faasi
rakkudes. Tiives PaWATLUvrAUvrB aga ei ole ATL valku, mis kahjustust kaitseks ning
kahjustus on kéttesaadav teistele alkiililkahjustusi parandavatele reparatsiooniradadele ning
seetOttu on mutatsioonisagedus sarnane algse tlivega PaW85.

Selleks, et analiitisida tekkinud PaWUvrAUvrB Phe' kolooniate mutatsioonispektrit,
sekveneerisime kogu nilgimisperioodi jooksul tekkinud Phe’ revertantide DNA jirjestusi.
Tulemused on toodud tabelis 7. Nilgimisperioodil tiives PAWATLUvrAUvrB tekkinud Phe”
revertantide mutatsioonispektrit uuritud ei ole.

Mutatsioonispektri analiilis niitab, et tiive PaWUvrAUvrB puhul on statistiliselt
oluliselt langenud T>C asendusmutatsioonide hulk [tiives PaW85 77% ja tiives
PaWUvrAUvrB 23,2% (P=0,00)]. Kuna sama nieme ka tiive PaWUvrA puhul, kuid mitte
PaWUvrB tiive puhul, siis ilmselt ongi see wuvrA-defektsuse mdju. Samuti on A>G
asendusmutatsioonide esinemissageduse oluline suurenemine tiives PAWUvrAUvrB vorreldes
algse tiivega PaW85 [tiives PaW85 6% ja tiives PaAWUvrAUvVIB 33,9% (P<I10™)] ja A>T
asendusmutatsioonide osakaalu oluline suurenemine vdrreldes algse tiivega PaW85 [tiives
PaW85 1,9% ja tiives PaWUvrAUviB 23,2% (P<10)] tingitud ilmselt uvr4-defektsuse
mojust, kuna sama ndeme ka PaWUvrA tiive puhul, kuid mitte PaWUvrB tiive puhul. A>C
asendusmutatsioonide statistiliselt oluline tous tiives PAWUvrAUvrB vorreldes algse tlivega
PaW85[tiives PaW85 0 ja tiives PaAWUvrAUvIB 8,9% (P<I0™)] on ilmselt tingitud wvrB-
defektsuse mdjust, kuna sama mutatsiooni tdusu on nédha ka tiives PaWUvrB, kuid mitte tiives
PaWUvrA. Tiives PaWUrvAUvrB ndeme T>A asendusmutatsiooni statistiliselt olulist tdusu
vorreldes algse tiivega PaW85 [tives PaW85 0,5% ja tives PaWUvrAUvrB 3,6%
(P=0,0492)], kuid vorreldes tiivedega PaWUvrA voi PaWUvrB ei esine statistiliselt olulist
erinevust, millest vOib jireldada, et UvrA ja UvrB valgu koostoimel hoitakse dra T>A

asendusmutatsioonide teket nilgivates P. putida rakkudes.
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Tabel 7. P. putida algse tiive PaW85, tiive PaWATL ja tiive PAWUvrAUvrB puhul isoleeritud
Phe" revertantide TAG stoppkoodoni muutused kogu nilgimisperioodi viltel. *Saumaa jt.,
2007. Statistiliselt oluline erinevus algse tiive puhul kirjeldatud mutatsioonidest (£<0,05) on

vilja toodud tumedalt mérkega "

Sihtmidrk DNA muutus PaW85* PaWUvrA PaWUvrB PaWUvrAUvrB
TAG T>C 164 (77%) 18 (31%)" 42 (84%) 13 (23,2%)"
T>G 19 (9%)  4(6,9%) 4 (8%) 3 (5,4%)
T>A 1(0,5%) 0 0 2 (3,6%)"
G>T 12 (5,6%) 3 (5,2%) 3 (6%) 1(1,8%)
G>C 0 0 0 0
A>C 0 1(1,7%) 1 (2%)"V 5 (8,9%)"
A>G 13(6%) 19 (32,8%)"W 0 19 (33,9%)"
A>T 4(1,9%) 13(22,4%)" 0 13 (23,29%)"
Kokku 213 58 50 56
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KOKKUVOTE

Kuna bakterite looduslikus elukeskkonnas on eluks vajalikud tingimused limiteeritud,
siis on bakterid looduses enamasti statsionaarses faasis. Statsionaarses faasis aga kuhjuvad
mutatsioonid, mis vdivad aidata kohaneda olemasolevate elutingimustega, kuid liialt korge
mutatsioonisagedus on kahjulik ja seepérast on vajalik, et mutatsioonisagedus oleks madal.
Stabiilse genoomi saavutamiseks on bakterites vélja kujunenud erinevad DNA

reparatsioonimehhanismid.

Kédesoleva t60 kirjanduse iilevaates andsin {levaate peamistest DNA
reparatsioonimehhanismidest bakteris E. coli ja statsionaarse faasi mutatsioonide
tekkemehhanismidest bakterites E. coli ja P. putida. Veel andsin iilevaate enamlevinud
alkiitilivatest ithenditest, nende iihendite tekitatud DNA kahjustustest ja alkiiiilkahjustuste
reparatsioonist ning lisaks kirjutasin ka sellest, mis on praeguseks teada hiljuti avastatud

alkiitiltransferaasi sarnasest valgust ATL.

Too praktilises osas uurisin alkiitilkahjustuste reparatsioonis osaleva ATL valku
kodeeriva at/ geeni defektsuse mdju mutatsioonisagedusele kasvavates ja nilgivates P. putida
rakkudes. Lisaks uurisin at/ geeni ja NER reparatsiooniraja ensiiiimide topeltdefektsuse mdju

mutatsiooniprotsessidele kasvavates ja nélgivates P. putida rakkudes.

Kéesoleva t66 tulemused voib kokku vdtta jargnevalt:

1. P putida alkiiiltransferaasi sarnast valku kodeeriva a#/ geeni defektsuse korral jdi
mutatsioonisagedus kasvavates P. putida rakkudes algtiivega PaW85 samale tasemele.
ATL-i  puudumist kasvavates rakkudes kompenseerivad ilmselt teised

alkiitilkahjustuste reparatsioonisiisteemid.

2. P putida NER rajas osalevaid UvrB ja UvrA2 valke kodeerivate uvrB ja uvrA2
geenide defektsuse korral oli spontaansete mutatsioonide tekkesagedus kasvavates
rakkudes statistiliselt oluliselt suurenenud vdorreldes algse tiivega PaW85, mis viitab
sellele, et kasvavates P. putida rakkudes osalevad valgud UvrB ja UvrA2 spontaansete
mutatsioonide drahoidmises. Samas ATLUvrB-topeltdefektses tiives oli spontaansete

mutatsioonide tekkesagedus vorreldes tiivega PaWUvrB ligikaudu 10 korda ja
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ATLUvrA2-topeltdefektses tiives vorreldes tiivega PaWUvrA2 ligikaudu 18 korda
madalam. Seega kuna nii UvrB- kui ka UvrA2-defektses tiives on ATL funktsionaalne,
ent mutatsioonisagedus on kdrgem kui ATLUvrB- ja ATLUvrA2-defektses tiives, siis
vOib see viidata sellele, et ATL presenteerib kiill kahjustust UvrA-le, aga NER rada

edasi korrektselt ei toimi ja ATL olemaolu soodustab seega mutatsioonide teket.

atl geeni inaktiveerimine P putida tlives suurendas statsionaarse faasi
mutatsioonisagedust monevorra vorreldes algtiivega alles vaadeldud nélgimisperioodi
kahel viimasel paeval, millest voib jareldada, et NER tootab piisavalt efektiivselt ka
ilma ATL valguta ja alles pikaajalisel nidlgimisperioodil voib ATL osaleda statsionaarse
faasi mutatsioonide tekkimise drahoidmisel. ATL-i puudumist vdivad kompenseerida
ka teised alkiiiilkahjustuste reparatsioonisiisteemid nilgivates P. putida rakkudes.
Mutatsioonisageduse vidike tous vOib olla pohjustatud ka sellest, et pika
ndlgimisperioodi jooksul tekivad sellised endogeensed alkiiiilivad iihendid, mis
pohjustavad suuremaid DNA alkiitilkahjustusi, mida parandab vaid NER rada ja ATL
vOib olla suuremate kahjustuste presenteerimisel NER rajale hédavajalik.
Mutatsioonispektri analiiiisist selgus, et ATL on nélgimisperioodi kestel funktsionaalne
ja oluline nélgivates P. putida rakkudes G>C ja A>C asendusmutatsioonide tekkimise

arahoidmisel.

. NER raja valke kodeerivate uvrA, uvrB ja uvrA2 geenide inaktiveerimine bakteris P,
putida tOstis statsionaarse faasi mutatsioonide tekkesagedust vorreldes algtiivega.
Seega osalevad NER raja valgud mutatsioonide tekke &rahoidmises nilgivates P

putida rakkudes ning UvrA ja UvrB osalevad selles protsessis ilmselt koos.

ATL valgul on t66s uuritud NER suhtes inaktiivsetes tiivedes nélgivates rakkudes
toimuvatele mutatsiooniprotsessidele kahetine moju: uvrd geeni defektsuse korral
osaleb ATL statsionaarse faasi mutatsioonide tekkimise drahoidmisel, seevastu uvrB ja
uvrA2 defektsuse puhul ning uvrB ja uvrA topeltdefektsuse korral soodustab ATL
olemasolu statsionaarse faasi mutatsioonide tekkimist vaadeldud nédlgimisperioodi
viltel. NER raja inaktiveerimine at/-defektses tiives (PaWATLUvrAUvrB) ei
mojutanud statsionaarse faasi mutatsioonisagedust vorreldes algtiivega, seega jidb sel
juhul alkiitilkahjustus kéttesaadavaks teistele (alkiiiilkahjustuste) reparatsioonis

osalevatele siisteemidele.
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6. Mutatsioonispektrite analiilis néitas, et koik vaadeldud NER raja valgud on
nélgimisperioodi viltel funktsionaalsed. UvrA osaleb A>G ja A>T ning UviB A>C
asendusmutatsioonide tekkimise drahoidmisel. UvrA ja UvrB koostoimel hoitakse dra
T>A asendusmutatsioonide teket. UvrA valk osaleb T>C asendusmutatsioonide
tekitamises juhul, kui ATL on funktsionaalne ning ATL ja UvrB hoiavad koos dra A>T

asendusmutatsioonide teket.
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RESUMEE

The involvement of alkyltransferase-like protein in the mutational processes in
bacterium Pseudomonas putida
Kaarel Laak

Resume

There are many factors limiting the growth of bacteria in the nature, such as pH,
osmolarity and temperature. In addition, the availability of nutrients is also limited. For that
reason, bacteria are mostly in the stationary phase in the nature. In the stressful situations
bacteria start to evolve rapidly, whereas mutants that are more adapted to the environment will
become majority. The rapid evolvment of such bacteria is caused by mutations accumulating
in the cells of stationary phase and mutations themselves are caused by endogenous and
exogenous DNA damaging agents and radiation. The endogenous DNA damaging agents are
mainly alkyl compounds and reactive oxygen species. Mutations may provide better
adaptability with environment, but in very high rate they become harmful for the cells.
Thereby it is necessary, that the mutation rate is kept low in the cell. In order to preserve the
stability of the genom, bacteria have many different DNA repair mechanisms. The mutational
processes occurring in growing and stationary phase bacteria are different and as bacteria in
their natural environments are in stationary phase most of the time, it is necessary to

understand what kind of mechanisms trigger such mutations.

In the literature review of my study I gave an overview of most known repair
mechanisms in bacterium E. coli and mutation generation mechanisms in stationary phase in
bacteria E. coli and P. putida. Furthermore, I described some common alkylating agents, the
DNA damages these compunds cause, DNA alkylation damage repair systems, and also
described all the known data of ATL, the alkyltransferase-like protein, that has been recently

discovered.

In the experimental part of my work, I firstly studied the effect of inactivation of the
atl gene encoded by ATL protein to the mutational processes in growing and starving P. putida
cells. Secondly, I studied the impact of a#/ gene deficiency in nucleotide excision repair

deficient backgrounds to the mutational processes in growing and starving cells of P. putida.
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The results of this research is summarized as follows:

1.

The mutation frequency in growing P. putida cells deficient in a#/ gene which encodes
for alkyltransferase-like protein, was comparable with that of wild type cells of P,
putida strain PaW85. The absence of ATL in growing cells is probably compensated

by other alkylation damage repair systems.

Compared to the wild type PaW85, the frequency of spontaneous mutations measured
with the Rif® testsystem is statistically significantly increased in the uvrB- and uvrd2-
deficient cells ,encoding for NER pathway proteins UvrB and UvrA2, respectively.
This indicates that UvrB and UvrA2 proteins participate in avoidance of spontaneous
mutations in P. putida cells. The frequency of spontaneous mutations in ATLUvrB
double defective strain was decreased about 10 times compared to the PaWUvrB
strain. Similarly, the frequency of spontaneous mutation in ATLUvrA2 double
defective strain was decreased about 18 times compared with PaWUvrA2 strain.
Therefore, as in uvrB- and in uvrA2-defective strains ATL is functional, but the
mutation frequency is higher than in ATLUvrB- and in ATLUvrA2-defective strains. It
might indicate that although ATL presents the damage to UvrA, NER pathway does

not function properly and the existence of ATL induces mutagenesis.

The inactivation of at/ gene in P. putida strain increased the mutation frequency of
stationary phase cells compared to the wild type bacteria during the last days of the
starvation period studied. From this it is possible to conclude that without the
functional ATL protein NER works efficiently enough and that ATL can participate in
the prevention of mutations in stationary phase only in a longer starvation period.
Other alkylation damage repair systems can also compensate the absence of ATL in
starving P. putida cells. The minor increase in mutation frequency might also be
caused by the fact that during a long starvation period endogenous alkylating
compounds, that cause larger DNA alkyl damages to form can only be repaired by
NER pathway and ATL could be essential in presenting these damage to NER. The
mutation spectra analysis indicates that ATL is functional during the starvation period
studied and important in prevention of the generation of G>C and A>C substitution

mutations in starving P. putida cells.
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4. The inactivation of uvrd, uvrB and uvrA2 genes that encode for the NER pathway
proteins in P. putida increased the frequency of stationary phase mutations compared
to the wild type. Therefore, the NER pathway proteins participate in prevention of the
mutagenesis in starving P. putida cells and UvrA and UvrB are probably participating

together in this process.

5. ATL protein can influence the investigated mutation processes in NER-inactive strains
and starving cells in two ways: in the case of a defective uvr4 gene ATL participates in
preventing the stationary phase mutagenesis and in the case of uvrB and uvr4 double
defective cells ATL induces the stationary phase mutagenesis during the observed
starvation period. The inactivation of NER pathway in at/-defective strain
(PaWATLUvrAUvrB) did not influence the stationary phase mutation frequency
compared to the wild type, therefore in this case the alkyl damage remains accessible

to other systems that participate in repair.

6. The mutation spectra analysis showed that all the observed proteins of NER pathway
are functional during the starvation period studied. UvrA participates in prevention of
generation of A>G and A>T substitution mutations whereas UvrB prevents the
occurrence of generation of A>C substitution mutation. With interaction of UvrA and
UvrB, T>A substitution mutations are avoided. UvrA protein participates in the
generation of T>C substitution mutations in the case of functional ATL and ATL

together with UvrB prevent the generation of A>T substitution mutations.
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