TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT
GENEETIKA OPPETOOL

Kahekomponentse signaalsiisteemi GacS-GacA moju mullabakter Pseudomonas putida
mutatsioonisagedusele
Magistritoo
30 EAP

Triin Uussaar

Juhendajad PhD Heili llves

MSc Karl Jirgenstein

TARTU 2022



Infoleht

Kahekomponentse signaalsiisteemi GacS-GacA moju mullabakter Pseudomonas putida
mutatsioonisagedusele

Bakterite elukeskkond on kiirelt muutuv. Keskkonnatingimuste tunnetamiseks on
bakterites signaalslisteemid, mis vastavalt keskkonnas toimunud muutustele muudavad
bakteriraku fisioloogiat. Gram-negatiivsete bakterite seas on konserveerunud GacS-GacA
kahekomponentne signaalslisteem. Pseudomonaadides reguleerib GacS-GacA
signaalslisteem vastusena keskkonnastiimulitele nii sekundaarsete metaboliitide siinteesi,
virulentsust kui biofilmi moodustumist. Lisaks on leitud, et Pseudomonas putida rakkudes
pohjustab gacS-i defektsus mutatsioonisageduse tousu. Kdesoleva t66 eesmark oli leida, kas
sensorvalgu GacS-i efekt mutatsioonisagedusele toimib |abi regulaatorvalgu GacA. Leiti, et P.
putida PaW85 gacS- ning gacA-defektse tive puhul on suurenenud mutatsioonisagedus
nalgivates rakkudes ning lisaks uuriti mutatsioonisageduse tdusu pdhjuseid.

MarksOnad: GacS-GacA signaalsiisteem, ROS, mutatsioonisagedus

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The effect of two-component signal system GacS-GacA on mutagenesis in Pseudomonas
putida

The living environment of bacteria is rapidly changing. To sense environmental
conditions, bacteria have signalling systems that change the physiology of the bacterial cell
according to the changes in environment. The GacS-GacA two-component signal system is
conserved among Gram-negative bacteria. In pseudomonads, the GacS-GacA signalling
system regulates the synthesis of the secondary metabolites, virulence, and biofilm formation
in response to environmental stimuli. In addition, defective gacS has been found to increase
the mutation rate in Pseudomonas putida. The aim of this study was to determine whether
the effect of the sensor protein GacS on the mutation rate is mediated by the regulatory
protein GacA. It was found that the Pseudomonas putida PaW85 gacS- and gacA-defective
strains have an increased mutation rate in starving cells and the causes of the mutation rate
was investigated.
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Sissejuhatus

Bakterid kohanevad kiirelt muutuvate keskkonnatingimustega. Erinevate
keskkonnastiimulite tunnetamiseks on bakteritel signaalsiisteemid, mis reguleerivad naiteks
rakkude jagunemist, virulentsust ja resistentsust antibiootikumidele. Kahekomponentsed
signaalslisteemid koosnevad enamasti kahest valgust — sensorist ja regulaatorist. Sensor
tunnetab keskkonnast tulevaid signaale ja aktiveerib regulaatori, mis omakorda kaivitab
muutused geeniekspressioonis. Gram-negatiivsete bakterite seas on konserveerunud
kahekomponentne signaalsiisteem GacS-GacA (Falke jt., 1997; Hellingwerf jt., 1998; Blumer
jt, 1999; Heeb ja Haas, 2001; Wang jt., 2021).

Gac-signaalslisteem on globaalne antibiootikumi ja tstaniidi slinteesi aktivaator
(Lapouge jt., 2008). Pseudomonaadides on leitud, et GacS-GacA signaalsiisteem reguleerib
sRNA-sid, mis omakorda aktiveerivad sekundaarsete metaboliitide slinteesi (Brecic jt., 2009).
On kirjeldatud, et defektse Gac-signaalsiisteemi puhul pole Pseudomonas syringae pv.
syringae vdimeline pdhjustama oataimedel bakteriaalset pruunlaiksust (Willis jt., 1990;
Hrabak ja Willis, 1992) ning Pseudomonas fluorescens-is vaheneb fungitsiidse toimega
sekundaarsete metaboliitide produktsioon (Laville jt., 1992). Meie laboris on varasemalt
naidatud, et GacS-GacA signaalslisteemi sensori GacS-i defektsuse korral suureneb
mutatsioonisagedus Pseudomonas putida PaW85 statsionaarse kasvufaasi rakkudes (Tagel jt.,
2016). Mutatsioonisagedust statsionaarses kasvufaasis voivad mojutada reaktiivsete
hapnikutihendite (ROS) kuhjumine (Lemire jt., 2017), vigutegevate DNA polliimeraaside
kasutuselevott (Foster, 2005; Foster, 2007) ja DNA reparatsioonimehhanismi valkude
ekspressiooni mahasurumine (Foster, 2005; Foster, 2007; Matic, 2016).

Kadesoleva t66 eesmargiks on valja selgitada, kas t66grupi varasemates katsetes nahtud
Gac-signaalslisteemi sensorvalgu GacS-i moju Pseudomonas putida mutatsioonisagedusele
statsionaarses faasis toimib labi signaaliraja regulaatorvalgu GacA ning mis voiksid olla

suurenenud mutatsioonisageduse pdhjused.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1 Kahekomponentsed signaalsiisteemid

Bakterid kohanevad kiirelt muutuvate keskkonnatingimustega. Muutunud
tingimustele reageerimist véimaldavad signaalstisteemid, mille abil on bakterirakk voimeline
tunnetama keskkonnast tulevat signaali, mis vdib olla nii abiootilist (pH, temperatuur,
osmolaarsus jt.) kui biootilist (kvoorumi tunnetamine, bakteriraku vanus) paritolu.
Signaalsisteemid reguleerivad bakterites naiteks rakkude jagunemist, virulentsust,
antibiootikumide resistentsust, lilkkumist atraktandi poole vdi repellendist eemale (Falke jt.,
1997; Hellingwerf jt., 1998; Blumer jt, 1999; Heeb ja Haas, 2001; Wang jt., 2021).

Naiteks Escherichia coli kahekomponentse signaalsiisteemi EnvZ-OmpR sensor EnvZ
tunnetab muutunud osmolaarsust. Signaalslisteemi regulaator OmpR kontrollib
membraaniporiinide OmpC ja OmpF transkriptsiooni. OmpF ja OmpC membraaniporiinid
lasevad labi vaikeseid hidrofiilseid molekule nagu suhkrud ja peptiidid. Kui E. coli elab
keskkonnas, kus on korges kontsentratsioonis toitaineid, nagu imetajate soolestik, siis
ekspresseeritakse rakkudes valku OmpC, mis moodustab vdiksema diameetriga poriini. Kui
keskkonna toitainesisaldus on vaiksem, naiteks veekogus, siis slinteesitakse suuremat valku
OmpF, mis moodustab suurema poriini. OmpF poriini kaudu toimub molekulide liikumine
rakku 10 korda kiiremini kui labi OmpC poriini (Slauch ja Silhavy, 1996; Egger jt., 1997).

Agrobacterium tumefaciens-i VirA-VirG signaalslisteem tunnetab taime eksudaate
ning vastusena aktiveerib virulentsusega seotud vir geenide ekspressiooni. Sensor VirA
tunnetab keskkonnas olevaid fenooliihendeid, monosahhariide ning madalat pH-d, mis
viitavad taimekahjustusele ning aktiveerib signaalsiisteemi regulaatori VirG. VirG on
transkriptsiooni regulaator, mis aktiveerib vir-geenide (virA, virB, virC, virD, VirE, virG)
ekspressiooni. Vir-geenide ekspressioon on oluline bakterile taime nakatamiseks — VirC
suunab endonukleaasi VirD T-DNA otstesse, VirB muudab bakterimembraani arhitektuuri, et
saaks toimuda T-DNA llekanne taimerakkudesse, Giheahelalist T-DNA-d , kaitseb” nukleaaside
eest VirE (Gelvin ja Habeck, 1989; Gross jt., 1989; Pazour ja Das, 1989; Wise ja Binns, 2016).

Bakteritel on keskkonna tunnetamiseks mitmeid signaalsiisteeme, mis koik vdivad
tootada paralleelselt voi hierarhiliselt (Hellingwerf jt., 1998). Naiteks on Escherichia coli tiives
K12 leitud 28 sensorkinaasi ning 32 vastuse regulaatorit ning Pseudomonas aeruginosa tlives
PAO1 vastavalt 63 ja 64 (Sultan jt., 2021). Signaalsiisteemide paralleelsest t66st annab aimu

Bacillus subtilis-e Spo slisteem, mis on seotud sporulatsiooni reguleerimisega ning kus Uks



sensorkinaas aktiveerib rohkem kui Gihe regulaatori (Burbulys jt., 1991). Samuti on vGimalik,
et Uht regulaatorit fosforiiilivad mitmed sensorkinaasid. Naiteks E. coli nitraaditundlikus Nar
susteemis fosforidlivad regulaatorit NarL kaks sensorit — NarQ ja NarX (Schroder jt., 1994).
Kahekomponentsed signaalstisteemid koosnevad enamasti kahest valgust — sensorist
ja regulaatorist. Sensor tunnetab keskkonnast tulevaid signaale ning regulaator kaivitab
muutused geeniekspressioonis (joonis 1A) (Falke jt., 1997; Hellingwerf jt., 1998; Heeb ja Haas,
2001; Wang jt., 2021). Enamasti on sensoriks histidiinkinaasse aktiivsusega valk. Sensori N-
terminuses asub vahemalt kaks transmembraanset a-heeliksit, mis ankurdavad valgu
membraani. Tsutoplasmaatilises C-terminuses asub histidiinkinaasne osa, mis signaali
olemasolul autofosforileerub. K&igil histidiini kinaasidel on kaks darmiselt konserveerunud
domeeni: dimerisatsiooni- ja histidiini fosfotransferaasi ehk DHp domeen ning kataliditilis- ja

ATP sidumisdomeen ehk CA (joonis 1B).

A B
SIGNAAL
H D Hi SIGNAAL \
—)

HISTIDIINI
KINAAS

3 HTH

@nu——f——x

l

REGULAATORSED GEENID H SIHTMARK GEENID % VASTUS

Joonis 1: A. Signaali llekanne kahekomponentses signaalsiisteemis. Transmembraanne
aktiveerunud sensor (1), sensori konserveerunud histidiinilt fosfortilrihma Ulekanne (2),
aktiveeritud regulaator (3) (Heeb ja Haas, 2001, muudetud).

B. Kahekomponentse signaalsiisteemi sensor. Dimerisatsiooni- ja histidiini fosfotransferaasi
ehk DHp domeen, katalidtilis- ja ATP sidumisdomeen ehk CA (Capra ja Laub, 2012,
muudetud).

Signaali aratundmisel toimub sensoris autofosforiilatsiooni reaktsioon, kus leiab aset
ATP-seoseline histidiini  fosforiilimine. Konserveerunud histidiini  jaagilt kantakse
fosforlllriihm edasi regulaatori N-terminuses konserveerunud aspartaadijaagile, kus
regulaatori fosforiillimine kutsub esile viimase konformatsioonilise muutuse. Selline
konformatsiooniline muutus on oluline sihtmark geenide ekspressiooni reguleerimiseks

(joonis 1A) (Hellingwerf jt., 1998; Pirrung, 1999; Capra ja Laub, 2012).



1.2 Kahekomponentne signaalsiisteem GacS - GacA

Kahekomponentne signaalsilisteem GacS-GacA on konserveerunud Gram-negatiivsete
bakterite seas. Gac-lihend tuleneb valgu funktsioonist, mis on globaalne antibiootikumi ja
tsianiidi slinteesi aktivaator (Lapouge jt., 2008). Esmalt kirjeldati 1990. aastal taimepatogeenil
Pseudomonas syringae pv. syringae (isolaadil B728a) gacS geen, mida tol ajal nimetati lemA
(Willis jt., 1990). Pseudomonas syringae pv. syringae isolaat B728a pdhjustab oataimedel
bakteriaalset pruunlaiksust. Leidmaks P. syringae geene, mis pohjustavad bakteriaalset
pruunlaiksust, anallusiti P. syringae isolaadi B728a transposoonmutante, kes ei suutnud laike
tekitada. Leiti, et minitransposooni sisenemisel lemA geeni olid P. syringae rakud kaotanud
vOime tekitada oataime lehtedel ja kaunadel pruune laike (Willis jt., 1990; Hrabak ja Willis,
1992). Lisaks leiti, et P. syringae lemA mutandil oli vdhenenud proteaaside ning toksiini
stiringom{itsiini produktsioon (Hrabak ja Willis, 1992). Samuti on naidatud, et Pseudomonas
putida tuves PaW85 mitte-funktsioneeriva GacS valgu korral on suurenenud
mutatsioonisagedus statsionaarses kasvufaasis (Tagel jt., 2016).

gacA geeni kirjeldati esmalt bakteris Pseudomonas fluorescens, kus naidati, et selle
puudumine vdahendab fungitsiidse toimega sekundaarsete metaboliitide produktsiooni (Laville
jt., 1992). Paar aastat hiljem leiti, et GacA moodustab GacS-iga signaalstisteemi. Nimelt otsisid
Rich ja kolleegid Pseudomonas syringae pv. syringae spontaanseid mutante, kelle fenotilp
oleks gacS mutandi sarnane — vahenenud ekstratsellulaarsete proteaaside ja toksiini
siringomdtsiini tootmine ning samuti vahenenud oataime nakatamisvéime. Leiti gacS
mutandi fenotlilibiga sarnaseid spontaanseid mutante, kelle fenotlilp ei taastunud, kui
rakkudesse viidi gacS geen. Rich ja kolleegid spekuleerisid, et sellised spontaansed
mutatsioonid, mistdttu on fenotllip sarnane gacS mutandi fenotliilibiga, saavad olla GacS
reguleeritavas valgus. Vottes aluseks Laville ja kolleegide andmed (1992), tuvastatigi gacA
geen ning naidati, et see on Gac-signaalslisteemi regulaator (Rich jt., 1994).

GacS-GacA signaalsisteem kontrollib pseudomonaadides positiivselt RsmX/Y/Z
SRNA-de ekspressiooni, mis seonduvad sekundaarse metabolismi repressori RsmA-ga ning
aktiveerivad seetottu sekundaarsete metaboliitide slnteesi. Pseudomonas aeruginosa-s
reguleerib GacA otseselt sRNA geene, milleks on rsmY (dratundmisjarjestus:
TGTAAGCCAAGGCTTACA) ja rsmZ (aratundmisjarjestus: TGTAAGCATTAACTTACA) (Brecic jt.,
2009). P. aeruginosa-s reguleerivad RsmY ja RsmZ sRNA-d kvoorumitunnetust ning
ekstratsellulaarsete (ihendite produktsiooni (Kay jt., 2006). Pseudomonas fluorescens-i tiives
CHAO oleneb RsmY-i ekspressioon GacS-GacA signaalsisteemist ning suureneb rakkude
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tiheduse kasvuga. Blumer ja Haas (2000) leidsid, et P. fluorescens-i tiives CHAO rsmA geeni (ile-
ekspresseerides vaheneb sekundaarse metaboliidi vesiniktstianiidi ekspressioon seitse korda
(Blumer ja Haas, 2000). Samuti naidati, et RsmY ja RsmZ reguleerivad RsmA-d seda
inhibeerides (joonis 2) (Valverde jt., 2003). Seetdttu on nimetatud seda signaalvorgustikku ka
Gac-Rsm signaalitlekande rajaks (Chatterjee jt., 1995; Cui jt., 2001; Lapouge jt., 2008; Latour,
2020).

On leitud, et GacS-i funktsiooni kadu vahendab mullabakter Pseudomonas putida
KT2440 tive kinnitumist erinevatele pindadele (Duque jt., 2013). In silico leiti P. putida-s
ortoloogsed geenid, mis on seotud biofilmi moodustumisega Pseudomonas aeruginosa-s.
Samuti naidati, et Pseudomonas putida KT2440 gacS mutantides oli vahenenud biofilmi
moodustumise véime ning samuti oli vahenenud kahe peamise biofilmi struktuurivalgu LapA
ja LapF ekspressioon. Selleks, et teada saada, kas GacS valgu puudumine mdjutab biofilmi
moodustumist |abi LapA ja/voi LapF valgu, vaatasid Martinez-Gil ja kolleegid lapA ja lapF
transkriptsioonitaset P. putida gacS mutantides. Nad leidsid, et LapA ja LapF valkude
ekspressioon oli metsiktlivest madalam nii gacS kui ka gacA mutantides, ning jareldasid, et
GacS-GacA signaalstisteem reguleerib lapA ja lapF geenide ekspressiooni (Martinez-Gil jt.,
2014).

Bakteris Pseudomonas aeruginosa leiti GacS-GacA signaalsiisteemi inhibiitor, milleks
on histidiini kinaas RetS. RetS on vdimeline GacS-iga moodustama heterodimeeri, mis ei ole
vOimeline fosforiilima GacA-d ja seetdttu jaab signaalililekanne poolikuks (joonised 2 ja 3)

(Goodman jt., 2009).

s o g S, &%,

8 RsmZ RsmY

Sekundaarsed metaboliidid l

l Sekundaarsed metaboliidid
&
; ; RBS RBS

Joonis 2: Gac-Rsm rada. Aktiveerunud GacS aktiveerib GacA, mis omakorda aktiveerib RsmZ-i
ja RsmY-i. Viimased inhibeerivad RsmA-d, aktiveerides sellega sekundaarsete metaboliitide
ekspressiooni. Histidiini kinaas RetS on véimeline moodustama GacS-iga heterodimeeri, mis
represseerib GacS-GacA signaalslisteemi. Sensorkinaas LadS aktiveerib samuti RsmZ ja RsmY.
RBS tdhistab ribosomaalset seondumissaiti (Pissaridou, 2018, muudetud).
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Toendaoliselt on retS geeni regulaatoriteks aga RsmZ ja RsmY, mistdttu autoreguleerib
GacS-GacA susteem end ise (Brencic jt.,, 2009). Samuti leiti Pseudomonas aeruginosa-s
sensorkinaas LadS, mille domeenide arhitektuur meenutab RetS-i, kuid kaitub vastupidiselt.
Nimelt aktiveerib LadS sarnaselt GacS-iga RsmZ-i (Ventre jt.,, 2005). Seega RetS ning LadS

moodustavad GacS-GacA-ga Uhe terve signaalsiisteemi vorgustiku.

1.2.1 GacS — GacA kahekomponentse signaalstisteemi sensor GacS

GacS-GacA kahekomponentse signaalsiisteemi sensorvalk GacS on Narl perekonda
kuuluv histidiini kinaas. NarL perekonda kuuluvad histidiini kinaasid on lammastikutundlikud
ning seotud nitraadi ja nitriti metabolismiga (Yoshida jt., 2015). Sensor GacS on 917
aminohapet pikk histidiini kinaas, millel on nii signaali vastuvottev domeen kui ka signaali
edasikandev domeen (lisa 2) (Heeb ja Haas, 2001). GacS monomeer koosneb N-terminuses
paiknevast a-heeliksist, millele jargneb periplasmas asuv silmus (DUF2222), mis tunnetab
keskkonnasignaale. Kuna GacS periplasmaatiline osa pole tugevalt konserveerunud, pole
seepadrast ka teada signaal voi ligand, mille sensor &dra tunneb (Heeb ja Haas, 2001).
Periplasmaatilisele silmusele jargneb teine transmembraanne a-heeliks, mis on seotud
tslitoplasmaatilise osaga (joonis 3) (Latour 2020; Lapouge jt, 2008).

GacS tsutoplasmaatilisse ossa kuulub HAMP domeen (histidiini kinaas, adenilaadi
tsiklaas, metlitilrihma vastuvottev osa, fosfataas (ingl k — phosphatase)) (joonis 3) (Williams
ja Stuart, 1999; Heeb ja Haas, 2001; Latour, 2020). Tegemist on a-heeliks regiooniga, mis
reguleerib sensori fosforileerimist voi metiileerimist (Aravind ja Ponting, 1999). HAMP
domeenile jargneb HisKA domeen, mis on dimerisatsiooni- ja histidiini kinaasi domeen. HisKA
domeen viib |1dbi sensori autofosforiilatsiooni reaktsiooni, kus ATP-It kantakse fosforGitlrihm
Ule konserveerunud histidiini jaagile (Vierstra ja Davis, 2000; Heeb ja Haas, 2001; Latour,

2020).
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Joonis 3: GacS valk. Transmembraansed regioonid on valgu positsioonides 12-32 (aminohape,
AH) ning 170-189 (AH), nende vahele jaab periplasmaatiline DUF2222 domeen, mis tunnetab
keskkonnasignaali. HAMP domeeni kuuluvad histidiini kinaas, adentltstklaas, metidlrihma
vastuvOttev osa ja fosfataas. Sellele jargneb HisKA domeen, mis on dimerisatsiooni ja histidiini
kinaasi domeen. HATPase_c domeeni kuulub ATPaas, REC (RR) domeeni vastuse regulaator
ehk fosfoaktseptor ning HPT domeeni histidiini fosfotransferaas

A. GacS N-terminuse n.0 saba asub tsiitoplasmas, sellele jargneb transmembraanne a-heeliks
(1), seejarel periplasmaatiline silmus (2) ning jalle transmembraanne osa (3) (Latour, 2020,
muudetud).

B. Pseudomonas putida GacS valgu domeenide skeem (smart.embl.de/GacS).

Esimese histidiini jaagi fosforiiilimine aktiveerib GacS sensori ja kutsub esile fosforiilriihma
Ulekande histidiini jaagilt REC (ka RR) ehk fosfoaktseptordomeeni aspartaadijdagile. Sealt
kantakse fosforutlrihm edasi HPT ehk histidiini fosfotransferaasi domeeni histidiini jaagile
(Heeb ja Haas, 2001; Latour, 2020). HPT domeen on fosforiililriihma edasikandja GacS-ilt

regulaatori konserveerunud aspartaadijdagile (Skerker jt., 2005).
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1.2.2 GacS — GacA kahekomponentse signaalsiisteemi regulaator GacA

GacS-GacA kahekomponentses signaalsiisteemis on vastusregulaatoriks FixJ
perekonda kuuluv valk GacA (Laville jt., 1992, Rich jt.,, 1994). FixJ perekonna
vastuseregulaatorid on hapnikutundlikud ning olulised lammastiku sidumise reguleerimisel
(Liu jt., 2021). Pseudomonas putida GacA on 212 aminohappe pikkune kahekomponentse
signaalslisteemi regulaator, mille aktiveerib siisteemi sensor GacS. Valgu domeenideks on REC
domeen, mis on fosforiilgrupi aktseptor ning HTH LuxR domeen, mis on heeliks-poore-

heeliks DNA-ga seondumise domeen (joonis 4 ja lisa 3) (Laville jt., 1992; Maris jt., 2002).

HTH
LUXR

0 100 '200

Joonis 4: Pseudomonas putida GacA valgu skeem. Positsioonis 2-115 (aminohape, AH) asub
valgu REC domeen, mis on fosforlililgrupi aktseptor ning 145-202 (AH) on HTH LuxR domeen,
mis on heeliks-po6re-heeliks DNA-ga seondumise domeen (smart.embl.de/GacA).

HTH LuxR domeeni jargi on tehtud kindlaks DNA jarjestused, kuhu GacA seondub.
Tegemist on Rsm sRNA geenidega, mis on sekundaarse metabolismi regulaatorid (Brecic jt.,
2009). Pseudomonaadides inhibeerivad RsmX/Y/Z sRNA-d sekundaarse metabolismi
repressorit RsmA-d (joonis 2) (Lapouge jt, 2008; Latour, 2020). RsmA ei lase ribosoomil
seonduda sekundaarse metabolismiga seotud geenide mRNA-le.

Laville (1992) ning Yu ja kolleegid (2014) leidsid, et Pseudomonas fluorescens-i CHAO
gacA mutantses tlves on suurenenud fluorestseeruvate siderofooride, eelkdige plioverdiini,
produktsioon ning mutantide koloonia morfoloogia on samuti muutunud — agaril on kolooniad
muutunud suuremaks, madalamaks ning lapikumaks (Laville jt., 1992, Yu jt., 2014). Kuna GacA
on globaalne regulaator, on muutused selle geeni jarjestuses olulised kogu raku fisioloogia
kontekstis. On leitud, et laboritingimustes, kus bakterid kasvavad toitainete killuses, on
Pseudomonas syringae CHAO tives sagenenud spontaansed mutatsioonid nii gacS kui gacA
geenis ning seega GacA funktsiooni kadu vdib laboritingimustes anda bakterile kasvueelise

(Bull jt., 2001).
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1.3 Mutatsiooniprotsessid bakterirakkudes

Erinevad keskkonnatingimused vdivad tekitada bakterirakkudes stressi, mis omakorda
suurendab mutatsioonide tekke tdendosust. Stressi voivad tekitada toitainete puudus, kdrge
osmolaarsus, ebasobiv pH vdi temperatuur (Landini jt, 2014).

Otsesed eksogeensed mutageenid vdivad olla erinevad keemilis-fllsikalised tihendid,
ja UV-kiirgus (Matic, 2016). Samuti voivad mutatsioonid tekkida endogeenselt, naiteks tanu
vigadele DNA replikatsioonis vdi transkriptsioonis. Viimased vdivad viia [6puks reaktiivsete
hapnikuiihendite (ROS) tekkeni, mis on vdimelised labi okslideerimise DNA-d veelgi
kahjustama (Schroeder jt., 2017). Kui mutatsioonisagedus rakkudes on moddukas, siis voib see
anda bakterile eelise antud keskkonnas kasvamiseks ja evolutsioneerumiseks. Kui aga
mutatsioonisagedus tOuseb liiga korgeks, voib see muutuda rakkudele kahjulikuks, isegi
letaalseks (Foster, 2007).

Stressori olemasolul aktiveerub rakkudes stressivastus, mida on erinevat tiitipi. Naiteks
DNA kahjustuste korral aktiveerub SOS-vastus, ebasobiv temperatuur aktiveerib kuuma- voi
kiilmasoki vastuse, toidunappus aga ,,poomisvastuse” (Gottesman, 2019; Matic, 2016; Foster

2005).

1.3.1 Uldine stressivastus

Stressitingimustes muudavad bakterirakud oma geeniekspressiooni.
Transkriptsioonitaseme muutusel mangib olulist rolli RNA poliimeraasi o-faktor, mis suunab
poliimeraasi transkribeerima spetsiifilisi geene (Landini jt, 2014). Iga o-faktor koordineerib
spetsiifilise geenikomplekti transkriptsiooni, mis voimaldab vaga tapselt kontrollida ja muuta
kohanemist erinevates keskkonnatingimustes (Matic, 2016). Uheks alternatiivseks o-faktoriks
Escherichia coli-s on rpoS geeni produkt ¢°, mis on Uldise stressivastuse regulaator (Hengge-
Aronis, 1996). E. coli tives K12 on ndidatud, et mitmed erinevad signaalid ning erinevatel
tasemetel reguleerimine aktiveerib RpoS-i kuhjumise ja aktiveerumise statsionaarses
kasvufaasis (Gottesman, 2019). Pseudomonas protegens-ise tives Pf-5 (varasemalt
Pseudomonas fluorescens Pf-5) suurenes RpoS tase statsionaarses faasis vorreldes
eksponentsiaalse faasiga 500% (Whistler jt, 1998).

RpoS reguleerib positiivselt DNA poliimeraas IV induktsiooni Escherichia coli-s. RpoS
aktiveerib Pol IV nii tema promootoralaga otseselt seondudes, kui ka kaudselt ldbi teiste
valkude (Storvik ja Foster, 2010). Pseudomonas putida-s on aga naidatud, et Pol IV
ekspressioon ei ole RpoS séltuv (Tegova jt., 2014). Statsionaarses faasis voetakse kasutusele
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Pol IV, mis suudab stressitingimustes DNA-d replitseerida, kuid teeb samal ajal DNA-sse vigu,
mis tostab rakkudes mutatsioonitaset (Foster, 2005; Foster, 2007). Lisaks on leitud, et RpoS-i
puudumine P. putida rakkudes suurendab mutatsioonisagedust statsionaarses kasvufaasis
(Tarassova jt., 2009). Mutatsioonisageduse suurenemine rpoS-defektses tiives on p&hjustatud
superoksiidi dismutaasi ning katalaasi vahenenud ekspressioonitasemest, mistdttu muutub
oksudatiivne stress rakkudele isegi letaalseks. Samuti reguleerib E. coli-s RpoS negatiivselt
DNA paardumisvigade parandamismehhanismi valku MutS (Foster, 2005; Foster, 2007; Matic,
2016). MutS on valk, mis leiab DNA-s paardumisvead ja aktiveerib paardumisvigade
parandamise mehhanismi (MMR) (Tessmer jt., 2008). Pseudomonas sp. tiives PCL1171 séltub
MutsS valgu tase mitte ainult RpoS-ist, vaid ka GacS valgu olemasolust (van der Broek jt., 2005).
Leiti, et mutS ekspressioonitase suurenes, kui rpoS ning gacS olid defektsed. Kuna RpoS-i
kuhjumise korral surutakse maha MutS tase, siis DNA-s tekkinud vigu ei parandata ning need
kanduvad edasi (Foster, 2005; Foster, 2007; Matic, 2016).

Whistler ja kolleegid (1998) toovad valja, et Pseudomonas protegens Pf-5 tiives
vahendasid mutatsioonid gacS voi gacA geenis RpoS-i taset 20%, jareldades sellest, et GacS-
GacA kahekomponentne signaalslisteem reguleerib RpoS-i. Samas on RpoS-i taseme
regulatsioon viaga kompleksne, kuna RpoS-i reguleeritakse nii transkriptsiooni-, translatsiooni-

kui ka proteoliiitilisel tasemel (Landini 2013; Matic, 2016; Gottesman, 2019).

1.3.2 SOS-vastus

DNA kahjustused aktiveerivad Escherichia coli-s (ile 50 geeni ekspressiooni. Sellist DNA
kahjustusest aktiveeritud kaitsemehhanismi nimetatakse SOS-vastuseks (Foster, 2005; Matic,
2016). DNA kahjustuste korral tekivad theahelalise-DNA (ssDNA) piirkonnad, mis saavad
tekkida otseselt tanu kahjustavale faktorile, naditeks UV-kiirgusele, voi kaudselt, kui DNA
parandamise kaigus on replikatsioon seisma jaanud (Foster, 2007). SOS-vastuse voib jagada
kaheks: DNA kahjustuste elimineerimine vdi nende ,tolereerimine”. Kui DNA kahjustusi ei
tolereeritaks, muutuksid rakud DNA kahjustusi pdhjustavate ekso-ja endogeensete faktorite
suhtes adarmiselt tundlikuks. Escherichia coli-s aitavad DNA kahjustusi tolereerida DNA
polimeraasid IV ja V, mis suudavad DNA kahjustuste korral peatunud replikatsiooni jatkata
(Foster, 2005; Foster, 2007; Matic, 2016).

SOS-vastuse mehhanism toimib |dbi transkriptsiooni repressori LexA katallitisi. LexA
represseerib geene, mis on vajalikud DNA parandamise, rekombinatsiooni ja DNA siinteesi
labiviimiseks (Foster, 2007). DNA katkestused aktiveerivad valgu RecA, mis aitab kaasa LexA
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autokataltutilisele lagundamisele. Kui LexA represseeriv efekt kaob, indutseeritakse SOS-
geenid, mis on stressivastuses vaga olulised (Eisen ja Hanawalt, 1999). Uhed SOS-geenid, mis
aktiveeritakse Escherichia coli-s on DNA polimeraasid IV (dinB) ja V (umuDC). Neil
polimeraasidel puudub 3’-> 5’ suunaline eksonukleaasne aktiivsus, mistottu ei parandata
DNA replikatsioonil tekkivaid vigu. Kui DNA poliimeraas Il jaab kahjustuse juures seisma, siis
polimeraas V suudab neist lle replitseerida. Poliimeraas IV suudab samuti vigadest Ule
replitseerida, kuid selle vbimekus oleneb nii kahjustusest kui ka DNA jarjestusest (Foster,
2005; Matic, 2016; Schroeder jt., 2018).

Poliimeraas IV on mitme erineva stressivastuse komponent. Seda reguleerib nii tldise
stressivastuse valk RpoS kui ka kuumasoki vastuse valk GroE (Foster, 2005; Matic, 2016). Pol
IV (le-ekspressioon voib nii eksponentsiaalse kui ka statsionaarse kasvufaasi rakkudes
mutatsioonisagedust tdsta (Kim jt., 1997; Foster, 2007). Kuna Pol IV geenid on tugevalt
konserveerunud paljudes elusorganismides, on sellel oluline roll rakkude ellujdgamisel ja

kohanemisel.

1.3.3 Oksudatiivne stress ja reaktiivsed hapnikuihendid (ROS)

Bakterid, kes kasutavad elutegevuseks hapnikku peavad toime tulema ka hingamise
kaigus tekkivate reaktiivsete hapnikutihenditega (ROS). ROS-ideks on néiteks superoksiidi
anioon (0y), hudroksuilradikaal (OH*) ja vesinikperoksiid (H20;) (Fridovich, 1978; Imlay,
2008). ROS-id on (hed tilpilisemad endogeensed faktorid, mis véivad kahjustada DNA-d,
RNA-d, lipiide ja valke (joonis 5) (Lemire jt., 2017).
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Joonis 5: ROS-ide tekkimine ja nende sihtmérgid rakkudes. Elektronide Ulekanne
redutseeritud redoksensiitimilt hapnikule tekitab superoksiidi aniooni (Oy") ja vesinikperoksiidi
(H20,). Fe* redutseerimist kataltilisib raud(Ill)reduktaas (FeR). Tekkinud Fe?* reageerib H,0,-
ga, mistottu tekib OH:. Tekkivaid kahjustusi naditavad helesinised nooled, taht ,P“ tahistab
valke (Gaupp jt., 2012, muudetud).

Oy ja H,0; tekivad rakkudes juhuslikult. Rakkudesse difundeerunud O, okslideerib
redoksensiiiime ning hapnikule kantud Gks voi kaks elektroni moodustavad vastavalt Oy ja
H20,. Kui Fe?* kannab elektroni H,0,-le, tekib OH: (Imlay, 2003; Gaupp jt., 2012). O, ja H20>
seonduvad Fe-S klastriga ensliimide aktiivsaiti. Aktiivsaidis seonduvad Oz ja H2O: raua-
aatomiga ning okslideerivad selle, mistdttu muutub ensliim ebastabiilseks (Imlay, 2008).
Samuti okstdeerib H,0; vaavlit sisaldavaid aminohappeid. OH' on samuti vdimeline
okslideerima valke, mistdttu need kaotavad oma struktuuri ja funktsiooni. Samuti on ROS-id
vOimelised kahjustama DNA-d (Gaupp jt., 2012; Lemire jt., 2017). DNA, RNA vdi valkude

struktuuri ja funktsiooni muutused vdivad aga suurendada rakkudes mutatsioonisagedust.

1.3.3.1 Oksudatiivne stressivastus

Superoksiidi dismutaasid (SOD) katallisivad O dismutatsiooni hapnikuks ja
vesinikperoksiidiks. Vesinikperoksiidi on voimalik edasi redutseerida rakkudele ohutuks veeks
ja hapnikuks (Fridovich, 1975). H,0, redutseerivad ensiimid on katalaasid (kat-geenid) ja
alkidlhiGdroperoksiidi  reduktaasid (ahp-geenid) (Seaver ja Imlay, 2001). Nimetatud

ensilimide aktiveerimine toimub siis, kui rakk on tunnetanud ROS-ide kuhjumist. ROS-e
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tunnetavad rakkudes erinevad slisteemid, nditeks regulaatorid SoxR, OxyR, HexR ja FinR (Kim
ja Park, 2014).

Escherichia coli-is on SoxR transkriptsiooni aktivaator. Kui SoxR Fe-S klaster on
okslideeritud, muutub see aktiivseks ning aktiveerib SoxS-i. Aktiveeritud SoxS on samuti
transkriptsiooni regulaator, mis otseselt reguleerib oksildatiivse stressivastusega seotud
geenide ekspressiooni (Kim ja Park, 2014). Pseudomonas putida tives KT2440 on leitud kdll
SoxR homoloog, kuid puudub SoxS homoloog. Kui E. coli-s reguleerib SoxR positiivselt geenide
for (ferredoksiin), fumC-1 (fumaraas C), sodA (superoksiidi dismutaas), zwf-1 (gliikoos-6-
fosfaat-1-dehiidrogenaas) transkriptsiooni, siis P. putida SoxR mutandis ei ole nende geenide
ekspressioonitasemes erinevust metsiktivest (Park jt., 2006).

OxyR on samuti transkriptsiooni aktivaator, mis E. coli-s tunnetab vesinikperoksiidi
olemasolu. OxyR-i ekspresseeritakse rakkudes konstitutiivselt ning see aktiveerub, kui
vesinikperoksiid okslideerib valgu tsisteiini. Okslideeritud OxyR seondub sihtmarkgeenide
promootoralaga ning RNA polimeraasiga (Kullik jt., 1995; Lee jt., 2004; Kim ja Park, 2014). P.
putida-s reguleerib OxyR otseselt okslidatiivse stressivastusega seotud geenide ekspressiooni.
Naiteks aktiveerib OxyR katalaaside A ja B, alkiulhidroperoksiidi reduktaasi AhpC ja
tioredoksiini TrxB ekspressiooni (Fukumori ja Kishii, 2001).

Kui OxyR on otsene okslidatiivse stressivastuse aktivaator, siis HexR ja FinR on kaudsed
regulaatorid. FinR reguleerib ferredoksiini (fpr) ning HexR glikoos-6-fosfaat-1-
dehiidrogenaasi (zwf-1) ekspressiooni. Ferredoksiin on enstiim, mis viib labi elektronide
Ulekannet NADP(H) ja Uhe-elektronilise kandja vahel. zwf-1 geeni ekspressioon toob kaasa
NADPH kontsentratsiooni suurenemise. NAD(P)H okslideerimine v&imaldab rakkudes

taastada redokstasakaalu, mis on hairitud okslidatiivse stressi korral (Kim ja Park, 2014).
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 T66 eesmargid

Meie uurimisgrupis on varasemalt naidatud, et GacS-GacA signaalsisteemi
sensorvalgu GacS-i defektsus tGstab mutatsioonisagedust mullabakter Pseudomonas putida
PaW85 statsionaarse faasi rakkudes ligikaudu suurusjargu vorra, kuid kasvavates rakkudes
mojutab mutatsioonisagedust vahesel maaral (Tagel jt., 2016). Selleks, et vilja selgitada, kas
signaaliraja sensorvalgu GacS-i efekt mutatsioonisagedusele toimib signaaliraja
regulaatorvalgu GacA vahendusel, hindasin mutantide tekkesagedust nii P. putida algtlives,
gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes, kui ka gacA komplementatsioonitiives gacA+tacgacA, ja
seda nii kasvavates kui statsionaarse faasi rakkudes.

Meie laboris oli lisaks Pseudomonas putida gacS-defektsele tivele varasemalt olemas
ka gacA-defektne P. putida tlvi (konstrueerinud Rita Horak, avaldamata), mille baasil
konstrueerisin gacA komplementatsioonitlive gacA+tacgacA. Selles gacA-defektses P. putida
tlives on genoomi viidud gacA geen lacl repressori ja tac promootori kontrolli all, mistottu
saab gacA ekspressiooni reguleerida IPTG lisamisega.

Kaesoleva uurimistdo eesmarkideks olid:

e teha kindlaks, kas Gac-signaalsiisteemi regulaatorvalk GacA  mojutab
mutatsioonisagedust Pseudomonas putida nalgivates rakkudes;
e vidljaselgitada pdhjused, miks Gac-signaalstisteemi defektsetes P. putida statsionaarse

kasvufaasi rakkudes suureneb mutatsioonisagedus.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 T66s kasutatud plasmiidid, bakteritlived ja bakterite kasvutingimused

Bakterite kasvatamine toimus kas LB (ingl k - lysogeny broth) taissootmes (1%
triptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl) (Miller, 1992) vo6i M9-glikoos-CAA
minimaals66tmes (edaspidi glc-CAA) (Adams, 1959), mille valmistamiseks lisasin 1 x M9
puhvrisse mikroelementide lahust (I6ppkontsentratsioonidega 667 uM MgO, 50 uM CaCO3,
40 uM FeSOg4, 12,5 pM ZnS0g4g, 12,5 puM MnSOg4, 2,5 uM CuSOg4, 2,5 pM, CoS0Og, 1,9 uM
H3BOg), susinikuallikana glikoosi (glc; |8ppkontsentratsiooniga 0,2%) ja aminohapete
hidrolisaati (CAA; I6ppkontsentratsiooniga 0,2%). Tards66tme saamiseks lisasin s66tmele

agarit 15 g/I.
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Bakterite kasvatamisel kasutasin selektsioonimarkeritena jargmisi antibiootikume:
kanamutsiin (Km; Idppkontsentratsioon 50 pg/ml), ampitsilliin (Amp, |16ppkontsentratsioon

100 pg/ml), gentamitsiin  (Gm; l0ppkontsentratsioon 10 pg/ml), penitsilliin  (pen;

Idppkontsentratsioon 2 mg/ml) ja rifampitsiin (rif; 100 pug/ml). Vajadusel lisasin s66tmele
fenooli (phe, I6ppkontsentratsioon 2,5 mM), 0,5 mM isoproplililtio-B-galaktosiidi (IPTG), 100
ug/ml X-gali (5-bromo-4-kloro-3-indoliiiil-D-galaktopliranosiid) ja parakvaati
(Ioppkontsentratsiooniga 0,15 mM).

E. coli rakke kasvatasin temperatuuril 37°C ja P. putida rakke temperatuuril 30°C.
aereerisin  kultuure loksutil

Vedels6dtmes kasvatamisel (180 rpm). To66s kasutatud

bakteritliived on toodud tabelis 1.

Tabel 1. T66s kasutatud bakteritiived ja plasmiidid.

Pseudomonas putida

PaWws85 Algne tavi, isogeenne taielikult | Bayley jt., 1977

sekveneeritud P. putida KT2440 tlvega

PaW85 gacS::Sm (edaspidi gacS::Sm)

PaWs85 tilivest gacS::Sm katkestustlvi

Tagel jt., 2016

PaW85 gacA::Sm (edaspidi gacA::Sm)

PaWs85 tlivest gacA::Sm katkestustiivi

R. Horak, avaldamata

PaW85gacA::Sm-Tn7-lacl-tac-gacA
(edaspidi gacA+tacgacA)

PaW85 tivest gacA-defektne tivi, mille
kromosoomi on viidud mini-Tn7 (GmR)
koosseisus  lacl

repressori  ja  Prac

promootori kontrolli all olev gacA geen

Kaesolev t60

KT2440-Tn7

Tlivesse KT2440 on viidud mini-Tn7 (GmR)

H. llves, avaldamata

KT2440Rif?

KT2440 tuvest RifR tuvi

Juan L.

kingitus R. Horakule

Ramos’e

thi-1 rspE rpo B argE (Apm)

KT2440RifRPP_2006::Km (edaspidi | KT2440RifRtlvest geeni PP_2006 -defektne | Juan L. Ramos’e

PP_2006::Km) tivi kingitus R. Horakule

KT2440RifRPP_2007::Km  (edaspidi | KT2440Riff tlvest geeni PP_2007 -defektne | Juan L. Ramos’e

PP_2007::Km) tivi kingitus R. Hdrakule

PaW85APP_4100 (edaspidi | PaW85 tlvest geeni PP_4100 | Juan L. Ramos’e

APP_4100) deletsioontiivi kingitus R. Horakule

Escherichia coli

DH5a supE44 AlacU169 ($80 lacZAM15) hsdR17 | Miller, 1992
recAlendAl gyr A96 thi-1 relAl

CC118Apir A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 | Herrero jt., 1990
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pKTpheA56+A pKT240, mis kannab pheA geeni, mille Tegova jt., 2004
algusesse on lisatud A nukleotiid, geeni
transkribeeritakse konstitutiivselt

promootorilt

pKTpheA22TAG pKT240, mis kannab pheA geeni, mille CTG | Tegova jt., 2004

koodon on muudetud TAG stop-koodoniks

pBluescript Il KS E. coli kloneerimisvektor (AmpR) Stratagene

pBluescript-KS-gacA pBluescript Il KS vektor, mille Hindlll ja Sall | Kaesolev t66

saiti on kloneeritud gacA geen (AmpR)

pGP704L-Tn7(GmR) Vektor mini-Tn7 genoomi viimiseks, Amp®, | Pavel jt., 1994
GmR
pGP704L-Tn7(GmR)-lacl-tac-gacA pGP704L-Tn7 vektor, kuhu on Notl saiti | Kdesolev t66

viidud lacl repressori ja Pic promootori

kontrolli all olev gacA geen

puxBF13(Tn7tnpA) Vektor Tn7 genoomi viimiseks, kannab Tn7 | Bao jt., 1991

transposaasi geeni, (AmpR)

pSEVA-lacl-tac lacl repressorit ja Pwc promootorit kandev | Tagel jt., 2020

pSEVA vektor, (KmR)

pSEVA-lacl-tac-gacA pSEVA-lacl-tac vektor, mille Hindlll saidis | Kdesolev t66
on lacl repressori ja P promootori

kontrolli all olev gacA geen, (KmFR)

2.2.2 Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

P. putida rakke kasvatasin Ule66 4 ml-s LB-vedels6otmes. 300 pl Gledokultuuri
tsentrifuugisin kokku (45 sek, 12000 x g) ning pesin kolm korda 300 ul 300 mM sahharoosi
lahusega. Rakud suspendeerisin 100 ul 300 mM sahharoosi lahuses.

E. coli rakke kasvatasin Ule6d 4 ml-s LB-vedelsootmes. Kompetentsete rakkude
saamiseks lahjendasin Uledokultuuri varskesse LB-s66tmesse tiheduseni 0,1 (ODsgo) ja
kasvatasin loksutil tiheduseni ca 1. Tsentrifuugisin kogu rakukultuuri s66tmest valja (60 sek,
12000 x g), pesin kolm korda 700 pl 10% gliitserooliga. Seejarel suspendeerisin rakud 10%
glitseroolis. Rakke ja todlahuseid hoidsin pidevalt jaal.

Plasmiidse DNA viimiseks kompetentsetesse rakkudesse kasutasin elektroporatsiooni.
Kompetentsetele rakkudele lisasin ca 100 ng vees lahustatud plasmiidset DNA-d ning viisin
segu elektroporatsioonikiivetti. Kasutatud plasmiidid on toodud tabelis 1. Elektroporatsiooni
viisin 1abi firma BioRad elektroporaatoriga ,Micropulser” pingel 2,5 kV. Parast

elektroporeerimist lisasin rakkudele 600 pl LB-vedelséddet ning pesin rakud kiivetist valja.
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Seejarel kasvatasin rakke (iks v6i kolm tundi temperatuuril 37°C (E. coli) voi 30°C (P. putida),

misjarel tsentrifuugisin rakud kokku (12000 x g) ning plaatisin selektiivsootmele.

2.2.3 Polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR (ingl k — Polymerase Chain Reaction) meetodit kasutasin eelnevalt eraldatud
plasmiidse DNA amplifitseerimiseks ja konstruktide kontrolliks. PCR reaktsioonisegu oli
[6ppmahuga 20 pl, kui kasutasin Taqg pollimeraasi, voi 50 pl, kui kasutasin Phusion HotStart
polimeraasi. PCR segu sisaldas, 1 x Dream Taq green, Phusion HF v&i Phusion GC puhvrit
(puhvrid sisaldavad 2,5 mM MgCly), 0,2 mM dNTP-d, 0,5 ihikut Taqg poliimeraasi voi Phusion
HotStart poliimeraasi ja 10 pmol kumbagi praimerit. T66s kasutatud praimerid on valja loodud
lisas 1.

PCR Taq poliimeraasiga viisin labi 25 tsiiklit jargnevatel tingimustel:

1. DNA denaturatsioon 96°C 45 sekundit,

2. Praimerite seondumine matriitsile 54°C-56°C (olenevalt praimeripaarist) 30-60

sekundit,

3. DNAssiintees 72°C 60-90 sekundit.
Tsuklitele eelnes paariminutiline kuumutamine temperatuuril 96°C rakkude I6hkumiseks ning
jargnes 2-4 minuti pikkune siintees temperatuuril 72°C, et kdik pooleliolevad fragmendid
slinteesitaks 10puni.

PCR Phusion HotStart pollimeraasiga viisin labi 35 tsiiklit jargnevatel tingimustel:

1. DNA denaturatsioon 98°C 10 sekundit,

2. Praimerite seondumine matriitsile 56°C 30 sekundit,

3. DNA slntees 72°C 60 sekundit.
Tsuklitele eelnes 30 sekundiline kuumutamine temperatuuril 98°C rakkude 16hkumiseks ning
jargnes 4-10 minuti pikkune slintees temperatuuril 72°C, et kdik pooleliolevad fragmendid

slinteesitaks 18puni.

2.2.4 Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidse DNA eralduseks kasutasin firma Favorgen plasmiidi eralduse komplekti

Favorprep Plasmid Exctraction Mini Kit, jargides tootja protokolli.
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2.2.5 Kloneerimine

Restriktsioonanallilsi viisin l1abi mahus 20 pl ning segu sisaldas firma Thermo Scientific
1 x FastDigest restriktsioonipuhvrit, kloonimisvektorit v6i kloonitavat DNA-d, 2,5 Ghikut (U)
restriktaasi ja [6ppmahu viisin 20 pl-ni veega. Parast restriktsiooni tootlesin kloonimisvektorit
firma Thermo Scientific 1 U aluselise fosfataasiga FastAP 15 minutit 37°C juures, et valtida
vektori iseendaga kokku ligeerumist. Restriktaaside ja FastAP inaktiveerimiseks tegin
reaktsioonisegule termotootlus vastavalt tootja tingimustele. Seejarel toimus
restriktsioonisegude sadestamine (,,Materjal ja metoodika“, peatiikk 2.2.6).

Restriktsioonfragmentide ligeerimiseks lahustasin sadestatud DNA vees ja valmistasin
ligeerimisreaktsiooni segu. Ligeerimise viisin labi mahus 15 ul ning segu sisaldas ligeeritavaid
DNA-sid, firma Thermo Scientific 1 x T4 DNA ligeerimispuhvrit, 1 mM ATP-d ja firma Thermo
Scientific 0,5 U T4 ligaasi. Reaktsiooni viisin |abi (ile66 toatemperatuuril (21°C), misjarel toimus
ligaasi inaktiveerimine 80°C 10 min ning ligaasisegu sadestamine (,,Materjal ja metoodika“,
peatiikk 2.2.6). Sadestatud DNA lahustasin vees ja viisin elektroporatsiooniga

bakterirakkudesse.

2.2.6 PCR produktide, restriktsioonanaliilsi ja ligaasireaktsiooni sadestamine

Sadestamiseks viisin reaktsioonisegu mahu veega 100 pl-ni, millele lisasin 2,5 mahtu
96% etanooli ja 1/10 mahtu 5 M NaCl. Sadenemine toimus vahemalt 10 minutit temperatuuril
-20°C. Seejarel tsentrifuugisin (12000 x g) sademe 10 minuti jooksul 4°C juures pdhja.

Pesemiseks kasutasin 150 pl 80% etanooli ning kuivatasin DNA sademe 37°C juures.

2.2.7 Geelelektroforees

PCR produkte ja restriktsioonanallilisi anallilsisin geelelektroforeesil. Selleks kandsin
5 ul PCR produkti vdi 20 pl restriktsioonisegu 1% agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM Tris-
atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2), mis sisaldas etiidiumbromiidi |0ppkontsentratsiooniga 0,33
ug/ml. Vajadusel lisasin PCR produktile 4 pl foreesivarvi (0,04% broomfenoolsinine 50%
glutseroolis). DNA fragmentide suuruse hindamiseks kasutasin firma Thermo Scientific DNA
markerit ZipRuler Express DNA Ladder 1 voi ZipRuler Express DNA Ladder 2. Elektroforeesi
viisin Iabi pingel 130-135 V ning DNA visualiseerisin UV valguses.
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2.2.8 Sekveneerimine

Sekveneerimiseks to6tlesin PCR produkte 2,5 U E. coli Exol ja 1 U aluselise fosfataasiga
(FastAP) temperatuuril 37°C 30 minutit. Reaktsiooni peatamine toimus temperatuuril 80°C 15
minuti  jooksul. Kasutades firma Applied Biosystems BigDye Terminator v3.1
sekveneerimiskomplekti ja modifitseeritud kujul tootja protokolli, valmistasin ette
sekveneerimisproovid. Reaktsioonisegu I8ppmahuga 10 pl sisaldas 2 pl 5 x lahjenduspuhvrit
(200 mM Tris pH 9,0; 6 mM MgCl2); 1,6 pmol praimerit; 0,7 pl premix’i (BigDye PR-100 mix
v3.1); 1 ul sekveneeritavat PCR-i produkti ja vett Idppmahuni. Sekveneerimisreaktsiooni viisin
labi 30 tsuklit jargnevatel tingimustel:

1. 15 sekundit temperatuuril 95°C,

2. 10 sekundit temperatuuril 55°C,

3. 45 sekundit temperatuuril 60°C.
Reaktsioonile jargnes DNA sadestamine, milleks lisasin segusse 2 pl dekstraani ja 30 pl 96%
etanooli. Sadestamist viisin |abi temperatuuril -20°C 15 minutit. Seejarel tsentrifuugisin 4°C,
16100 g juures 10 minuti jooksul sademe pohja, pesin sadet kaks korda 150 pl 75% etanooliga
ja lasin kuivada. DNA votsin Ules 10 pl-is 70% formamiidis ja sdilitasin sekveneerimiseks
temperatuuril -20°C. Kasutasin Eesti Biokeskuse tuumiklabori sekveneerimisteenust ja DNA
sekveneeriti ABI PrismTM3730x| kapillaarsekvenaatoriga. Saadud jarjestusi anallilisisin

programmiga Clustal Omega.

2.2.9 P. putida rif-resistentsete mutantide tekkesageduse maaramine

Spontaansete mutatsioonide tuvastamiseks kasvavates P. putida rakkudes kasutasin
rif resistentsete (Riff) kolooniate tekkel p&hinevat testsiisteemi. Rif? kolooniate teket
voimaldavad spontaansed mutatsioonid rpoB geenis. Katseks kasvatasin rakke kuus tundi glc-
CAA sootmes temperatuuril 30°C aereerides kultuure loksutil (180 rpm) ning seejarel tegin
bakterikultuurist 10°>-kordse lahjenduse. Rakud jagasin 2,3 ml kaupa katseklaasidesse ning
kasvatasin 18-20 h temperatuuril 30°C, aereerides kultuure loksutil (180 rpm). Padrast 18-20 h
kasvatamist plaatisin katseklaasidest 500 pl Gle66 kultuuri rifampitsiini sisaldavale LB-
sb6tmele ja inkubeerisin 48 h temperatuuril 30°C. Selektiivsddtmele tekkinud Rif® kolooniaid
loendasin kahel paeval.

Selleks, et m&dta Rif® mutantide tekkesagedust, méaiarasin (ledd kultuurist ka
elusrakkude arvukus. Selleks tegin rakukultuurist lahjenduste rea 1 x M9 puhvrisse ja tegin 5

pl tilkktlv LB-tardso6tmele. Elusrakkude hulk 1 ml kultuuri kohta arvutasin vélja, arvestades
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tehtud lahjendust ja tekkinud kolooniate arvu. Rif? mutantide tekkesageduse andsin 1 ml
ule6d kultuuris elusrakkude kohta ja arvutasin Gimber 10° raku kohta. Erinevate tiivede

omavahelise Riff tekkesageduse statistiliseks analutisiks kasutasin Student’i T-testi.

2.2.10 Statsionaarse kasvufaasi mutatsioonide tekkesageduse maaramine P. putida rakkudes
plasmiidse pKTpheA22TAG ja pKTpheAS56+A testsisteemi abil

Selleks, et tuvastada mutatsioonisagedust nalgivas bakteripopulatsioonis, kasutasin
plasmiidseid fenooli monooksiigenaasi pheA geeni aktivatsioonil pShinevaid testslisteeme.
Plasmiidi pKT240 on viidud pheA geen, mille 22.koodon (Leu) on asendatud stopp-koodoniga
TAG (plasmiid pKTpheA22TAG) vGi on lisatud pheA geeni algusesse (iks nukleotiid (plasmiid
pKTpheA56+A) (Tegova jt, 2004). Seega nende testslisteemi plasmiididega saab tuvastada
asendus- vOi raaminihkemutatsioone, mis taastavad pheA geeni funktsionaalsuse.

Uuritavatesse bakteritlivedesse elektroporeerisin plasmiidi pKTpheA22TAG vdi
pKTpheA56+A ning baktereid kasvatasin samamoodi nagu spontaansete mutatsioonide
tuvastamisel rif-s6otmel (,Materjal ja metoodika“, peatikk 2.2.9). Kuuetunnisel
ettekasvatusel oli glc-CAA sootmele lisatud ka plasmiidi selektsiooniks vajalikku
antibiootikumi penitsilliini (pen). Uled6 kasvanud kultuuridest plaatisin minimaaltassidele 500
ul rakke.

Minimaaltasside ainsaks susinikuallikaks oli fenool. Fenooli tassidel suudavad Ules
kasvada vaid need rakud, kus enneaegne stopp-koodon pheA geenis on muteerunud vdi on
taastunud pheA lugemisraam. Fenooli tassidel jalgisin kolooniate teket 10-14 paeva jooksul
ning Phe* revertantide tekkesageduse arvutasin nalgivas populatsioonis olevate elusrakkude
kohta. Statistiliseks anallilsiks vordlesin tlivesid Student’i T-testiga ning kasutasin Bonferroni

korrektsiooni.

2.2.11 P. putida populatsiooni elumuse maaramine fenool-minimaalsé6tmelt

Bakterirakkude elumuse maarasin kolooniaid moodustavate rakkude (CFU; ingl k —
colony-forming unit) arvukuse alusel kogu nalgimisperioodi jooksul. Samadelt tassidelt, millel
jalgisin Phe* kolooniate teket, |Gikasin steriilse 1 ml pipetiotsikuga valja agaritlikk ning panin
selle 1 ml 1 x M9 puhvrisse 30 minutiks loksuma 30°C juurde. Agaritiiki vadljaldikamisel valtisin
Phe* kolooniaid. 30 minuti parast tegin agaritiki lahusest lahjendused ja kandsin need
tilkkilvina LB-penitsilliini tassile. CFU arvutamisel ldhtusin sellest, et valjaldigatud agaritikk

moodustab ca 1/100 kogu tassi pindalast. Arvestades LB-penitsilliini tassile tekkinud
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kolooniate arvu, lahjendusfaktorit ja agaritiiki suurust, arvutasin elusrakkude arv, kasutades

jargmist valemit: elusrakkude arv = (kolooniate arv e lahjendusfaktor) / 102

2.2.12 Bakteripopulatsioonide analiius |dbivoolutsitomeetril

Labivoolutsiitomeetria abil uurisin rakke, mida oli varvitud firma Thermo Scientific
LIVE/DEAD Baclight komplekti DNA-ga seonduvate fluorestseeruvate varvidega
propiidiumjodiid (PI) ja SYTO9. SYTO9 fluorestseerub roheliselt ja suudab siseneda k&ikidesse
rakkudesse, Pl fluorestseerub punaselt ja suudab siseneda vaid suurenenud membraani
labilaskvusega rakkudesse ning sel juhul varjestab SYTO9 fluorestsentsi. Anallilisides nende
varvide suhet, on vdimalik eristada erineva membraani labilaskvusega alampopulatsioone.
Labivoolutsiitomeeter vdimaldab bakteripopulatsiooni anallitisida iksiku raku tasemel.

Proovide ettevalmistamiseks kasvatasin rakke neli pdeva temperatuuril 30°C fenooli
(Idppkontsentratsiooniga 2,5 mM) sisaldaval 10 x M9-CAA vesiagar tardsdootmel. Tassidelt
pesin 1 x M9 puhvriga rakud maha ning lahjendasin filtreeritud 1 x M9 puhvrisse nii, et proovi
ODsgo = 2,25. 75 pl-ile lahjendusele lisasin 3,75 ul varvisegu (3% SYTQ9, 3% Pl filtreeritud 1 x
M9 puhvris) ning lasin varvil méjuda 30 minutit 30°C pimedas. Tulemusi anallisisin

programmiga Flowing Software 2.5.1.

2.2.13 P. putida gacA-komplementatsioonitiive gacA+tacgacA konstrueerimine

gacA-komplementatsioonitiive konstrueerimiseks amplifitseerisin 50x P. putida
PaW85 kromosoomi lahjenduselt gacA geeni kasutades Phusion HotStart polliimeraasi
(praimerid gacAstartHIIl ja gacAstopSall, praimerid on toodud lisas 1). gacA kloneerisin
pBluescript Il KS plasmiidi ning kloneeritud gacA jarjestust kontrollisin nii PCR-iga (praimerid
gacAstartHIIl ja gacAstopSall) kui sekveneerimisega.

Seejarel tOstsin pBluescript-KS-gacA plasmiidist gacA geeni Hindlll ja Sall fragmendina
Hindlll-Sall-ga avatud pSEVA-lacl-tac vektorisse. Kloneeritud konstrukti kontrollisin PCR-iga
(praimerid prTac ja gacAstopSall) ning restriktsiooniga. Vektorist pSEVA-lacl-tac-gacA tostsin
lacl-tac-gacA geenikassett Notl-fragmendina Tn7 minitransposooni koosseisu, avades Notl-ga
minitransposooni sisaldava vektori pGP704L-Tn7(GmR). pGP704L-Tn7(GmR)-lacl-tac-gacA
konstrukti kontrollisin nii PCR-iga (praimerid gacAstartHIIl ja gacAstopSall) kui restriktsiooniga.

P. putida PaW85gacA::Sm rakkudesse elektroporeerisin korraga kaks vektorit:
pGP704L-Tn7(GmR)-lacl-tac-gacA vektori ja Tn7 transposaasi geeni jarjestust kandev vektor
puxBF13(Tn7tnpA). Parast elektroporatsiooni kasvatasin rakke kolm tundi 30°C juures ja
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plaatisin Gm sisaldavale tardsootmele. Jargmisel pdeval ilmunud GmF kolooniatele tegin
kontroll-PCR-i (praimerid Tn7glmS ja Tn7109R), et kinnitada lacl-tac-gacA geenikassetti

kandva Tn7 minitransposooni sisenemine kromosoomis vahetult gimS geeni jargsesse alasse.

2.2.14 Endogeensete reaktiivsete hapnikutihendite (ROS) detekteerimine P. putida rakkudes

Reaktiivsete hapnikulihendite tuvastamiseks kasutasin H;DCFDA varvilahust ja
Svenningsen jt. valjatootatud metoodikat (Svenningsen jt., 2015). H,DCFDA on
rakumembraani ldbiv ester, mida deatsetiileerivad rakkudes esteraasid. Tekkinud (ihend
(H,DCF) on vdimeline reageerima reaktiivsete hapnikuiihenditega, muutudes roheliselt
fluorestseeruvaks ihendiks 2,7-diklorofluorestsiiniks (DCF) (Rastogi jt, 2010).

Endogeense ROS-ide taseme maaramiseks votsin Gledd glc-CAA s66tmes kasvanud
vedelkultuuridest analtitisimiseks 1 ml (kolm paralleeli iga bakteritlive kohta) ja nalgivate
rakkude analttsimiseks pesin 2,5 mM fenool-minimaaltasside agarpinda kaks korda 1 ml 1 x
M9-ga. Rakud tsentrifuugisin pdhja 45 sek (12000 x g) ning votsin tles 1 ml 1 x M9 puhuvris.
Proovidele lisasin 20 pl firma Cayman Chemical H,DCFDA varvilahust (1 mg/ml, lahustatud
DMSO-s), lasin sel mdjuda toatemperatuuril pimedas 30 minutit.

Seejarel tsentrifuugisin rakud pdhja, pesin 1 x M9 puhvriga, tsentrifuugisin uuesti
pohja ning votsin Gles 1 ml 1 x M9 puhvris. Greiner 96 Flat Bottom Black Polystyrol
mikrotiiterplaadile kandsin igast proovist 100 pl viies korduses ning mdéodtsin rakukultuuri
optilise tiheduse (ODeoo) ja fluorestsentsi intensiivsuse (emissioon 525 nm ja ergastus 485 nm)

kasutades TECAN infinite M200 Pro mikrotiiterplaadilugejat.

2.2.15 P. putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm rakkude mikroskopeerimine

Rakkude vaatlemiseks mikroskoobis kasvatasin rakke 2,5 ml-s glc-CAA s66tmes ning
mikroskopeerisin rakutihedusel ODsgo= 1, seejarel 18.- ja 24.- kasvutunnil. 5 pl bakterikultuuri
varvisin 5 pl PI/SYTO9 (3% SYTO9, 3% PI filtreeritud 1 x M9 puhvris) varvilahuse 100x
lahjendusega. Minimaal-agartassilt I6ikasin 1,5 x 1,5 cm tuiki, kuhu tilgutasin 10 pl PI/SYTO9-
ga varvitud bakterikultuuri ning lasin 10 minutit kuivada. Seejarel mikroskopeerisin 1000x

suurendusega konfokaalmikroskoobiga.
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2.2.16 P. putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm tivede eksponentsiaalses- ja statsionaarses
kasvufaasi taisproteoomide anallils

P. putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm tlvede tdisproteoomide anallilsi jaoks
kasvatasin rakke 2,5 ml-s glc-CAA s66tmes 20 tundi. Seejarel mddtsin optiline tihedus (ODsso)
10x lahjendusest ning inokuleerisin 50 ml glc-CAA s6ddet kultuuriga nii, et arvutuslikult ODsgo
= 0,1. Eksponentsiaalse kasvufaasi proteoomi analiilsi jaoks kasvatasin baktereid 2,5 tundi
loksutil (150 rpm) 30°C juures (ODsgo = 1) ja statsionaarse kasvufaasi rakkude anallilsiks
jatkasin rakkude kasvatamist kuni 24 tunnini (ODsgo = 5). Seejarel tsentrifuugisin 4°C juures
pbhja 2 x 1,4 ml bakterikultuuri 4 minuti jooksul (6000 rpm) ning kilmutasin sademe vedelas
[ammastikus, kus hoidsin seda proovi analllsimiseni. Igast bakterittvest lasin analttsida kolm
proovi.

Tulemusi anallilisisin programmiga Perseus v2.0.3.0. Anallilisi teostasin paarikaupa,
korraga vordlesin alati ainult kahte tiive. Anallilisitavasse andmestikku jatsin vaid andmeread,
kus (ks valk esines vahemalt kdigis (ihe tlive proovides. Seejarel imputeerisin puuduvad
vaartused normaaljaotusest, kasutades Tyanova jt. eeldusi, mille kohaselt puuduolevad
vadrtused voivad tuleneda valkude madalast ekspressioonitasemest (Tyanova jt., 2016).
Viimaks viisin programmis |abi kahepoolse kahe valimi T-testi, millele rakendasin Benjamini-
Hochberg’i  korrektsiooni (valepositiivsete maar ehk FDR=0,05), mis minimeerib

valepositiivseid vaartusi, ning kus p-vaartuseks on voetud 0,05.

2.3 Tulemused

2.3.1 GacS — GacA signaalsiisteem ei mdjuta mutatsioonide teket Pseudomonas putida
kasvavates rakkudes

Selleks, et hinnata GacS-GacA signaaliraja mdju spontaansete mutatsioonide tekkele
kasvavates P. putida rakkudes, kasutasin rifampitsiini (rif) resistentsuse tekkel pdhinevat Rif?
testslisteemi. Rif on bakteritsiidse toimega antibiootikum, mis seondub RNA poliimeraasi [3-
sublihikuga ja seeldbi takistab RNA silinteesi. Spontaansed asendusmutatsioonid RNA
polliimeraasi B-subuhikut kodeerivas rpoB geenis véimaldavad Riff kolooniate tekke kahe
pdeva jooksul parast plaatimist rifampitsiini sisaldavale tards66tmele.

Spontaansete mutantide teket kasvavates rakkudes hindasin Pseudomonas putida
tivedes PaW85, gacS::Sm, gacA::Sm, gacA+tacgacA. P. putida gacA-komplementatsioonitlive

gacA+tacgacA tegemiseks viisin P. putida gacA-defektse tlive genoomi Ptsc promootori ja lacl
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repressori kontrolli all oleva gacA geeni (,,Materjal ja metoodika“, peatikk 2.2.13) ning Rif?
mutantide teket vérdlesin nii IPTG-ga indutseeritud kui ka indutseerimata tingimustes.
Joonisel 6 esitatud tulemustest on ndha, et vorreldes P. putida metsiktiivega PaW85
pole gacS::Sm, gacA::Sm ega ka gacA uleekspressiooni korral spontaansete Rif® mutantide
tekkesagedus muutunud. Seega GacS-GacA signaalirada ei mdjuta mutantide tekkesagedust

P. putida kasvavates rakkude.
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Joonis 6: Spontaansete Riff mutantide tekkesagedus P. putida metsiktiives PaW85 ning gacSs-
ja gacA-defektsetes tlivedes, gacA-tacgacA tiives nii ilma kui 0,5 mM IPTG juuresolekul. Kast-
vurrud joonisel on esitatud iga tlive kohta kuni 48 s6ltumatu kultuuri mediaan vaartused kuni
kuuest sOltumatust katsest, mida tdhistab kastis olev horisontaalne joon. Kast tdhistab
vaartuste Ulemist (75%) ja alumist (25%) kvartiili. Iga tive ,vurrud” tahistavad vahimat ja
suurimat usutavat vaartust ning punktid erindeid.

0

2.3.2 GacS — GacA signaalsiisteem mdjutab mutatsioonide teket Pseudomonas putida
statsionaarse kasvufaasi rakkudes

Statsionaarse kasvufaasi mutatsioonisageduse maadramiseks kasutasin testslisteeme,
mis pohinesid plasmiididel pKTpheA22TAG ja pKTpheA56+A (,,Materjal ja metoodika®”, peatiikk
2.2.10). Plasmiidi pKT240 on viidud pheA geen, mille 22. koodon (Leu) on asendatud stopp-
koodoniga TAG (plasmiid pKTpheA22TAG) voi on lisatud pheA geeni algusesse (ks
lisanukleotiid (plasmiid pKTpheA56+A). Fenooli ainsa silsinikuallikana sisaldaval s66tmel
saavad kasvama hakata vaid need P. putida bakterirakud, kellel on toimunud vastava plasmiidi
pheA geenis kas asendus- vdi raaminihkemutatsioon. Statsionaarses kasvufaasis ehk nalgivas
populatsioonis toimuvaid mutatsiooniprotsesse kirjeldavad alates kolmandast katsepdevast

fenool-minimaal tassidel ilmunud Phe* revertandid.
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2.3.2.1 GacS - GacA signaalsiisteem mojutab asendusmutatsioonide teket Pseudomonas
putida nalgivates rakkudes

GacS-GacA signaaliraja osaluse uurimiseks asendusmutatsioonide tekkes P. putida
statsionaarse faasi rakkudes kasutasin pKTpheA22TAG testslisteemi ja jalgisin Phe*
revertantide teket P. putida gacS- ja gacA-defektsetes tlvedes ning gacA-
komplementatsioonitliives gacA+tacgacA. Joonisel 7 esitatud tulemustest on naha, et
modlemas gac-defektses tlives on mutatsioonisagedus suurem kui metsiktiivel. P. putida gacS-
defektses tlives tekkis 10. pdevaks Phe*revertante vérreldes metsiktlivega kuus korda rohkem
(Student’i T-testi p-vaartus 0,006) ja gacA-defektses tiives seitse korda rohkem (Student’i T-
testi p-vaartus 0,004), millest saab jareldada, et GacS-GacA signaalirada osaleb GacA
regulaatorvalgu vahendusel asendusmutatsioonide &arahoidmises P. putida nalgivates

rakkudes.
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Joonis 7: Asendusmutatsioonide tagajarjel tekkinud Phe* kolooniate akumulatsioon 10 pdeva
jooksul P. putida metsiktives PaW85, gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes. Esitatud on iga tive
30 sdltumatu kultuuri Phe* mutantide arvu keskvdartused 10° elusraku kohta koos 95%-
usaldusintervallidega kolmest bioloogiliselt sdltumatust katsest. * tahistab vérdlust 10.pdeva
Phe* kolooniate koguarvus metsiktiivega ning p-vaartust < 0,025, ** tahistab p-vaartust

< 0,005.

Joonisel 8 on esitatud Phe* revertantide teke P. putida gacA-komplementatsioonitlives
gacA+tacgacA. Tulemustest on naha, et P. putida gacA+tacgacA tivi kaitub vorreldavalt gacA-
defektse tlivega, kuid gacA ekspressiooni induktsioon 0,5 mM IPTG-ga taastab selles tiives

Phe* revertantide tekke metsiktlive tasemele (joonis 8).
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Joonis 8: Asendusmutatsioonide tagajarjel tekkinud Phe* kolooniate akumulatsioon 10 pdeva
jooksul P. putida metsiktlives PaW85, gacA-defektses tiives, gacA+tacgacA, 0,5 mM IPTG-ga
indutseeritud gacA+tacgacA tlivedes. Esitatud on iga tlive kuni 30 séltumatu kultuuri Phe*
mutantide arvu keskvaartused 10° elusraku kohta koos 95%-usaldusintervallidega kolmest
bioloogiliselt sGltumatust katsest. * tdhistab vordlust 10.pdeva Phe* kolooniate koguarvus
metsiktlvega ning p-vaartust < 0,017, ** tahistab p-vaartust < 0,003.

2.3.2.2 GacS - GacA signaalsiisteem ei mdjuta raaminihkemutatsioonide teket Pseudomonas
putida nalgivates rakkudes

GacS-GacA signaaliraja osaluse uurimiseks raaminihkemutatsioonide tekkes P. putida
statsionaarse faasi rakkudes kasutasin pKTpheA56+A testslisteemi ja jalgisin Phe* revertantide
teket P. putida gacS- ja gacA-defektsetes tiivedes ning metsiktlives PaW85. Gac-signaaliraja
defektsetes tlivedes tekkis Phe* revertante ligikaudu metsiktiivega vorreldavalt (joonis 9).

Saadud tulemus naitab, et GacS-GacA signaalsiisteem ei mdjuta raaminihkemutatsioonide

tekkesagedust P. putida nalgivates rakkudes.
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Joonis 9: Raaminihkemutatsioonide tagajarjel tekkinud Phe* kolooniate akumulatsioon 14
pdeva jooksul P. putida metsiktiives PaW85, gacS- ja gacA-defektses tives. Joonisel on
esitatud iga tiive kuni 20 séltumatu kultuuri Phe* mutantide arvu keskvaartused 10° elusraku
kohta koos 95%-usaldusintervallidega kahest bioloogiliselt sGltumatust katsest.

2.3.2.3 GacS — GacA signaalsiisteemi defektsuse moju Pseudomonas putida nalgivate rakkude
elumusele ja morfoloogiale

Selleks, et saada selgust, mis muutused toimuvad P. putida nalgivates rakkudes GacS-
GacA signaaliraja defektsuse korral, vaatasin esmalt PaW85, gacS::Sm, gacA::Sm tlivede
elumust 2,5 mM fenool-minimaalsé6tmel 14 katsepaeva jooksul (joonis 10) ning anallilsisin
neli pdeva 2,5 mM fenool-minimaalsé6tmel nalginud rakke ldabivoolutsiitomeetriaga (joonis
11).

Joonise 10 tulemustest on ndha, et 14 nalgimispdeva jooksul ei lange oluliselt P. putida
PaW85 ega ka gac-defektsete tlivede elumus. Seega GacS-GacA signaalsiisteemi defektsus ei

mojuta fenool-minimaalsd6tmel nadlgivate rakkude elumust.
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Joonis 10: P. putida tlivede PaW85 ja gacS::Sm, gacA::Sm elumus 2,5 mM fenool-
minimaalsootmel 14 nalgimispadeva jooksul. Joonisel on esitatud iga tive kolme paralleeli
elusrakkude keskvaartus koos 95%-usaldusintervallidega (ihest katsest.

Selleks, et saada tdpsemat Ulevaadet elus ja surnud rakkude osakaaludest fenoolil
nalgivates rakupopulatsioonides, anallilsisin P. putida metsiktive ja gac-defektsete tlivede
PI/SYTO9 varvilahusega varvitud rakke labivoolutsitomeetriaga (,Materjal ja metoodika“,
peatikk 2.2.12). Tulemustest selgub, et gac-defektsed tiived ja P. putida wt
rakupopulatsioonid on suhteliselt sarnased (joonis 11 A), kuid gacS::Sm ja gacA::Sm tiivede
populatsioonis on labilaskva rakumembraaniga rakke ca kaks korda rohkem kui metsiktlve
populatsioonis (joonis 11 B). Seega vOib sellest tulemusest jareldada, et GacS-GacA
signaaliraja defektsus mdjutab rakumembraani permeaablust fenoolil nalgides, kuid samas

see P. putida rakkude elumust ei mdjuta.

gacA::Sm

2-488-616/23-A
2-488-616/23-A
2-488-616/23-A

2-4588-530/30-4 m 2-4588-530/30-4 m 2-4588-530/30-4 m
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Joonis 11: P. putida PaW85, gacS- ja gacA-defektsete tlivede rakupopulatsioonid parast nelja
paeva nalgimist 2,5 mM fenool-minimaaltassil, varvitud PI/SYTO9 varvilahusega. R-1 tahistab
terve rakumembraaniga rakupopulatsiooni ehk elus rakke, R-2 tdhistab l3dbilaskva
membraaniga rakupopulatsiooni ja R-3 surnud rakupopulatsiooni. Katset on korratud the
korra.

A. Joonistel on vy-teljele margitud propiidiumjodiidi fluorestsents ja x-teljele SYTO9
fluorestsents.

B. Joonisel on vilja toodud tlivede rakupopulatsioonid, kus R-1, R-2 ja R-3 kokku moodustavad
100%.

Lisaks vaatasin P. putida PaW85, gacS::Sm ja gacA::Sm tilvede rakke ka
valgusmikroskoobi all ning varvisin PI/SYTO9 varvilahusega (LIVE/DEAD komplekt), kuid gac-
defektsete tlivedes morfoloogias ei taheldanud erinevust metsiktivest (lisa 4, joonised 16 ja

17).

2.3.3 GacS — GacA signaalsiisteemi defektsus mdjutab Pseudomonas putida rakkudes
endogeenset ROS-ide taset

Varasemast kirjandusest on teada, et Pseudomonas protegens Pf-5 gac-defektsed
tived on tundlikud oksidatiivse stressi suhtes (Whistler jt., 1998). Seet6ttu maarasin
endogeensete ROS-ide taset nii spontaansete rif mutantide kui Phe* revertantide katse
rakukultuuridest vahetult enne rakkude plaatimist selektiivs66tmele, kasutades Svenningsen
jt. valjatootatud metoodikat, (,,Materjal ja metoodika“, peatikk 2.2.14). Selleks kasutasin
H,DCFDA varvilahust, mis on véimeline rakumembraani ldbima ning (ihendi deatsetiileeritud
vorm, reageerides ROS-idega, muutub spektrofotomeetriliselt detekteeritavaks roheliselt

fluorestseeruvaks Uhendiks DCF.
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Joonisel 12 esitatud tulemustest on ndha, et P. putida gacS::Sm kui ka gacA::Sm tlivede
Ule6d glliikoos-minimaals66tmes CAA juuresolekul kasvanud rakkudes oli ROS-ide tase

madalam kui metsiktiives (Student’i T-testi p-vaartused vastavalt 0,002 ja 1,24 * 10™).
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Joonis 12: Endogeensete ROS-ide tase P. putida metsiktiives PaW85 vorreldes gacS- ja gacA-
defektsete tlivedega enne rifampitsiini sisaldavale s66tmele plaatimist. Joonisel on toodud iga
tive viie tehnilise paralleeli keskmised vaartused kuni kuuest bioloogiliselt s6ltumatust
katsest, kus y-teljele on margitud DCF keskmise fluorestsentsi intensiivsuse ja keskmise
optilise tiheduse (ODeoo) suhe koos 95%-usaldusintervallidega. ** tahistab vordlust
metsiktlivega ning p-vaartust < 0,005, *** tdhistab p-vaartust < 0,0005.

Samuti moodtsin ROS-ide taset plasmiidset testsiisteemi sisaldavates P. putida
rakukultuurides enne rakkude plaatimist fenool-minimaalséétmele. Joonisel 13 esitatud
tulemustest selgus, et nii pKTpheA22TAG kui pKTpheA56+A testplasmiidiga P. putida
metsiktives on ROS-ide hulk tunduvalt suurem, kui gacS- voi gacA-defektsetes tlivedes
(Student’i T-testi p-vaartused pKTpheA22TAG plasmiidi korral vastavalt 6,05 * 1078 ja 1,23 *
10'% ning pKTpheA56+A plasmiidi korral gacS::Sm 0,0047). Seega vahetult enne rakkude
plaatimist Rif? ja Phe* tekkesageduse méaidramise katsetes olid P. putida gac-defektsetes

tivedes endogeensete ROS-ide tase 1,1-2,5 korda madalam kui metsiktiives PaW85.
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Joonis 13: Endogeensete ROS-ide tase plasmiidse testsiisteemiga P. putida tivedes enne
fenool-minimaals66tmele plaatimist. Joonise A osal on pKTpheA22TAG plasmiidiga ja joonise
B osal pKTpheA56+A plasmiidiga P. putida metsiktive PaW85 ning gacS- ja gacA-defektsete
tivede ROS-ide tasemed. ** tahistab vordlust metsiktiivega ning p-vaartust < 0,005, ***
tahistab p-vaartust < 0,0005.

A. Joonisel on esitatud 10 tehnilise paralleeli DCF fluorestsentsi intensiivsuse ja kultuuri
optilise tiheduse (ODeoo) suhe kolmest bioloogiliselt sOltumatust katsest koos 95%-
usaldusintervallidega.

B. Joonisel on esitatud kuni kaheksa tehnilise paralleeli DCF fluorestsentsi intensiivsuse ja
kultuuri optilise tiheduse (ODeoo) suhe Uhest bioloogiliselt sdltumatust katsest koos 95%-
usaldusintervallidega.

2.3.3.1 Pseudomonas putida gac-defektsete tlivede ROS-ide tasemed viie nalgimispaeva
jooksul ei muutu

Kuna P. putida gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes suureneb Phe* mutantide arv
rakkude pikema-ajalisel ndlgimisel alates viiendast nalgimispaevast (joonised 7 ja 8), siis tekkis
kiisimus, kas ROS-ide kuhjumine viie nalgimispadeva jooksul voib olla tdusnud Phe* mutantide
tekkesageduse pohjuseks. Selleks m&otsin 2,5 mM fenooli tassidel nalgivate PaW85, gacS::Sm
ja gacA::Sm tlvede rakkudest endogeensete ROS-ide taset viie nalgimispaeva jooksul
(,Materjal ja metoodika“, peatiikk 2.2.14). Jooniselt 14 on ndha, et gac-defektsete tivede
ROS-ide tase on tunduvalt madalam kui P. putida wt oma ning viie pdeva jooksul ei toimu
margatavat ROS-ide taseme muutust. Seega ei ole P. putida gac-defektsetes tiivedes nalgivas

rakupopulatsioonis mutatsioonisageduse tdusu taga okslidatiivne stressivastus.
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Joonis 14: ROS-ide taseme muutus 2,5 mM fenoolil nalgides viie pdeva jooksul. x-teljele on
margitud nalgimispdevad ning y-teljele iga kultuuri viie tehnilise paralleeli DCF fluorestsentsi
intensiivsuse ja kultuuri optilise tiheduse (ODgoo) suhe kahest bioloogiliselt sdltumatust katsest
koos standardhalbega.

2.3.4 Pseudomonas putida PaW85 ja gacS- ning gacA-defektsete tlivede tdisproteoomide
analiis

Selleks, et saada teada, millised valgud on erinevalt ekspresseeritud gac-defektsetes
tivedes vorreldes P. putida metsiktivega PaW85, tegin PaW85, gacS::Sm ja gacA::Sm
tlvedele tdisproteoom analiils (,,Materjal ja metoodika®”, peatiikk 2.2.16) eksponentsiaalsest
ja statsionaarsest kasvufaasist. Edasiseks anallitisiks valisin proteoomist vélja valgud, mille
tase oli statistiliselt oluliselt erinev metsiktlive valgutasemest ning seejdrel vaatasin neid valke,

mille tase oli muutunud neli vG8i enam korda vorreldes metsiktlivega.

2.3.4.1 Pseudomonas putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkudest taisproteoomide anallilis

Eksponentsiaalse kasvufaasi tdisproteoomist on naha vaid valke, mis on P. putida gac-
defektsetes tiivedes alla reguleeritud voi on neid mutantide rakkudes vahem. Valke, mis olid
gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes sarnaselt alla reguleeritud, kuid erinesid metsiktiive

valgutasemest, oli kokku 26 ning on toodud tabelis 2, joonisena lisas 5.
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Tabel 2: P. putida gacS- ja gacA-defektsete tlivede eksponentsiaalse kasvufaasi valgud, mis on
metsiktlvega vOrreldes vdahemalt neli korda alla reguleeritud. Samasse operoni kuuluvad

geenid on margitud sama varviga.

PP_0173 Oletatav transkriptsioonifaktor -5,00 -4,89
PP_1245 SH3b domeeni sisaldav valk -6,88 -7,04
PP_1246 Kirjeldamata valk -10,68 -10,17
PP_1659 Kirjeldamata valk -9,41 -7,39
PP_2007 p-47 sarnane valk -4,36 -5,67
PP_2170 Khorsimaadi mutaas -5,36 -5,65
PP_2258 Sensor-domeeniga valk -6,00 -6,27
PP_2359 Oletatav tutip 1 piili valgu subihik -4,74 -4,33
CsuA/B
PP_3089 Kirjeldamata valk -4,39 -4,17
PP_3775 Oletatav sarkosiini okstidaas -5,12 -5,44
PP_3808 Antibiootikumi siinteesi valk -7,33 -7,42
MbtH
PP_4218 Lipaasi/esteraasi perekonna valk -5,29 -4,89
PP_4222 Oletatav SyrP valk -5,85 -6,89
PP_4364 Oletatav anti-sigma faktori F -6,78 -7,53
antagonist
PP_4834 SPFH domeen/ Band 7 perekonna -4,13 -4,32
valk
PP_5451 Kirjeldamata valk -4,46 -5,28
PP_5467 Kirjeldamata valk -7,68 -7,63
PP_5641 Kirjeldamata valk -4,83 -4,20
proC Plrroliin-5-karbokstulreduktaas -8,25 -7,06
pvdA L-ornitiin-5-monooksiigenaas -9,61 -8,16
pvdH Diaminobutliraat-2- -9,31 -8,73
oksiiglutaraadi transaminaas
pvdL Ferribaktiini stintaasi subthik -7,40 -7,01
pvdM Oletatav dipeptidaas -5,66 -6,68
pvdN Ploverdiini bioslinteesiga seotud -5,02 -4,83
valk
pvdO Ploverdiini bioslinteesiga seotud -6,73 -6,28
valk
pvdQ Atslitil-homoseriin laktooni -5,50 -5,39
atsulaas pvdQ
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P. putida PaW85, gacS-ja gacA-defektsete tlivede eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude
vordlusest selgus, et mitmed hlipoteetilised, oletatava funktsiooniga ning metabolismiga
seotud valgud on alla reguleeritud gac-defektsetes tlivedes. Samuti on naha, et siderofoori
ploverdiini (pvdN ja pvdO) tootmine on Gac-signaalsiisteemi defektsuse korral héiritud. Gac-
defektsetes tlivedes on puoverdiinid alla reguleeritud 4,8-6,7 korda vorreldes P. putida

metsiktiivega PaW85.

2.3.4.2 Pseudomonas putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm statsionaarse kasvufaasi
taisproteoomide analiils

Kuna mutatsioonisageduses on nadha erinevusi P. putida gac-defektsete tivede ja
metsiktive vahel statsionaarses kasvufaasis, siis uurisin tdpsemalt statsionaarse kasvufaasi
taisproteoomi. Ka sel juhul olid gac-defektsetes tliivedes enamus valkudest alla reguleeritud,

kuid leidus ka les reguleeritud valke, mis erinesid metsiktlive valgutasemest (tabel 3, lisa 6).

Tabel 3: P. putida gacS- ja gacA-defektsete tlivede statsionaarses kasvufaasis valgud, mis on
metsiktivega vorreldes vahemalt neli korda liles- voi alla reguleeritud. Samasse operoni
kuuluvad geenid on margitud sama varviga.

bioB Biotiini siintaas +7,68 +8,27
ligB DNA ligaas B +5,52 45,16
PP_0207 | Nitraadi transporter +6,46 +6,74
PP_2097 | Sensor-domeeniga valk +4,75 +7,28
PP_2765 | Sulfonaadi monookstigenaas, MsuD +4,48 +4,35
PP_3562 | Hidrolaas 2 domeeni sisaldav valk +6,91 45,77

PP_0173 | Oletatav transkriptsioonifaktor -4,03 -5,89
PP_0203 | Oletatav dipeptidaas -5,75 -5,44
PP_0574 | LuxR perekonna vastuseregulaator -5,95 -6,13
PP_0806 | Pinnaadhesiooni valk LapF -9,16 -10,53
PP_1154 | Sensor-domeeniga valk -5,38 -5,51
PP_1245 | SH3b domeeni sisaldav valk -5,75 -4,25
PP_1246 | Kirjeldamata valk -5,43 -5,29
PP_1659 | Kirjeldamata valk -10,66 -12,56
PP_1660 | Kirjeldamata valk -9,90 -8,90
PP_1661 | Oletatav dehiidrogenaasi subiihik -14,15 -14,03
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PP_2006 | Kirjeldamata valk -15,54 -14,70

PP_2007 | p-47 sarnane valk -12,67 -14,15

PP_2357 | Oletatav tiilp 1 piili valk CsuB -5,13 -5,42

PP_2358 | Oletatav thdp 1 piili valgu subihik -5,32 -5,55
CsuA/B

PP_2359 | Oletatav tlitip 1 piili valgu sublihik -4,45 -4,64
CsuA/B

PP_2942 | Vastuse regulaator -7,00 -6,85

PP_2943 | Oletatav tsttokroom c551 -4,40 -4,25
peroksiidaas

PP_2945 | Histidiini kinaas -6,29 -6,81

PP_3019 | Susinik-lammastik hiidrolaasi -5,25 -5,16

perekonna valk

PP_3089 | Kirjeldamata valk -4,85 -4,92
PP_3100 | Kirjeldamata valk -4,77 -4,71
puuD Urikaas/uraadi oksiidaas -10,46 -10,46
PP_3638 | Oletatav Acyl-CoA dehiidrogenaas -5,56 -5,85
PP_3775 | Oletatav sarkosiini okstidaas -9,15 -8,73
proC Plrroliin-5-karbokstilaadi reduktaas -6,04 -5,76
PP_4100 | Cro/Cl perekonna -4,30 -4,74

transkriptsiooniregulaator

PP_4362 | HPt domeeni sisaldav valk -5,05 -4,58

PP_4363 | Sensor histidiin kinaas / -7,70 -7,56

vastuseregulaator

PP_4364 | Oletatav anti-sigma faktori F -5,30 -4,91
antagonist
PP_4959 | Diguanilaadi tsiiklaas -7,33 -8,61
PP_5008 | Poliigraanulitega seotud valk -4,32 -5,46
PP_5451 | Kirjeldamata valk -8,67 -7,91
PP_5516 | Kirjeldamata valk -6,26 -5,51
PP_5531 | Kirjeldamata valk -5,13 -4,82
PP_5641 | Kirjeldamata valk -4,47 -4,08
PP_5643 | Kirjeldamata valk -4,04 -4,29

P. putida gac-defektsete tlivede puhul on margata mitmeid piilide valke kodeerivaid
geene (PP_2357, PP_2358, PP_2359), mis on alla reguleeritud ca viis korda vorreldes
metsiktivega. Samuti on gac-defektsetes tiivedes vorreldes metsiktlivega alla reguleeritud ca
10 korda pinna-adhesiooni valk LapF. Nende valkude madalam ekspressioonitase viitab
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sellele, et P. putida gac-defektsetes tiivedes on hairitud piili-tdmbumine ning samuti biofilmi

suntees.

2.3.4.3 Pseudomonas putida PaW85, gacA::Sm ja gacS::Sm statsionaarse ja eksponentsiaalse
kasvufaasi tdisproteoomide anallitisi vordlus

Kui vordlesin omavahel P. putida gacS::Sm ja gacA::Sm eksponentsiaalse ja
statsionaarse kasvufaasi taisproteoomi, siis on ndha 12 valgu geenid, mis olid alla reguleeritud
molemas kasvufaasis (tabel 4). Eriti jaab silma PP_2007 valk, mille tase m&lemas gac-defektses
tlives on statsionaarses kasvufaasis veel ligi kolm korda vdhenenud vorreldes

eksponentsiaalse kasvufaasiga.

Tabel 4: P. putida gacS- ja gacA-defektsete tlivede statsionaarse ja eksponentsiaalse
kasvufaasi valgud, mis on metsiktiivega vorreldes vahemalt neli korda alla reguleeritud.
Samasse operoni kuuluvad geenid on margitud sama varviga.

PP_0173 | Oletatav -5,00 -4,03 -4,89 -5,89
transkriptsioonifaktor

PP_1245 | SH3b domeeni sisaldav -6,88 -5,75 -7,04 -4,25
valk

PP_1246 | Kirjeldamata valk -10,68 -5,43 -10,17 -5,29

PP_1659 | Kirjeldamata valk -9,41 -10,66 -7,39 -12,56

PP_2007 | p-47 sarnane valk -4,36 -12,67 -5,67 -14,15

PP_2359 | Oletatav tiiip 1 piili valgu -4,74 -4,45 -4,33 -4,64
subihik CsuA/B

PP_3089 | Kirjeldamata valk -4,39 -4,85 -4,17 -4,92

proC Purroliin-5-karboksilaadi -8,25 -6,04 -7,06 -5,76
reduktaas

PP_3775 | Oletatav sarkosiini -5,12 -9,15 -5,44 -8,73
oksilidaas

PP_4364 | Oletatav anti-sigma -6,78 -5,30 -7,53 -4,91
faktori F antagonist

PP_5451 | Kirjeldamata valk -4,46 -8,67 -5,28 -7,91

PP_5641 | Kirjeldamata valk -4,83 -4,47 -4,20 -4,08




2.3.5 Pseudomonas putida PaW85, KT2440Rif?, PP_2006::Km, PP_2007::Km, APP_4100
spontaansete mutatsioonide teke statsionaarses kasvufaasis

Kuna P. putida gac-defektsetes tlivedes on ndha mutatsioonisageduse tdusu
statsionaarses kasvufaasis, siis anallilisisin tapsemalt P. putida, gacS::Sm ja gacA::Sm tlvede
statsionaarse kasvufaasi proteoomanaliilsi. Tabelist 3 on ndha, et gac-defektsetes tiivedes on
vorreldes P. putida metsiktivega koige tugevamalt alla reguleeritud valgud PP_2006 ja
PP_2007. Samuti on gac-defektsetes tivedes alla reguleeritud Cro/Cl perekonna
transkriptsioonifaktor PP_4100. Kuna mainitud kolme geeni P. putida mutandid on meie
laboris olemas, siis vaatasin nende valkude osalust mutatsioonisageduse tdusus.

Valkude PP_2006, PP_2007 ja PP_4100 osaluse uurimiseks asendusmutatsioonide
tekkes P. putida statsionaarse faasi rakkudes, kasutasin pKTpheA22TAG testslisteemi
(,Materjal ja metoodika“, peatlikk 2.2.10) ja jalgisin Phe* revertantide teket P. putida
KT2440Rif® PP_2006 ja PP_2007 defektsetes tivedes ning PaW85 PP_4100 deletsioontives,
mis on kingitused Juan L. Ramos’elt Rita Horakule. Joonisel 15 esitatud tulemusest on naha, et
vorreldes P. putida metsiktiivega KT2440RifR ei ole PP_2006::Km ega PP_2007::Km tiivedes
mutatsioonisagedus muutunud. Samuti ei ole tiives APP_4100 muutunud mutatsioonisagedus
vorreldes P. putida metsiktiivega PaW85. Seega voib jareldada, et gac-defektsete tlivede
mutatsioonisageduse tdusu ainupdhjuseks pole PP_2006, PP_2007 ega PP_4100 valkude

puudumine.

90
80
70

60
==@==Paw35
50
KT2440 rifR
40
PP_2006::Km
30
PP_2007::Km
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—@=—\PP_4100
10

Phe* kolooniate tekkesagedus 10°
elusraku kohta

10 2P 3p 4p 5p 6p 7p 8p Sp  10p
Nalgimispaevad

Joonis 15: Asendusmutatsioonide tekkesagedus P. putida metsiktiivedes PaW85 ja KT2440RifR
ning vastavalt nende deletsioontiives APP_4100 ja PP _2006::Km, PP_2007::Km
katkestustlivedes 10 nalgimispdaeva jooksul. Joonisel on esitatud iga tive 15 sOltumatu
kultuuri Phe* mutantide arvu keskvdartused 10° elusraku kohta koos 95%-
usaldusintervallidega kahest bioloogiliselt sGltumatust katsest.
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3. Arutelu

Varasemalt on meie laboris ndidatud, et gacS-defektsus tdstab mutatsioonisagedust
eelkGige P. putida statsionaarse kasvufaasi rakkudes (Tagel jt.,, 2016), kuid Gac-
signaalslisteemi regulaatori GacA mdju mutatsioonisagedusele antud t606s ei uuritud. Samuti
ei tehtud kindlaks, kuidas Gac-signaalslisteem voéiks mojutada mutatsioonisagedust, kuid
spekuleeriti, et see voib toimida labi langenud RpoS-i taseme gacS-defektses tlives. Kdesoleva
magistritod eesmargiks oli kindlaks teha, kas Gac-signaalsisteemi efekt P. putida
mutatsioonisagedusele toimib signaaliraja regulaatorvalgu GacA vahendusel ning samas
proovida valja selgitada poOhjused, miks gac-defektsetes P. putida tlivedes suureneb
mutatsioonisagedus statsionaarses kasvufaasis.

Esmalt anallilisisin spontaansete mutatsioonide tekkimist P. putida gacS- ja gacA-
defektsete tlivede kasvavates rakkudes kasutades Riff kolooniate tekkel p&hinevat
testslisteemi. Kui varasemalt olid Tagel jt. (2016) ndidanud, et gacS-defektsus mdjutab
ligikaudu kaks korda Rif? kolooniate tekkesagedust eksponentsiaalses kasvufaasis (Tagel jt.,
2016), siis kaesolevas t60s see efekt kinnitust ei leidnud. Leidsin, et P. putida kasvavates
rakkudes gacS- ega ka gacA-defektsus spontaansete mutatsioonide teket ei mdjuta (joonis 6).
Samuti ei mdjuta gacA Ule-ekspressioon P. putida kasvavate rakkude mutatsioonisagedust
(joonis 6). Samas statsionaarse kasvufaasi mutageneesi anallilisimisest selgus, et Gac-
signaalstisteem on oluline P. putida rakkudes asendusmutatsioonide drahoidmises (joonis 7)
ning  raaminihkemutatsioonide  teket ei mdjuta (joonis 9). Spontaansete
asendusmutatsioonide tekkesagedus oli P. putida gacS-defektses tives 6,4 korda korgem kui
metsiktiives PaW85, mis on kooskdlas Tagel ja kolleegide tulemustega (Tagel jt., 2016). gacA-
defektses tlives oli mutatsioonisagedus 7,5 korda kdrgem kui P. putida metsiktives. Kuna
mutatsioonisagedus on nii gacS- kui ka gacA-defektses tiives suurenenud vorreldes P. putida
metsiktivega, viitab see, et efekt mutatsioonisagedusele toimib |3bi signaalsiisteemi
regulaatorvalgu GacA. P. putida gacA-defektses tlives gacA geeni Ule-ekspresseerides on
naha, et spontaansete asendusmutatsioonide tekkesagedus langeb P. putida metsiktlive
mutatsioonide tasemeni (joonis 8). SeetGttu voib vaita, et GacA on P. putida rakkudes oluline
asendusmutatsioonide arahoidmises.

Kui anallsisin gac-defektsete tlivede eksponentsiaalse kasvufaasi proteoomi, siis
metsiktivest neljakordse erinevusega tulid vélja vaid alla reguleeritud valgud (tabel 2 ja lisa
5). Leidsin, et gacS- ja gacA-defektsetes P. putida tlivedes on alla reguleeritud mitmed

teadmata funktsiooniga ning metabolismiga seotud valgud, nende hulgas naiteks
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transkriptsioonifaktor PP_0173, okslidaas PP_3775, ploverdiinid pvdN ja pvdO. Kuigi
kasvavates gac-defektsetes P. putida rakkudes ei ole muutunud spontaansete mutatsioonide
tekkesagedus vorreldes metsiktiivega PaW85, ei tdhenda see, et alla reguleeritud valgud ei
vOiks mojutada mutatsioonisagedust statsionaarses kasvufaasis. Naiteks
transkriptsioonifaktor PP_0173, mis on alla reguleeritud eksponentsiaalses faasis, on alla
reguleeritud ka statsionaarses kasvufaasis vorreldes metsiktiivega (tabel 4). Samuti on nii
eksponentsiaalses kui ka statsionaarses kasvufaasis alla reguleeritud valk PP_2007. Gac-
defektsetes P. putida tiivedes on eksponentsiaalses kasvufaasis alla reguleeritud PP_2007 ca
neli korda, ning statsionaarses kasvufaasis 12 korda (tabel 4). Mutatsioonisagedus gac-
defektsetes tlvedes on statsionaarses kasvufaasis suurenenud vorreldes P. putida
metsiktiivega, seega vOidakse moénda valku reguleerida alla juba eksponentsiaalses
kasvufaasis, kuid selle m&ju mutatsioonisagedusele ilmneb alles statsionaarses kasvufaasis.
Valgusmikroskoobis vaadeldud PaW85, gacS::Sm ja gacA::Sm statsionaarse kasvufaasi
rakud olid sarnase kujuga — rakud olid Gmarad ja vOrreldes eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkudega vaiksemad. Kuna rakud olid varvitud PI/SYTO9 varvilahusega, oli véimalik
visuaalselt maarata elus ja surnud rakkude proportsioonid. Sellisel juhul sarnanesid gac-
defektsed tlived P. putida metsiktiivega PaW85 (lisa 4, joonised 16 ja 17). Kui aga hindasin
rakupopulatsioone Uksikraku tasemel labivoolutsitomeetriaga, siis oli margata, et fenool-
minimaaltasside pinnalt pestud gac-defektsetes tlivedes on suurenenud ldbilaskva
membraaniga rakkude hulk (joonis 11A ja 11B). Fenool on biotsiidse toimega tihend, mis on
vOoimeline muutma bakterimembraani funktsiooni, kuna lahustub membraanis ja muudab
rasvhapete konformatsiooni (Sikkema jt., 1995). Samas on kirjanduses ndidatud, et P.
fluorescens-i gac-defektsel tiivel oli laboritingimustes kasvueelis (Bull jt., 2001). Kasvueelis
vOib olla tingitud labilaskvamast rakumembraanist, mis véimaldab toitaineid GUmbritsevast
keskkonnast kiiremini ning efektiivsemalt omastada. Seega P. putida gac-defektsete tlivede
suurenenud membraani labilaskvuse pdhjuseks ei pruugi olla fenooli toksiline mdju, vaid siiski
Gac-valkude puudumine. Tabelist 3 on ndha, et statsionaarses kasvufaasis on P. putida
gacS::Sm ja gacA::Sm tives biofilmi moodustamisega seotud valk LapF ca 10 korda alla
reguleeritud. Membraani labilaskvus gacS::Sm ja gacA::Sm tiivel voib tuleneda seega ka LapF
madalast ekspressioonitasemest. LapF on ekstratsellulaarne, biofilmi moodustamisel oluline
struktuurivalk, mida GacS-GacA signaalsiisteem reguleerib (Martinez-Gil jt., 2014). Samuti on
ndidatud, et LapF valgu puudumine muudab Pseudomonas putida rakupinna

hiidrofoobsemaks kui on metsiktiive rakupind (Lahesaare jt., 2016).
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Whistler ja kolleegid (1998) naitasid, et Pseudomonas protegens Pf-5 tlives reguleerib
GacS-GacA kahekomponentne signaalslisteem hilises statsionaarses kasvufaasis kuhjuvat
alternatiivset RNA poliimeraasi o-faktorit RpoS-i (Whistler jt., 1998). Uldises stressivastuses
oluline RpoS aktiveerib muuhulgas naiteks ka SOS-vastuses osaleva vigadealti DNA
polimeraasi Pol IV (Foster, 2005; Foster, 2007; Matic, 2016). RpoS ja GacS omakorda
represseerivad DNA reparatsioonis osalevat MutS valku (van der Broek jt., 2005). Varasemalt
on kirjanduses ndidatud, et RpoS-i puudumisel suureneb nalgivates P. putida PaW85 rakkudes
asendusmutatsioonide tekkesagedus 50 korda vorreldes metsiktlivega (Tarassova jt., 2008).
Seet6ttu  vOib  nalgivates P.  putida  gac-defektsetes  tlivedes  suurenenud
asendusmutatsioonide tekkesageduse pohjuseks olla RpoS-i madal ekspressioonitase voi
madal RpoS valgu hulk. Seeparast vaatasin taisproteoomidest saadud andmetest nii RpoS-i kui
Pol IV taset ning leidsin, et P. putida gac-defektsete tlivede statsionaarse faasi
tdisproteoomanaliilsis (tabel 3), ei ole margata RpoS-i ekspressioonitaseme vahenemist
vorreldes metsiktiivega (lisa 8, tabel 5). Proteoomanaliilisis ei olnud aga vélja tulnud DNA
poliimeraas IV. Samuti oli tdisproteoomi andmetes ndha, et ka MutS-i tase polnud vorreldes
metsiktiivega P. putida gac-defektsetes tlivedes muutunud (lisa 8, tabel 5). Kuigi RpoS-i tase
statsionaarse kasvufaasi P. putida gac-defektsetes tlivedes polnud metsiktiivega vorreldes
muutunud, ei saa valistada, et pikemaajalisel ndlgimisel fenool-minimaals66tmel véib katses
RpoS-i tase muutuda. Seda enam, et spontaansete Phe* mutantide tekkesageduse tdusu P.
putida gac-defektsetes tliivedes on naha alles alates viiendast nalgimispdevast (joonis 7).
Seega, RpoS-i osaluse hindamiseks asendusmutatsioonide tekkes P. putida gac-defektsete
tivede nalgivates rakkudes tuleks analiilisida RpoS-i taset gac-defektsetes tlivedes kogu
nalgimisperioodi jooksul.

Proteoomi andmetest selgus veel, et DNA ligaas LigB on gac-defektsetes tlivedes liles
reguleeritud ca viis korda vorreldes P. putida metsiktliivega PaW85 (tabel 3). Tavaliselt on DNA
ligeerimiseks vaja vaid iht molekuli ligaasienstimi (Eisen ja Hanwalt, 1999). Gac-defektsetes
tivedes DNA ligaasi lilesreguleeritus voib viidata SOS-vastusele. SOS-vastusena aktiveeritakse
DNA parandamisega, rekombinatsiooniga ja DNA siinteesiga seotud geenide ekspressiooni
(Foster, 2007). DNA ligaas parandab DNA katkeid, mis on otsene DNA kahjustuse parandamise
mehhanism (Eisen ja Hanawalt, 1999). Kuna DNA ligaas LigB on lles reguleeritud, siis voib see
vihjata, et P. putida gac-defektsetes rakkudes vdib parandamist vajavate DNA kahjustuste hulk

olla suurenenud.
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Pseudomonas chlororaphis-e tive O6 statsionaarse kasvufaasi proteoomanaliilisist
leiti 12 valku, mis on gacS-defektses tiives alla reguleeritud (Kim jt., 2014). Alla olid
reguleeritud okslidatiivse stressi, signaalililekannete, sekundaarsete metaboliitide silinteesi ja
sekretsiooniga seotud valgud (naiteks KatG (katalaas G), PrnA (triiptofaani halogenaas), Ssb
(Gheahelalise DNA-ga seonduv valk)). Kdesoleva t66 proteoomanaliisist ei tule valja valke,
mis otseselt voiksid suurendada gac-defektsetes tliivedes mutatsioonitaseme tdusu, naiteks
erinevad stressivastustes osalevad valgud . Samas on ndha metsiktlivest erinevalt reguleeritud
valke. Statsionaarse faasi proteoomi analiisist on ndha tGhe operoni kaks geeni, mis on P.
putida gac-defektsetes tlivedes tugevalt alla reguleeritud vorreldes metsiktiivega (tabel 3).
Nendeks geenideks on PP_2006 ja PP_2007, millest esimese funktsioon on teadmata ning
teine on p-47 sarnane valk. Huvitavalt on PP_2007 alla reguleeritud mdlemas gac-defektses
tlves juba eksponentsiaalses kasvufaasis (tabel 2). Seet6ttu voiks PP_2007 mdjutada Phe*
mutantide tekkesagedust. Katsetest selgus siiski, et PP_2007 ei mdjuta nalgivates P. putida
rakkudes mutatsioonide teket, kuna PP_2007::Km katkestustiive statsionaarse faasi rakkudes
polnud mutatsioonisagedus suurenenud vdrreldes P. putida metsiktiivega KT2440Rif® (joonis
15). PP_2007 geeniga Uhte operoni kuulub ka veel geen PP_2006, mis oli statsionaarses
kasvufaasis gac-defektsete tivede proteoomides tugevalt alla reguleeritud. Kuid sarnaselt
PP_2007 wvalguga ei mdjutanud PP_2006 P. putida statsionaarse kasvufaasi
mutatsioonisagedust (joonis 15). P. putida gac-defektsete tlivede statsionaarse kasvufaasi
proteoomides oli vorreldes metsiktivega veel alla reguleeritud Cro/Cl perekonna
transkriptsioonifaktor PP_4100 (tabel 3). Kuid taas, ka PP_4100 deletsioontiive
mutatsioonisagedus nalgivates P. putida rakkudes ei olnud vorreldes metsiktliivega muutunud.
SeetGttu vOib pustitada hiupoteesi, et P. putida gac-defektsetes rakkudes nédhtava
mutatsioonisageduse téusu pohjus ei pruugi tuleneda (ihe konkreetse valgu taseme
muutusest, vaid on tegemist mitmete erinevate valkude ekspressioonitasemete muutuste

summeeruva mojuga.

3.1 Pseudomonas putida gac-defektsete tiivede metsiktiivest madalam ROS-ide tase
Varasemalt on naidatud, et Pseudomonas protegens Pf-5 gac-defektsed tlived on
tundlikud okslidatiivse stressi suhtes, mis tekitati 15 mM H,0,-ga. Tundlikkus okslidatiivse
stressi suhtes voib tuleneda rpoS-i madalamast ekspressioonitasemest (Whistler jt., 1998). Ka
Kim ja kolleegid (2014) leidsid, et gacS-defektses Pseudomonas chlororaphis 06 tiives on

vorreldes metsiktiivega langenud katalaasi KatG eskpressioonitase ja seega suurenenud
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tundlikkus okslidatiivse stressi suhtes (Kim jt., 2014). Kui vaadata gac-defektsete tlivede
proteoomanallilisi, siis on ndha, et vorreldes P. putida metsiktlivega PaW85 on statsionaarses
kasvufaasis katalaas KatA alla reguleeritud ca kaks korda ning lisaks on gacS-defektses tiives
alla reguleeritud ka katalaas KatG, kuid ainult 0,12 korda (lisa 8, tabel 5). Seetéttu, toetudes
nii kirjanduse kui proteoomi andmetele, voiksid P. putida gac-defektsed tiived samuti olla
tundlikumad okstidatiivse stressi suhtes. Samas, kui modtsin otseselt endogeensete ROS-ide
taset P. putida gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes, oli see huvitaval kombel madalam kui
metsiktives (joonised 12, 13 ja 14). Sellest tulenevalt voib oletada, et antud tingimustel on
okslidatiivse stressiga seotud valgud Ules reguleeritud. Kuid kui vaadata tlivede proteoomi
analllsi neljakordset erinevust, siis ei ole ndha ROS-e eemaldavate enstiiimide (katalaasid,
superoksiidi dismutaasid) Glesreguleeritust, kiill aga on naha, et superoksiidi dismutaas SodA
on gac-defektsetes tivedes lles reguleeritud 0,95-1,6 korda (lisa 8, tabel 5), mis aga ei olnud
statistiliselt oluline muutus.

Parakvaat on kergesti redutseeritav kemikaal ning redutseeritud parakvaat reageerib
molekulaarse hapnikuga ning tekitab superoksiidi aniooni, mis pdhjustab oksldatiivset stressi
(Hassan ja Fridovich, 1979). Kui indutseerisin P. putida gacS- ja gacA-defektsetes tlivedes
oksudatiivse stressi 0,15 mM parakvaadiga 1,5 tunni jooksul, siis nagin, et vorreldes
metsiktlivega oli gac-defektsetes tlivedes ROS-ide tase tunduvalt kdrgem (lisa 7, joonis 20).
Seega P. putida gac-defektsete tlvede okslidatiivse stressi tundlikkus ilmneb vaid
indutseeritud okslidatiivse stressi tingimustes, mil rakud ei suuda toime tulla kuhjuvate
superoksiidi anioonidega. Samas on naha, et fenool-minimaaltassil 14 nalgimispdeva jooksul
ei erine gac-defektsete tlivede elumus P. putida metsiktiive omast (joonis 10) ning ka
endogeenne ROS-ide tase ei muutu 14 nalgimispdeva jooksul (joonis 14). Seega nalgimise
kaigus ei ole P. putida gac-defektsed tlived suuremas stressiseisundis kui metsiktivi. Kui gac-
defektsed tived kasvavad rikkas kasvus66tmes ning neis ei ekspresseerita Gac-reguloni geene
nagu metsiktives, vOib gac-defektsetel tiivedel olla isegi kasvueelis tanu madalamale ROS-ide
tasemele ning energiakokkuhoiule, mis tuleneb Gac-reguloni kuuluvate geenide mitte-
avaldumisest. gac-defektsete tivede kasvueelist naitasid Bull ja kolleegid, kui rikkas s66tmes
P. fluorescens-i gac-defektsetel tlivedel oli statsionaarses kasvufaasis kasvueelis metsiktlive
ees (Bull jt., 2001). Kuna P. putida gac-defektsete tlivede nalgivates rakkudes on ROS-ide tase
madalam kui metsiktlives (joonis 14), siis on Uheselt selge, et mutatsioonisageduse tdus
polnud pdhjustatud okslidatiivsest stressist. P. putida gac-defektsete tiivede madalamat ROS-

ide taset vOib aga seletada geeni PP_2765 produkt. Tegemist on sulfonaadi
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monooksiigenaasiga MsuD, mis on metsiktlivega vorreldes mélemas gac-defektses tiives
statsionaarses faasis Ules reguleeritud ca 4,5 korda (tabel 3). MsuD toimel tekib
dimetilsulfiidi degradatsioonirajas kaks vaba prootonit. Neid vabu prootoneid vdidakse aga
juurde liita ROS-idele, mis ROS-e seelabi neutraliseerib (Kertez jt., 1999; Liew jt., 2021). Seega
vOib P. putida gac-defektsetes tivedes ROS-ide madal tase tuleneda valgu MsuD

Ulesreguleeritusest.
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Kokkuvote

Kahekomponentsed signaalsiisteemid voimaldavad bakteril tunnetada muutusi
keskkonnatingimustes ning vastusena toimunud muutustele reguleerivad bakteriraku
fisioloogiat. GacS-GacA kahekomponentne signaalsiisteem on konserveerunud Gram-
negatiivsetes bakterites. Pseudomonaadides on Gac-signaalsiisteem oluline sekundaarse
metabolismi regulaator, antibiootikumi ja tslaniidi slinteesi aktivaator, reguleerib
kvoorumitunnetust ning ekstratsellulaarsete (ihendite produktsiooni ja biofilmi
moodustumist. Varasemalt on meie toogrupis kirjeldatud Gac-signaalsiisteemi sensorvalgu
GacS-i defektsuse moju P. putida mutatsioonisagedusele nii kasvavates kui ka nalgivates
rakkudes. Kdesoleva t66 eesmargiks oli kindlaks teha, kas Gac-signaalsiisteemi regulaatorvalk
GacA mojutab P. putida mutatsioonisagedust ning miks on mutatsioonisagedus gac-
defektsetes tlivedes tdusnud.

Selleks, et teha kindlaks, kas Gac-signaalslisteemi regulaator GacA mdjutab P. putida
mutatsioonisagedust, kontrollisin mutatsioonisagedust nii gacS- kui ka gacA-defektses P.
putida tives ning samuti konstrueeritud gacA-komplementatsioonitiives gacA+tacgacA.
Labiviidud katsetest selgus, et nii Gac-signaalslisteemi sensorvalgu GacS kui regulaatorvalgu
GacA defektsus tostab P. putida nalgivates rakkudes mutatsioonisagedust 6,4-7,5 korda, kuid
ei moGjuta kasvavates rakkudes toimuvaid mutatsiooniprotsesse. P. putida nalgivates rakkudes
suurenenud mutatsioonisageduse pohjus(t)e valjaselgitamiseks anallsisin ROS-ide tasemeid
ning tegin koigile kolmele tlivele taisproteoomid eksponentsiaalse ja statsionaarse kasvufaasi
rakkudest. Mainitud katsetest selgus, et P. putida gac-defektsete tlivede suurenenud
mutatsioonisageduse podhjuseks pole oksidatiivne stress, proteoomanaliilsist ei selgunud

konkreetseid mutatsioonisageduse tdusu pdhjustajaid.
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The effect of two-component signal system GacS-GacA on mutagenesis in Pseudomonas
putida

Triin Uussaar

Summary

In response to environmental signals two-component signalling systems enable
bacteria to adapt to different conditions. These signal systems typically consist of sensor
kinase and response regulator. The GacS-GacA two-component signal system is conserved
among Gram-negative bacteria. In pseudomonads, the GacS-GacA signalling system regulates
virulence, expression of biocontrol factors, extracellular proteases, secondary metabolites,
and formation of biofilm. It has been shown that the inactivation of the gacS gene resulted in
the loss of virulence and ecological fitness in P. syringae (Willis, 1990). In P. putida, deficiency
of gacs affected stationary-phase mutagenesis (Tagel jt., 2016) and loss of GacS function has
been found to reduce the attachment to various surfaces (Duque jt., 2013).

In our laboratory it has been previously shown that deficiency of gacS affects
mutagenesis in the stationary-phase of P. putida. Whether GacA, a response regulator of the
Gac-signalling system, influences mutagenesis and why mutation frequency increases in gac-
defective strains is unclear. Therefore, the aim of this study was to determine whether GacA
affects the mutation rate of P. putida and why the mutation rate increases in gac-defective
strains. | analysed the mutation rate in both the gacS- and gacA-defective strain and in the
constructed gacA complementation strain gacA+tacgacA. The experiments showed that both
the gacS- and gacA-defective strains had an increased mutation frequency in starving but not
in growing cells compared to the P. putida wild-type PaW85, while the mutation rate of the
gacA complementation strain did not change. To determine the causes of the increased
mutagenesis, the ROS levels of P. putida PaW85, gacS::Sm, and gacA::Sm strains were
determined and proteomic analysis of cells in exponential and stationary growth phase was
performed. These experiments showed that oxidative stress was not a cause of the increased
mutation rate of the gac-defective strains, nor were specific causes revealed by proteomic

analysis.
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Lisad

Lisa 1. T6ds kasutatud praimerid ja nende kirjeldus

pheAtsll

5"-AATAGACTGTGTCACCCATAA-3’

Komplementaarne pheA geenis alaga
positsioonides 314 kuni 334 nukleotiidi
allapoole translatsiooni stardikoodonist

ATG

pheBamei

5"-AAGGCGCTCCCGTAAGACA -3’

Komplementaarne pheA geeni ette jadva
alaga positsioonides -22  kuni -40
initsiaatorkoodon ATG-st, suunaga geeni

sisse

gacAstartHIll

5-TATAAGCTTTTGATTAGGGTCTTAGTGGT -3°

Komplementaarne gacA geeni algusega
suunaga geeni poole, praimeri 5’ otsa on

disainitud Hind!ll 15ikesait

gacAstopSall

5"-TAGTCGACTTACAGGCTTGCGTCAAC-3’

Komplementaarne gacA geeni |Gpuga
suunaga geeni sisse, praimeri 5’ otsa on

disainitud Sall IGikesait

Forward

5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’

Plasmiidi pBluescript universaalpraimer

Reverse

5’-AACAGCTATGACCATG-3’

Plasmiidi pBluescript universaalpraimer

prTac

5"-AATTAATCATCGGCTCGTATAA-3’

Komplementaarne  tac-promootoriga,
suunaga tac-promootori kontrolli all

olevale geenile

Tn7-glmS

5"-AATCTGGCCAAGTCGGTGAC-3’

mini-Tn7 kontrollimiseks

Tn7-109R

5"-CAGCATAACTGGACTGATTTCAG-3’

mini-Tn7 kontrollimiseks

Lisa 2: GacS valgu domeenide jarjestused

Transmembraanne osa 1 12-32 LLLALLPAGLMALVLGSYFTW
Periplasmaatiline silmus 34-170 QQNDLRTQLLOQRGKMIAEQLAPLAAPAMARLAPA
ehk DUF2222 QLERIAAQTLEQADVRAVAFLAPDRTRLAHAGPSMLNLPPSGG

TGTQLLQRSGNDATRYLMPVFGHHRDLATDAVPAEAERLLGW
VEIELSHDGTLLRGYRNL

Transmembraanne osa 2 170-189 LFTSLLLILACLALSGLLAL
HAMP 193-245 RTINDPIERIKHAVNQLKDGHLEERLPTMGSHELDELAHGINRM
AETLQNAHE
HiskKA 285-350 IKSEFLANMSHEIRTPLNGILGFTHLLQKSEMTPRQLDYLNTIEKS

ADNLLGIINEILDFSKIEAG
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ATPase_c 397-513 GDPLRLKQILTNLVSNAIKFTREGTIVVRAMLED
EHEDCAQLRISVODTGIGLSPQDVRTLFQAFSQ
ADNSLARQPGGTGLGLVISKRLIEQMGGEIGVDS
TPGEGSQFWISLNLPK

REC 668-784 PKILCVDDNAANLLLVKTLLEDLGAEVLAVNNGYAAVQAVQEEL
FDLVLMDVQMPGMDGRACTEQIRLWENTQSGNPLPIVALTA
HAMANEKRALLHSGMDDYLTKPISERQLAQVV

HPT 821-917 AAGKADLAADMLSMLLASLDTDREAIRAARAADDRNGLIEQVH
RLNGASRYCGVPQLRAACQRSETLLKQDNPQAQQALDELDSAI
SRLAAQARLSA

Lisa 3: GacA valgu domeenide jarjestused

REC domeen 2-115 VLVVDDHDLVRTGITRMLADIDGLQVVGEGDSGESALKLARELK
PDVVLMDVKMPGIGGLEATRKLLRSHPDIKVVAVTVCEEDPFPT
RLLQAGAAGYLTKGAGLDEMVOQAI

HTH LuxR domeen 145-202 FDALSEREIQIALMIVGCQKVQIISDKLCLSPKTVNTYRYRIFEKLS
VTSDVELTLLA

Lisa 4: Mikroskopeerimised

Joonis 16: 2h 40 min (ODsgo = 1) glc-CAA sd6tmes kasvanud PaW85 (wt), gacS- ja gacA-
defektse tlive rakud valgusmikroskoobis 1000x suurendusega.

Joonis 17: PaW85 (wt), gacS- ja gacA-defektsete tlivede rakupopulatsioonid vaadeldud 1000x
suurendusega fluorestsentsmikroskoobis. 18h glc-CAA s66tmes kasvanud rakud, mis on
varvitud PI/SYTO9 varvilahusega.
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Sm eksponentsiaalse kasvufaasi

ja gacS

::Sm

P. putida PaW85, gacA

5
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Joonis 18 : gacS- ja gacA-defektsete tlivede eksponentsiaalse kasvufaasi tdisproteoom
vorrelduna metsiktiivega PaW85. x-teljel on toodud erineva metsiktliivest ning y-teljega
paralleelselt on margitud neljakordne erinevus. x-teljega paralleelselt on margitud statistiline
usalduspiir, millest alates on erinevus metsiktiivest statistiliselt oluline. Samasse operoni
kuuluvad geenid on margitud sama varviga.

Ulemine. gacA-defektses tiives metsiktiivest erinevalt ekspresseeritud valgud.

Alumine. gacS-defektses tlives metsiktiivest erinevalt ekspresseeritud valgud.
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statsionaarse kasvufaasi

:Sm

gacsS

Ja

:Sm

gacA
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P.

6

Lisa

SIES/MEd SEISYoRD acualayI(]1Sal-| SJUSPMS

i i
mo_nu
10207dd,
16077 dd,
(%))
o
=
©
c
©
£
(@)
2 |<
+ Q
° |8
Q.
2
0
o+~

29957 eid,

S44¢7dd,

§9L27dd

¥e1Zdd,

ELI

g g v T
a
ac
= =]
%o
a
o a
f
578 n o
o
a
o o
o %
s a
3
- g
g
B
o
s
d
o
oo
g o o
o o =] a
o o —
By, o FEBP ddh  alssad
a s F98+ dd, a
" EnoTd
5 o,
a 200300
o B B &&n
. oL ad,
8
£Pq _
P s ¥ELTe
R o £95dd %
9er ad
., aa 8
B
B
a
- rsvad,
o 69087dd, VT dd,
o
£020 e,

62

G anjen-dsay-| spuapnig 6o

slEsMEed BEsyoe

[
I




m leo
2
B
gacs ]
4
nl
g & -
&+ gl
£
Lo
o
e
'é a
b b
ﬁl E o
£
"
Lo
e
S
b
4
a
2
%
n_I
Lo o
'm
A
g g %
E 3 BN g3 g 2
= ] L B8 F oo b - @
o N =) o N 'él_\ ? 'E
@ £ a =] ot o o
PO ao. £ 5 £
] : o 2 @ s & =1
5B 3 & 3 g g g %
o o 2 | ] 1 ¢ o
& g5 b g 9 b &
< B b :ﬁ- ot iy C UE @
B £
o @ 2
5
g ot 5 2 E
3
i3 ‘ & L, #
£ R
o °
=
g
&‘ %
o 2
@ N @ v
o g
& i
o
(VD'
o e
2
Inl
o @
nﬂ. [=3
2
g
£ o
°
(]
.2
Lo
"
o
w0
©
T T T T T T T T T T T T T T
99 9 99 5 9 t 9t £ ST Z g L &0 o

sjEspE ] S1sgoeb anjea-d 193] suapng bo-

Joonis 19: gacS- ja gacA-defektsete tiivede statsionaarse kasvufaasi taisproteoom vorrelduna
metsiktivega PaW85. x-teljel on toodud erinevus metsiktiivest ning y-teljega paralleelselt on
margitud neljakordne erinevus. x-teljega paralleelselt on margitud statistiline usalduspiir,
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millest alates on erinevus metsiktivest statistiliselt oluline. Samasse operoni kuuluvad geenid
on margitud sama varviga.

Ulemine. gacA-defektses tiives metsiktiivest erinevalt ekspresseeritud valgud.

Alumine. gacS-defektses tlives metsiktlivest erinevalt ekspresseeritud valgud.

Lisa 7: ROS-ide tase P. putida tiivedes PaW85, gacS::Sm ja gacA::Sm parakvaadiga

Kui vaadata endogeensete ROS-ide taset P. putida metsiktiives PaW85 ning gac-
defektsetes tivedes peale 1,5 tundi kasvamist glc-CAA s66tmes 0,15 mM parakvaadi
juuresolekul, siis on P. putida gacS-ja gacA-defektsetes tlivedes endogeenne ROS-ide tase
kdrgem kui metsiktiives (Student’i T-testi p-vaartused vastavalt 2,42*10° ja 3,28*10°) (joonis
20). Bakterid kasvasid tiledo glc-CAA s66tmes. Jargmisel paeval mootsin kultuuri OD ning tegin
lahjenduse glc-CAA s66tmesse selliselt, et ODgpo=0,2. Proovidele lisasin parakvaati,
I6ppkontsentratsiooniga 0,15 mM ning kasvatasin rakke 1,5 tundi 30 kraadi juures. Seejarel
varvisin rakke H,DCFDA varvilahusega nagu kirjeldatud peatiikis ,Materjal ja metoodika“

2.2.14.

* k%
6000 * ok K

DCF fluorestsents/ kultuuri
OD6OO

Pawa85 gacS::Sm gacA::Sm

Joonis 20: Endogeensete ROS-ide tase metsiktlives PaW85 ning gacS::Sm ja gacA::Sm tiivedes
peale 1,5 tundi 0,15 mM parakvaadi juuresolekul. Joonisel on toodud iga tlive viie tehnilise
paralleeli keskmised vaartused Uhest katsest, kus y-teljele on margitud DCF keskmise
fluorestsentsi intensiivsuse ja keskmise optilise tiheduse (ODsoo) suhe koos standardhalbega.
*** tahistab vordlust metsiktiivega ning p-vaartust < 0,001.

Lisa 8: P. putida gac-defektsete tlvede statsionaarse kasvufaasi proteoomanaltits

Tabel 5: P. putida gacS- ja gacA-defektsete tlivede mdnede huvipakkuvate statsionaarse
kasvufaasi valkude ekspressioonitasemed.

dinB DNA poliimeraas IV ei olnud antud proteoomis ei olnud antud proteoomis

kdttesaadav kattesaadav
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katA Katalaas KatA -2,00 -2,23

katG Katalaas-peroksiidaas KatG -0,12 -0,13

mutS DNA paardumisvigu parandav valk +0,01 +0,08
MutS

rpoS RNA poliimeraasi o-faktor -0,25 -0,13

sodA Superoksiidi dismutaas SodA +0,95 +1,60

sodB Superoksiidi dismutaas SodB +0,12 +0,10
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