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Infoleht

Pseudomonas putida transporteri geeni lapE transkriptsiooni séltuvus globaalsetest
regulaatoritest

Kéesolevas t60s uuritakse Psedomonas putida geeni lapE transkriptsiooni soltuvust
jargmistest globaalsetest regulaatoritest: Fis, PhoB ja RpoS. LapE moodustab LapB ja LapC-
ga kompleksi, mis transpordib kleepvalku LapA-d raku pinnale, voimaldades bakteril
kinnituda taime juurtele ning moodustada biofilmi. P. putida eelistab elada taime juurtel, sest
taim eritab oma juurte kaudu mulda mitmesuguseid bakteritele vajalikke toitaineid. Samal ajal
soodustab P. putida taime kasvu ning kaitseb seda patogeenide eest. Biofilmi moodustamine
on P. putida’le oluline protsess ning seepdrast reguleeritakse seda mitmeid radu pidi.
Eelnevalt on pohjalikult uuritud P. putida biofilmi moodustamise regulatsiooni LapA
posttranslatsioonilise regulatsiooni kaudu. Biofilmi regulatsioonist transportervalkude kaudu
on aga vihe teada. Kédesolevas t66s leiab kinnitust, et lapE geeni ees on vdhemalt kaks
promootorit, mis pole RpoS-st soltuvad. Geeni lapE transkriptsioon ei soltu PhoB-st LB

sootmes, kuid Fis reguleerib transkriptsiooni nii positiivselt kui negatiivselt.

Mirksonad: Biofilm, Pseudomonas putida, Fis, LapE
CERCS kood ja nimetus:
e B220 — mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

e B230 — geneetika, tslitogeneetika

The effects of global regulators on the transcription of P. putida’s transporter gene lapE

The main purpose of this report is to give an overview of the research about the
transporter protein LapE in Pseudomonas putida which carries a huge adhesion protein called
LapA to cell surface to bind with plant roots and form biofilm. P. putida prefers to live on
plant roots since plants exudate several important nutrients to soil through its roots. In
exchange P. putida promotes plant growth and protects them from pathogens. As biofilm
formation is an important phenotype for P. putida, it is regulated through different pathways.
Previous studies have described the posttranslational regulation pathway of large externalized
adhesion protein LapA. As the information about the regulation through transporter proteins
is limited, this research focuses on the transcriptional regulation of transporter protein LapE.
The goal of this study is to investigate which promoters are responsible for the transcription



of lapE. In addition, the aim was to elucidate the effect that o-factor RpoS and regulator
proteins, such as Fis and PhoB, have on lapE transcription.

Keywords: Biofilm, Pseudomonas putida, Fis, LapE
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e B220 — genetics, cytogenetics
e B230 - microbiology, bacteriology, virology, mycology
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Kasutatud liithendid

ABC transporter — transportvalk, mis saab energiat ATP hiidroliiisist (ingl k ATP-binding
cassette transporter)

Fis — globaalne regulaatorvalk (ingl k factor for inversion stimulation)

RTX — valguperekond, mille litkmed sisaldavad 80-300 tandeemset kordusjérjestust (ingl k
repeats in toxins)

c-di-GMP - tsiikliline diguanosiinmonofosfaat

RACE — RNA 5’ otsa madramise meetod (ingl k rapid amplification of cDNA ends)

LB — Luria-Bertani s66de

IPTG — isopropiiiil-p-tioglaktosiid

FLP — koht-spetsiifiline rekombinaas

FRT — FLP rekombinaas dratundmisjéirjestus

nt — nukleotiid

TAE — puhver, mis sisaldab Tris-atsetaati ja EDTA-d (ingl k Tris-acetate-EDTA)

OD - optiline tihedus (ingl k optical density)

BamHI — Bacillus amyloliquefaciens’i tiitip II restriktsiooni endonukleaas X-gal — 5-bromo-4-
kloro-3-indool-B-D-galaktopiiranosiid

ONPG - orto-nitrofentiiil-B-tioglaktosiid

Exol — Escherichia coli eksoensiitim I


https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_amyloliquefaciens

Sissejuhatus

Pseudomonas putida on vdhendudlik bakter, mis suudab energia saamiseks kasutada
erinevaid siisinikuallikaid ning elada nii 6hus, vees kui mullas. Eelistatult elab P. putida aga
taime juurtele kinnitunult, moodustades mitme podllumajanduslikult olulise taime juurtel
biofilmi. Selliselt risosfaéri nakatanud bakter kasutab energia allikana toitaineid, mida taim
mulda eritab. Samal ajal konkureerib P. putida vilja patogeenseid baktereid ning suurendab

taime kasvu ja saagikust.

Biofilmi moodustamiseks peavad bakterid stabiilselt juurtele kinnituma. Selleks kasutab
P. putida suurt kleepvalku LapA, mis voimaldab bakteril nii pinnale kui teistele bakteritele
kinnituda. LapA arvatakse olevat vajalik esialgse podrduva pinnaga seondumise iileminekul

pOordumatuks.

Biofilmi moodustumist vdidakse reguleerida mitmeid radu pidi. Siiani on enim uuritud
juurtele Kkinnitumiseks vajaliku valgu LapA posttranslatsioonilist regulatsiooni. Biofilmi
moodustumise regulatsioonil vdivad olla olulised aga ka LapA transportervalgud LapE, LapB
ja LapC, mis moodustavad ABC transporteri (ingl k ATP-binding cassette transporter). Kui
transportereid on raku membraanis rohkem, siis voidakse ka suuremas hulgas LapA-d raku
pinnale transportida, millega soodustatakse biofilmi teket. LapA transportervalkude LapE,

LapB ja LapC geenide avaldumist on aga vidhe uuritud.

Meie laboris on eelnevalt ndidatud, et globaalne transkriptsiooni regulaator Fis (ingl k
factor for inversion stimulation) soodustab biofilmi teket. Eelnevalt on leitud, et Fis soodustab
biofilmi teket LapA kaudu, kuid Fis-i mojust transportervalkudele on vihe teada. Kédesoleva
t00 eesmadrgiks on selgitada lapE transkriptsioonilist regulatsiooni iildisemalt ning leida, kas

o-faktor RpoS ning regulaatorid Fis ja PhoB reguleerivad lapE transkriptsiooni.



Kirjanduse iillevaade

1. Pseudomonas putida

Perekonna Pseudomonas liigid on aeroobsed gramnegatiivsed gammaproteobakterid,
mis suudavad lagundada véga erinevaid looduslikke ja inimtekkelisi siisinikuallikaid ning
elada nii Ghus, vees kui mullas (Palleroni, 1984, Timmis, 2002). Pseudomonas putida’t
iseloomustab suhteliselt suur, umbes 6 miljoni nukleotiidi pikkune genoom (Ramos-Diaz ja
Ramos, 1998), mis sisaldab mitmesuguste metabolismirade geene, voimaldades P. putida’l
kasutada energia saamiseks viga erinevaid siisinikuallikaid, isegi saasteaineid nagu nafta ja

fenool (Nelson jt., 2002). See vdime on P. putida muutnud véga oluliseks uurimisobjektiks.

P. putida voib elada nii vabalt mullas kui taime juurtele Kinnitununa (Timmis, 2002).
Eelistatult elab P. putida taime juurtel, sest taim eritab oma juure apikaalmeristeemi kaudu
mulda mitmesuguseid suhkruid, aminohappeid, orgaanilisi happeid jpm, luues bakteritele
toitainerikka elukeskkonna (Dennis jt., 2010). Samal ajal soodustab P. putida taime kasvu ja
kaitseb taime patogeenide eest, konkureerides koloniseerimisel taimepatogeene vélja (Weller,
1988).

Taime eritatud siisinikuallikate kittesaamiseks peab bakter liikuma juureni ning selle
koloniseerima. Selleks, et kasulikud taimebakterid kasvavaid juuri nakataksid, eritab taim
mulda atraktantidena toimivaid flavonoide, mida P. putida efektiivselt keskkonnast tuvastada
suudab (Spaink, 1995, Hirsch jt., 2003). Seejarel liigub bakter oma polaarsete viburite abil

kemoatraktantide suunas ning risosfédrini joudes koloniseerib selle (Harwood, 1989).

Taime juure koloniseerimiseks peavad risosfddri joudnud bakterid stabiilselt taime
juurele Kinnituma, moodustades biofilmi. Biofilmi moodustamine on mikroobidele vajalik,
sest see voimaldab lisaks stabiilselt pinnale kinnitumisele ka paremini ebasoodsates
keskkonnatingimustes toime tulla, niiteks kaitseb biofilm mikroobe kuivamise ning pH
koikumiste eest (Garnett ja Matthews, 2012). Esmalt kinnituvad bakterid pinnale poorduvalt
Van der Waalsi joududega. Kui mikroobid suudavad pinnale kinnitunuks jddda ning neid ei
kanta koheselt minema, siis ldheb poorduv kinnitumine iile podrdumatuks. (Donlan, 2002)
Osad mikroobid kasutavad poordumatuks kinnitumiseks pilisid, kuid P. putida ja temale
sarnane teine Pseudomonas perekonna liige Pseudomonas fluorescens kasutavad selleks oma
suurimat valku, adhesiini LapA (Hinsa jt., 2003). P66rdumatult kinnitunud mikroobirakud
hakkavad pinnal jagunema ning moodustuvad mikrokolooniad. Rakujagunemise kéigus

hakatakse tootma ka rakuviliseid poliimeere, mis moodustavad biofilmi maatriksi.



Biofilmimaatriks koosneb poliisahhariididest, valkudest, rakuvilisest DNA-st,
poliipeptiididest jt biomolekulidest (Branda jt., 2005). Rakuviline maatriks katab biofilmi
moodustavaid rakke ja eraldab neid valiskeskkonnast. Biofilmi maatriks on heterogeenne,
sisaldades kanaleid, mille kaudu transporditakse hapnikku ja vajalikke toitaineid biofilmi ning
ainevahetuse kaigus tekkinud jddkaineid biofilmist vilja. (Evans, 2000) Maatriksi tédpne
koostis voib liigiti vdaga suures ulatuses varieeruda (Hall-Stoodley jt., 2004), koosnedes
nditeks P. putida’l ja P. fluorescens’il pohiliselt valkudest (Hinsa jt., 2003, Hinsa ja O'Toole,
2006, Moor jt., 2014) ning P. aeruginosa’l poliisahhariididest (Sutherland, 2001, Branda jt.,
2005).

2. LapA

LapA on nii P. putida kui ka P. fluorescens’i biofilmi moodustumise keskne valk
(Espinosa-Urgel jt., 2000, Hinsa jt., 2003, Hinsa ja O'Toole, 2006). Selle abil saavad
bakterirakud stabiilselt juurte pinnale kinnituda ning iile minna esialgselt poorduvalt
Kinnitumiselt poordumatule, voimaldades edasise biofilmi moodustumise. (Boyd jt., 2014)
Geeni lapA deleteerimisel langeb nii P. putida kui ka P. fluorescens’i voime biofilmi
moodustada (Hinsa jt., 2003, Moor jt., 2014).

LapA on hiiglaslik bakteri pinnal asuv adhesiin ehk kleepvalk, mille molekulmass P.
fluorescens’is on umbes 520 kDa ning P. putida’s 888 kDa (Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007,
Satchell, 2011, Winsor jt., 2011). LapA pdhijarjestuse moodustavad valgu keskel paiknevad
RTX (ingl k repeats in toxins) kordusjirjestused. Kordusjérjestuste ala on vajalik pinnaga
seondumiseks, voimaldades biofilmi moodustumist. Valgu C-terminaalne ots on samuti
vajalik pinnaga seondumiseks, kuid sisaldab ka tiitip 1 sekretsioonisiisteemi signaaljérjestus,
mille abil saab LapA vastavat sekretsioonisiisteemi ldbida. N-terminaalse otsaga kinnitub
LapA aga bakteriraku pinnale ning see on vajalik posttranslatsiooniliseks regulatsiooniks.

(Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007)

Bakter saab LapA abil kinnituda nii hiidrofoobsetele kui ka hiidrofiilsetele pindadele.
Kui LapA-d on raku pinnal palju, siis toimub seondumine modlemale pinnale sarnase
tohususega. Juhul kui LapA-d on raku pinnal vdhe, on eelistatud kinnitumine hiidrofoobsele
pinnale. Kuigi LapA seondub erinevate pindadega, sdltub kinnitumise mehhanism siiski pinna
omadustest. Hiidrofoobsele pinnale seondub LapA peamiselt RTX kordusjirjestustega, mis
sisaldavad suures hulgas hiidrofoobseid aminohappeid. Mikroobi seondumisel pinnaga

voltuvad LapA kordusjérjestused kokku, mis vdhendab mikroobi ja substraadi vahelist
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kaugust ning muudab seondumise tugevaks. (El-Kirat-Chatel jt., 2014) Hiidrofiilsete
pindadega seondub LapA aga pohiliselt C-terminuse kaudu (Yousef ja Espinosa-Urgel, 2007).
Sellise kinnitumise erinevuse tottu seondub mikroob LapA kaudu hiidrofoobsetele pindadele
tugevamalt kui hiidrofiilsetele, sest hiidrofoobsele pinnale kinnitumise korral on raku pinna ja
substraadi pinna vaheline kaugus vidiksem kui hiidrofiilse pinnaga seondudes. Lisaks
alustatakse hiidrofoobse pinnaga seondudes biofilmi moodustamist kiiremini ja
efektiivsemalt. (El-Kirat-Chatel jt., 2014)

LapA hulga reguleerimist bakteriraku pinnal on enim uuritud posttranslatsioonilisel
tasemel (Joonis 1). LapA posttranslatsioonilise regulatsiooni eest vastutab periplasmas asuv
proteaas LapG. Kui keskkonnas on liiga madal anorgaanilise fosfori kontsentratsioon, on
tingimused biofilmi tekkeks sobimatud. (Monds jt., 2007) Sellises olukorras lagundab Pho
regulonist kodeeritud fosfodiesteraas RapA c-di-GMP-d (tsiikliline diguanosiinmonofosfaat),
langetades selle hulka rakus (Monds jt., 2007, Newell jt., 2009). Madala c-di-GMP
kontsentratsiooni korral ei ole tsiitoplasmamembraanis paiknev c-di-GMP retseptor LapD
enam oma ligandga c-di-GMP-ga seotud ja muudab konformatsiooni nii, et ei suuda enam
LapG-d siduda. Nii saab proteaas LapG vabalt periplasmas ringi liikuda ning 16igata LapA N-
terminaalset otsa, vabastades LapA raku pinnalt keskkonda. (Monds jt., 2007) Kui
keskkonnas on palju fosforit, siis on rakus ka palju c-di-GMP-d, mis seondub oma retseptori
LapD-ga. LapD-s toimuvad konformatsioonilised muutused, mille tulemusena on see
voimeline siduma LapG-d. LapD-ga seotud LapG ei saa periplasmas vabalt liikuda ega LapA
N-terminaalset otsa 1digata. Selle tulemusel jdib LapA seotuks raku vidlismembraaniga,

soodustades biofilmi teket. (Navarro jt., 2011, Newell jt., 2011)
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Joonis 1. LapA posttranslatsiooniline regulatsioon (Navarro jt., 2011) LapA hulka raku pinnal
reguleerib proteaas LapG, mis 10ikab LapA N-terminaalse otsa &ra, vabastades sellega LapA
keskkonda. LapG on vdimeline 16ikama, Kui ta liigub periplasmas vabalt ringi. Kui aga rakus on palju
c-di-GMP-d, siis seondub c-di-GMP retseptor LapD LapG-ga. Seotud LapG ei saa periplasmas vabalt

ringi lilkuda ning LapA N-terminaalset otsa 15igata.

Lisaks posttranslatsioonilisele regulatsioonile kontrollitakse LapA hulka ka
transkriptsioonilise regulatsiooni kaudu, millest on tdnaseks aga oluliselt vdhem teada.
P. putida lapA-d transkribeeritakse juba varajases eksponentsiaalses kasvufaasis, kuid
statsionaarsesse faasi sisenedes transkriptsiooni tase tdouseb wveelgi. P. putida lapA
transkriptsiooni  reguleerib c-di-GMP koos FleQ-ga ja arvatavasti ka GacS/GacA
kahekomponendiline regulatsioonisiisteem. C-di-GMP aktiveerib lapA transkriptsiooni, kuid
eelnevalt on vajalik ka FleQ seondumine lapA promootoralale. Kahekomponendiline
regulatsioonisiisteem GacS/GacA mojutab lapA transkriptsiooni samuti  positiivselt.
(Martinez-Gil jt., 2014)

LapA on bakterile vajalik valjaspool rakku, kuid see siinteesitakse rakus sees. LapA
joudmiseks raku pinnale on vajalik ABC transporter LapEBC, mis koosneb kolmest valgust,
LapE, LapB ja LapC. LapB on 74 kDa molekulmassiga valk, mis asub arvatavasti
sisemembraanis ning sisaldab mitmeid transmembraanseid piirkondi ja ATPaasset domeeni
C-terminaalses otsas. LapC, molekulmassiga 50 kDa, sisaldab iihte transmembraanset
domeeni ning tihendab arvatavasti vdlismembraanset transporteri osa sissmembraanse osaga.

LapE, molekulmassiga 48 kDa, on ilmselt vilismembraanis asuv eksportvalk, mille kaudu
11



LapA rakust vilja transporditakse. (Hinsa jt., 2003) P. fluorescens’is transkribeeritakse koik
transporteri valgud thiselt promootorilt, kuid P. putida’s transkribeeritakse iihiselt
promootorilt vaid lapB ja lapC, kuid lapE transkribeeritakse iseseisvalt promootorilt (Yousef-
Coronado jt., 2008).

3. LapE

LapE on P. putida ja P. fluorescens’i vilismembraanis asuv valk, mis osaleb biofilmi
moodustamiseks hiddavajaliku adhesiini LapA transportimisel vdlismembraani. Kui LapA on
seni tuvastatud tiksnes Pseudomonas perekonna mullabakterites, siis LapE homolooge leidub

ka selle perekonna patogeenide seas. (Hinsa jt., 2003)

LapE-st ning selle ekspressiooni regulatsioonist on tidnaseks vihe teada. Monds jt on
vaadelnud P. fluorescens’i lapE transkriptsioonilist regulatsiooni soltuvalt anorgaanilisest
fosforist. Leiti, et fosfori kontsentratsioonist soltuva regulaatori PhoB seondumisjérjestus
lapE promootoralas on kattes o-faktori -35 konsensus jarjestusega. See andis alust arvata, et
PhoB reguleerib lapE transkriptsioonilist regulatsiooni, konkureerides lapE promootoralaga
seondumisel RNA poliimeraasiga. Tulemustest selgus, et PhoB kiill represseerib lapE
transkriptsiooni, kuid biofilmi moodustumise langus madalal fosfori kontsentratsioonil ei ole
siiski tingitud lapE negatiivsest geeniekspressiooni regulatsioonist. Kusjuures samasugused

tulemused saadi ka lapB ja lapC geenide ekspressiooni uurimisel. (Monds jt., 2007)

Meie laboris on varasemalt in silico ennustatud P. putida lapE promootorale kaks PhoB
seondumisjérjestust (Tabel 1, Riho Teras avaldamata andmed). Seondumisjérjestused on

leitud nii matriitsahelale kui ka kodeerivale ahelale.

Tabel 1 Geeni lapE promootoralale in silico ennustatud PhoB seondumisjarjestused.
Ennustamisel kasutati P. putida spetsiifilist tdendosust, arvutatud geeni algusest iilesvoolu.

Organismi spetsiifiline vdimalik miinimumskoor on -50,7 ning maksimumskoor 19,9.

Nimetus | Ahel Kaugus geeni | Ennustatud Skoor P-véirtus
algusest seondumisjirjestus
PhoB-1 | matriits | -320...-298 CCAAAGTGACAAT | 6,7 P<0,0001
ATTTTGTCGC
PhoB-2 | kodeeriv | -181...-159 TTGTTGTCTAATA |64 P<0,0001
AGTGTGCATT
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Lisaks on meie laboris eelnevalt RACE (ingl k rapid amplification of cDNA ends)
meetodil leitud lapE promootoralas kaks mRNA 5’ otsa (Riho Teras avaldamata andmed),
mis viitavad transkriptsiooni alguskohtadele.

Veel on lapE promootoralal eclnevalt ndidatud in vitro kaks Fis-i seondumisjérjestust,
Fis-E2 ja Fis-E3 (Lisa 1, Andrio Lahesaare avaldamata andmed). DNaas I jalajélje tulemusest
ldhtuvalt on Fis-E2 seondumisjérjestus arvatavasti madalama afiinsusega ning Fis-E3

seondumisjérjestusel on ilmselt Fis-i seondumise afiinsus kdrgem.

4. Globaalne transkriptsiooni regulaator Fis

Globaalne regulaator Fis on viike homodimeerne DNA-d siduv valk, mis on suhteliselt
konserveerunud Enterobacteriaceae ja Pseudomonadaceae sugukondades (Beach ja Osuna,
1998, Azam, 1999, Boswell jt., 2004). Fis seob ja painutab DNA-d reguleerides seeldbi nii
transkriptsiooni, DNA superspiralisatsiooni (Schneider jt., 1999, Schneider jt., 2001, Travers
jt., 2001) kui ka koht-spetsiifilist DNA rekombinatsiooni (Johnson jt., 1986, Finkel, 1992,
Dorgai jt., 1993). Fis-i mdju transkriptsioonile vdib olla nii positiivne, negatiivne kui ka
soltuda kasvufaasist (Bradley jt., 2007). Fis-i regulatiivne aktiivsus voib tuleneda sellest, et
Fis voib seonduda ka mitte-spetsiifiliste jarjestustega ning seal DNA-d painutada (Betermier
jt., 1994, Pan jt., 1996).

Olenemata sellest, et Fis modjutab E. coli’s umbes 5% geenide ekspressiooni, ei ole see
E. coli jaoks eluks hidavajalik valk (Schneider jt., 1997). P. putida’le on Fis-i
ekspresseerimine aga hiadavajalik ning seni pole suudetud iihtegi fis-i deletsioonitiive saada
(Jakovleva jt., 2012) ning ka alackspressioon on viga ebastabiilne (Riho Teras avaldamata
andmed). Seega on P. putida’s voimalik Fis-i funktsiooni uurida vaid Fis-i iileekspressiooni

tiives.

Meie laboris on eelnevalt ndidatud, et Fis soodustab P. putida biofilmi moodustumist
(Jakovleva jt., 2012). Selleks, et selgitada, milliste geenide kaudu Fis biofilmi moodustumist
reguleerida voib, viidi 1dbi P. putida transposoonmutagenees (Moor jt., 2014). Selles katses
pommitati P. putida Fis-i iileekspressiooni tiive F15-e kromosoomi mini-Tn5 kassetiga, mis
inserteerub  suvalistesse piirkondadesse kromosoomis. Sellega sooviti leida Fis-i
reguleeritavaid geene, mis on vajalikud P. putida’le biofilmi moodustamiseks, kuid
praktilistel kaalutlustel kasutati transposoonmutantide selekteerimiseks ujumisvoime kui
biofilmi moodustumise vastandfenotiiiibi hindamist. F15-e liikuvus on oluliselt halvem

vorreldes metsiktiivega, seega otsiti transposoonmutante, mille ujumisvdime on oluliselt
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paranenud. Kokku 76-st analiilisitud transposoonmutandist 68-1 oli insertsioon toimunud lap
geenidesse. Nendest omakorda 62-1 oli insertsioon lapA geenis voi LapA transportvalkude
lapE, lapB ja lapC geenides (Moor jt., 2014). Antud tulemused é&ratasid huvi lap geenide
edasiuurimiseks. Niilidseks on ndidatud, et Fis aktiveerib LapA ekspressiooni (Moor jt.,
2014). Samuti on pdgusalt vaadatud Fis-i moju lapE, lapB ja lapC avaldumisele (Moor,
2013), millest selgus, et tihiselt promootorilt transkribeeritavate lapB ja lapC avaldumist Fis

ei mojuta, kuid voib reguleerida lapE avaldumist.

5. PhoB

PhoR/PhoB kahekomponendilise regulatsioonisiisteemi abil tunnetab bakter keskkonnas
oleva anorgaanilise fosfori kontsentratsiooni ning reguleerib selle kaudu transkriptsiooni Pho
regulonilt (Makino jt., 1989, Wanner, 1993). PhoR on selles regulatsioonisiisteemis
sensorkinaas, mis anorgaanilise fosfori madalal kontsentratsioonil  keskkonnas
autofosforiileerub. Seejdrel kantakse fosfaatjddk edasi transkriptsioonilisele regulaatorile
PhoB, mis viimase aktiveerib. (Makino jt., 1989) Aktiveeritud PhoB seondub DNA-ga ja
sigma faktor o'%-ga, mille tulemusel aktiveeritakse transkriptsioon Pho reguloni geenidelt.
Pho reguloni geenide korral seondub RNA-poliimeraas o’° kaudu ainult promootori -10
elemendiga, sest -35 seondumisjérjestus Pho reguloni promootoritel puudub (Kimura jt.,
1989). Kui keskkonnas anorgaanilise fosfori kontsentratsioon langeb, siis PhoR ei
autofosforiileeru ning PhoB defosforiileeritakse, 1opetades sellega ka transkriptsiooni Pho

regulonilt (Makino jt., 1993, Makino jt., 1996).

PhoB koosneb kahest funktsionaalsest domeenist, N-terminaalsest ja C-terminaalsest.
N-terminuses asub signaali vastuvottev domeen, mida fosforiileerib PhoR. C-terminuses asub
DNA-d siduv domeen. C-terminaalne domeen on vajalik veel ¢°-ga seondumise abil
transkriptsiooni aktiveerimiseks, Kkui signaali vastuvottev domeen on fosforiileeritud.
Fosfaatjadgita N-terminaalne domeen vaigistab C-terminaalse domeeni ning transkriptsiooni
Pho reguloni geenidelt ei aktiveerita. (Makino jt.,, 1993, Makino jt., 1996, Ellison ja
McCleary, 2000)

6. X-faktorid

Transkriptsiooni  regulatsioon toimub  peamiselt initsiatsiooni etapis. Kuigi

transkriptsiooni viib 1d4bi RNA poliimeraasi apoensiiiim, ei suuda see bakterites ise spetsiifilist
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promootorjarjestust dra tunda ja sellega seonduda. Transkriptsiooni initsiatsiooniks peab o-
faktor RNA poliimeraasiga seonduma, moodustades holoensiiiimi, mis suudab vajaliku
promootori dra tunda. (Richard jt., 1969, Fassler ja Gussin, 1996) Bakterite kasvuks on
hidavajalik o-faktor 6'° (RpoD), mille abil transkribeeritakse koduhoidjaid geene. Lisaks o -
le kasutavad bakterid aga ka alternatiivseid o-faktoreid, mis seonduvad erinevate
promootorjarjestustega ning initsieerivad transkriptsiooni erinevatel keskkonna tingimustel.
(Gross jt., 1998). Selline regulatsioon lubab bakteritel kiiresti keskkonnamuutustega

kohaneda.

Sellised alternatiivsed o-faktorid on naiteks 6°° (RpoS), 62 (RpoH), 6* (RpoN) ja 62
(FliA/SigD). RpoS on statsionaarse faasi c-faktor, mis on vajalik stressitingimustes ellu
jaamiseks ja muutuvate keskkonnatingimustega kohanemiseks (Lange ja Hengge-Aronis,
1991). Kuumasoki korral on E. coli’le vajalik RpoH, mille abiga transkribeeritakse kuuma-
Soki valke (Grossman jt.,, 1987). RpoN on vajalik bakteritele ldmmastikuallikate
omastamiseks (Kohler jt., 1989) ning FliA osaleb viburite siinteesi regulatsioonis (Helmann,
1991).

Iga o-faktor tunneb &ra spetsiifilise konsensusjarjestuse, millega ta seondub (Harley ja
Reynolds, 1987). Pohilise osa o-faktoritest moodustavad 6" tlilipi o-faktorid, mis seonduvad
DNA ahelaga transkriptsiooni alguspunktist 10 ja 35 nukleotiidi iilesvoolu asuvatele
jarjestustele (Tabel 2). Selline o-faktor on ka RpoS. RpoS-i konsensuses on konserveerunud -
10 element, -35 aga ei ole konserveerunud (Espinosa-Urgel jt., 1996).

RpoN on teise o-faktorite perekonna, ¢™*

, ainus esindaja (Merrick jt., 1987, Sasse-
Dwight ja Gralia, 1990). RpoN-i vahendatud transkriptsiooni initsiatsiooni toimumiseks peab
aktivaator seonduma transkriptsiooni alguspunktist iilesvoolu asuvale vdimendajale (Morris
jt., 1994). RpoN-il on ka teistsugune konsensusjarjestus, tavapérase -10 ja -35 elementidega

seondumise asemel seondub RpoN -12 ja -24 elementidega (Merrick, 1993).
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Tabel 2 o-faktorite konsensusjérjestused

Konsensusjirjestus
o'’ perekond -35 element | Vahepealsete | -10 element Allikas
nukleotiidide
arv
¢’ (RpoD/ SigA) | TTGACA | 16—18 TATAAT (Harley ja
Reynolds,
1987,
Helmann,
1995)
6°° (RpoS) CTATACT (Espinosa-
Urgel jt.,
1996)
6>° (RpoH) CTTGAAA | 11—16 CCCATNT* (Gross, 1996)
o> (FIiA/ SigD) | TAAA 15 GCCGATAAA | (Helmann,
1991)
Konsensusjirjestus
¢>* perekond -24 element | Vahepealsete | -12 element Allikas
nukleotiidide
arv
6> (RpoN) TGGCAC |5 TTGCW** (Merrick,
1993)

* n téhistab kdiki nelja vdimalikku nukleotiidi

** W tdhistab A voi T nukleotiidi
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Eksperimentaalne osa

1. Too eesmark

Pseudomonas putida biofilmi moodustumise keskne valk on LapA, kuid biofilmi
moodustumine voib olla reguleeritud ka LapA transportervalkude kaudu. Kui transportereid
on rakumembraanis rohkem, on voimalik, et LapA-d transporditakse suuremas hulgas raku
pinnale, millega soodustatakse biofilmi teket. Sellest 1dhtuvalt on kéesoleva t66 laiemaks
eesmargiks selgitada vilja, kuidas on reguleeritud lapE transkriptsioon. Tapsemalt, milliste
promootorite kaudu regulatsioon toimub ning millised regulaatorid lapE transkriptsiooni

mojutavad.

Meie laboris on eelnevalt ndidatud, et globaalne transkriptsiooni regulaator Fis
soodustab P. putida biofilmi moodustumist (Jakovleva jt., 2012). Samuti on eelnevalt in vitro
naidatud lapE promootoralas kaks Fis-i seonudmisjdrjestust (Lisa 1, Andrio Lahesaare
avaldamata andmed). Sellest ldhtuvalt tekkis kiismus, kas Fis-i biofilmi moodustumise
soodustamine v3ib olla seotud lapE transkriptsiooni voimendamisega. Seega on kiesoleva t66

teiseks eesmargiks vilja selgitada, kas Fis reguleerib lapE geeni ekspressiooni.

2. Materjal ja metoodika

2.1. Bakterite kasvatamistingimused

Baktereid kasvatati LB (Luria-Bertani soode) tdissootmes (Miller, 1992), millele
tardsootme saamiseks lisati agarit 16,5 g/l. Vedelsd6tmes kasvatamisel aereeriti rakke loksutil
180 pooret minutis. Toos kasutati jargmisi selektsioonimarkereid: gentamdiitsiin (Gm, 10
ug/ml), streptomiitsiin (Sm, 200 pg/ml), kanamiitsiin (Km, 50 ug/ml) ja penitsilliin (Pn, 1500
pug/ml). Tac promootori indutseerimiseks lisati s66tmesse 1 mM ldppkontsentratsiooniga
IPTG (isopropiiiil-p-tioglaktosiid). Pseudomonas putida rakke kasvatati temperatuuril 30 °C
ja Escherichia coli rakke temperatuuril 37 °C. Kasutatud bakterid ja plasmiidid on vilja
toodud tabelis 3.
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Tabel 3 T66s kasutatud bakterid ja plasmiidid

Bakter Iseloomustus véi genotiiiip Allikas

E. coli | rrnB3  AlacZ4787 hsdR514  A(araBAD)567 | (Baba jt.,

BW25113 A(rabad)568 rph-1 2006)

E. coli | BW25113, fis geeni asemel on Km" geen Keio  tiivede

BW25113 kogu (Baba jt.,

Afis::Km® 2006)

E. coli | BW25113Afisz:Km"-i Km"™ geen on FLP | Kiesolev t66

BW25113 rekombinaasiga deleteeritud

Afis

P. putida | PaW85; gImS geeni jérele inserteeritud mini-Tn7- | (Jakovleva jt,

PSm QSm kassett (Sm") 2012)

P. putida | PSm tiivest on deleteeritud rpoS geen (PP_1623) | Annika Teppo

PSmArpoS vastavalt Victor de Lorenzo protokollile (Martinez- | avaldamata
Garcia ja de Lorenzo, 2011) andmed

P. putida | PSm tiivest on deleteeritud phoB geen (PP_5320) | Annika Teppo

PSmAphoB | vastavalt Victor de Lorenzo protokollile (Martinez- | avaldamata
Garcia ja de Lorenzo, 2011) andmed

P. putida F15 | PaW85; glmS geeni jérele inserteeritud mini-Tn7- | (Jakoleva jt,
term-lacl%-Ptac-fis-T1T2-QGm kassett (Gm") 2012)

Plasmiid

pBLKT Test-vektor lacZ geeni ja T1T2 terminaatoriga | (Moor, 2011)
(Km®)

pBLKT- BamHI-ga avatud pBLKT-sse on inserteeritud lapE | Kéesolev t66

lapE1 105 nt (nukleotiid) pikkune promootorala (Km®)

pBLKT- BamHI-ga avatud pBLKT-sse on inserteeritud lapE | Kdesolev t66

lapE1-2 155 nt pikkune promootorala (Km®)
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Tabel 3 jatk Toos kasutatud bakterid ja plasmiidid

rekombinaasi geeni sisaldav plasmiid (Amp®, Cm®)

Plasmiid Iseloomustus véi genotiiiip Allikas

pBLKT- BamHI-ga avatud pBLKT-sse on inserteeritud lapE | (Moor, 2013)

lapE1-2pikk | 374 nt pikkune promootorala (KmF)

pBLKT- pBLKT-lapE1-2pikk, millel on muteeritud Fis-E2 | Kdesolev t60

lapEl-2pikk | seondumisjirjestus

F2mut

pBLKT- pBLKT-lapEpikk, millel on muteeritud Fis-E3 | Kdesolev t60

lapE1l-2pikk | seondumisjarjestus

F3mut

pBLKT- pBLKT-lapEpikk, millel on muteeritud Fis-E2 ja | Kéesolev t66

lapE1l-2pikk | Fis-E3 seondumisjarjestused

F2,3mut

pJBlacltac tac promootorit sisaldav ekspressiooniplasmiid (Jakovleva jt.,

2012)

pJB-PF pJBlacltac, mille tac promootori jargi on | (Jakovleva jt.,
kloneeritud P. putida fis-i geen 2012)

pCP20 Temperatuuri ~ tundlikult  replitseeruv,  FLP | (Datsenko ja

Wanner, 2000)

2.2. PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon)

PCR-i ldbiviimiseks kasutati matriitsina ca 1 ng eelnevalt puhastatud DNA-d voi otse
bakteritest kuumutamisel vabanevat DNA-d. Reaktsiooni segu 1oppmahuga 30 pl sisaldas
PCR puhvrit (75 mM Tris HCI pH 8,8; 20 mM (NH,4)2SO4; 0,01% Tween 20; 2,5 mM MgCly;
0,2 mM tartrasiin; 0,2 mM dNTP; 0,5% Ficoll 400), 10 pmol-i mdlemat praimerit, 1 U Taq
DNA poliimeraasi, matriits-DNA-d ja 10ppmahuni lisatud mQ vett. T66s kasutatud praimerid
on vilja toodud tabelis 4. PCR tsiikli etapid olid jargmised: 96 °C 3 minutit bakterite
16hkumiseks ja DNA denatureerimiseks, 96 °C 30-60 sekundit DNA denatureerimiseks, 56 °C

30-60 sekundit praimerite kinnitumiseks matriits-DNA-le ja 72 °C olenevalt amplifitseeritava

ala pikkusest 30-60 sekundit DNA siinteesiks. Viimast kolme etappi korrati 25 korda.




Tabel 4 T66s kasutatud praimerid

Praimer Praimeri jirjestus 5° 2 3’ suunas | Seondumiskoht
enneprtac GCATAATTCGTGTCGCTCAAG | Vektoril pJBlacltac lacl geeni
ja T1T2 terminaatori vahel
257-237 nt-d T1T2
terminaatorist suunaga selle
poole
lacZAB GTGTTACCCAGAGTCAGC Vektoril pBLKT, 3-20 nt-d
lacZ geenis suunaga geeni
algusest vilja
lapE-IImut** | GGCAATTTGATAGCCCGAAC | 114-147 nt-d enne lapE geeni
CCTTCTTACCTAT algust suunaga geeni poole
lapE- TTGTTGTCTAATGAGTGTGGG | 158-191 nt-d enne lapE geeni
[Hmut** TTCAAGGGCACG algust suunaga geenist eemale
lapE-I* AGGATCCGATAAGTTTATCGT | 44-64 nt-d enne lapE geeni
CATTTTT algust suunaga geeni poole
lapE-FE2- TGGATCCGCGTTGAATGTACT | 94-114 nt-d enne lapE geeni
BHI* TAGCTG algust suunaga geeni poole
lapE-fw* TGGATCCAACCCTGCACAAGC | 315-333 nt-d enne lapE geeni
CAAAG algust suunaga geeni poole
lapE-rev* TGGATCCGCCAACAGTAAAG |23-41 nt-d geeni algusest
CACTGG suunaga geeni alguse poole
T1T2 TGGCCTTTTTGCGTAGATC 107-125 nt-d lacZ geenist

iilesvoolu suunaga geeni alguse

poole (pBLKT-s)

* Allajoonituna on tdhistatud restriktaasi BamHI dratundmisjirjestused

**Jdmedas kirjas on téhistatud nukleotiidid, mis erinevad matriits ahela jirjestusest.
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2.3. DNA geelelektroforees

DNA geelelektroforeesi kasutati DNA olemasolu kontrollimiseks ja PCR-iga
amplifitseeritud fragmendi pikkuste hindamiseks. Elektroforeesiks kasutati 1% agaroosgeeli
1x TAE puhvris (50 mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA,; pH 8,2), mis sisaldas 0,25 pg/ml
etildiumbromiidi. PCR-i segu voi Fermentas foreesivirviga 6X Orange Loading Dye varvitud
DNA kanti geelile korvuti Thermo Scientific Zipruler Express DNA ladder markeriga.
Elektroforees toimus 1x TAE puhvris 125 voldi juures 10-15 minutit. Tulemus visualiseeriti

UV valguses.

2.4. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatsioon

P. putida rakke kasvatati iile66 5 ml-is LB s66tmes temperatuuril 30 °C koos vastava
antibiootikumiga. Rakud tsentrifuugiti kokku (12000 x g, 1 minut) ning pesti kolm korda 1
ml-i 300 mM sahharoosi lahusega. Seejdrel voeti rakud tiles 400-1000 pl-is 300 mM
sahharoosi lahuses.

E. coli BW25113 rakke kasvatati ile6d 5 ml-is LB so66tmes 37 °C juures koos vastava
antibiootikumiga. Seejérel tehti iiledokultuurist 5 ml-i virskesse LB so6tmesse 40-kordne
lahjendus ja kasvatati temperatuuril 37 °C kuni ODsgy (optiline tihedus) oli 0,4-0,5. E. coli
kompetentide tegemisel hoiti rakke kogu aeg jaal ja tsentrifuugiti temperatuuril 4 °C. Rakud
tsentrifuugiti kokku (3300 x g, 3 minutit) ning pesti kaks korda 1 ml-i 10% gliitserooli

lahusega ja voeti iiles 50 pl-is 10% gliitserooli lahuses.

Kompetentsed rakud kasutati koheselt elektroporatsioonil plasmiidse DNA viimiseks
bakterirakkudesse. Selleks segati 50 pl kompetentseid rakke 0,3 ul-i plasmiidse DNA-ga
(kokku 100 ng DNA-d). Koporeerimisel lisati 50 pl-ile kompetentsetele rakkudele 4 pl-i
kumbagi plasmiidset DNA-d. Segu asetati elektroporatsioonikiivetti ning plasmiidne DNA
elektroporeeriti rakkudesse. Poratsioonil kasutati elektroporaatorit ,,E. coli Pulser” firmalt
Biorad pingel 2500 V. Peale elektroporatsiooni kanti rakud kiivetist 1,5 ml LB s66tmesse ja
kasvatati loksutil 1 tund. Seejarel tsentrifuugiti rakud kokku (12000x g, 1 minut) ja plaaditi

selektiivsGotmele.
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2.5. Promootorala kloneerimine transkriptsioonivektorisse

Kloneerimisel kasutati firma Thermo Scientific ensiiime vastavalt tootja protokollile.
Kloneerimist kasutati promootoralade lapE1l, lapEl-2, lapEl-2pikk F2mut, lapE1-2pikk
F3mut ja lapE1-2pikk F2,3mut, viimiseks vektorisse pBLKT.

Promootoralade lapEl ja lapE1l-2 saamiseks amplifitseeriti lapE1l-2pikk promootorala
PCR-iga. Promootorala lapE1 saamiseks kasutati praimereid lapE-I (Tabel 4) ja lapE-rev ning
lapE1-2 saamiseks praimereid lapE-FE2-BHI ja lapE-rev. Praimerite otsa olid disainitud

restriktaasi BamHI dratundmisjarjestused.

Promootoralade lapE1l-2pikk F2mut (Tabel 3), lapEl-2pikk F3mut ja lapE1-2pikk
F2,3mut saamiseks amplifitseeriti lapE1-2pikk promootorala kaheetapilisel PCR-il. LapE1-
2pikk F2mut saamiseks kasutati esimesel PCR etapil praimereid lapE-limut ja lapE-rev ja
teisel etapil praimereid lapE-fw ja eelmisel PCR etapil saadud produkti. LapEpikk F3mut
saamiseks kasutati esimesel PCR etapil praimereid lapE-Ilimut ja lapE-fw ja teisel etapil
kasutati praimeriteks lapE-rev ja eelmisel PCR etapil saadud produkti. Praimerite lapE-fw ja
LapE-rev otsa olid disainitud restriktaasi BamHI dratundmisjérjestused. LapEpikk F2,3mut
saamiseks muteeriti esmalt Fis-E2 seondumisjérjestus ning seejdrel Fis-E3 seondumisjérjestus

nii nagu eelpool kirjeldatud.

Kloneerimisel 18igati PCR-i produkti ja vektorit Fast Digest restriktaasiga BamHI
vastavalt tootja protokollile (Thermo Scientific). Kloneerimise efektiivsemaks muutmiseks
lisati pBLKT-le aluseline fosfataas FastAP, mis ei lase vektori otstel tagasi kokku kleepuda.
DNA ligeerimiseks vektoriga kasutati T4 DNA ligaasi ning reaktsioon toimus 17 °C juures
iiledo.

Restriktsiooni- ja ligaasisegud sadestati kolmekordse mahu kiilma 96° etanooliga ja 0,1-
kordse mahu 5 M NaCl-i lahusega. Sadestati 10-20 minutit -20 °C juures. Seejérel
tsentrifuugiti DNA pohja temperatuuril 4 °C (16100 x g, 10-15 minutit). Sadenenud DNA-d
pesti 200 ul-i 80° etanooliga iiks kord, tsentrifuugides (16100 x g, 10 minutit) temperatuuril 4
°C. Nii restrikteeritud kui ligeeritud DNA voeti iiles 10-20 pl-is mQ vees. Ligeeritud DNA

elektroporeeriti P. putida PSm rakkudesse.

Konstruktide digsust kontrolliti sini-valge testiga X-gal-i (5-bromo-4-kloro-3-indool-B-D-
galaktopiiranosiid) sisaldaval sootmel, PCR-iga ja sekveneerimisega. PCR-il kasutati
praimereid lacZAB ning lapE-fw. Sekveneeriti aga praimeritega lacZAB ja T1T2.
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2.6. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse mo6tmine

B-galaktosidaasi eriaktiivsust mdddeti vastavalt Milleri modifitseeritud metoodikale
(Miller, 1972). B-galaktosidaasi eriaktiivsust moddeti Milleri iihikutes, mis niitab kollase
produkti, orto-nitrofenooli teket rakutiheduse kohta. Rakke kasvatati 18 tundi LB s66tmes
vastava antibiootikumiga nii IPTG-ga (1 mM Ildppkontsentratsiooniga) kui ilma. IPTG
juuresolekul toimub P. putida F15 tiives Fis-i transkriptsioon tac promootorilt. Rakutihedus
modteti spektrofotomeetriga 580 nm lainepikkuse juures. Logaritmilise kasvufaasi rakkude f-
galaktosidaasi eriaktiivsuse mootmiseks tehti tilebokultuurist lahjendus OD-ga 0,1 kaks tundi
ning seejérel lisati [PTG-ga variandile 1 mM 1dppkonsentratsiooniga IPTG ja kontrollidele
mQ vesi ning inokuleeriti veel kaks tundi. Eriaktiivsuse modtmiseks segati reaktsioonisegu,
mis sisaldas 800 ul Z-puhvrit (60 mM Na;HPO,4, 35 mM NaH,PO4, 10 mM KCI, 2 mM
MgSO,, 28 mM B-merkaptoetanool; pH 7), 50 ul kloroformi, 10-50 ul bakterikultuuri ja 200
ul ONPG-d (orto-nitrofeniiiil-p-D-galaktopiiranosiid, kontsentratsiooniga 4 mg/ml). Kollase
varvi tekkimisel peatati reaktsioon 500 pul 1 M Na,CO; lisamisega. Reaktsioonil tekkinud
kollase produkti hulk méairati spektofotomeetriliselt 420 nm lainepikkusel ja liiisitud rakkude

tihedus 550 nm lainepikkusel. Eriaktiivsuse arvutamiseks moddeti ka reaktsiooniaeg.
B-galaktosidaasi eriaaktiivsus (E) arvutati jairgmise valemiga:

_1000x(0D1-1,75X0D2)

- TxVx0D3

T tdhistab reaktsiooniaega minutites, V on bakterikultuuri hulk milliliitrites, OD1 on
kollase produkti neeldumine 420 nm lainepikkusel, OD2 on liitisinud rakkude tihedus 550 nm
lainepikkusel ja OD3 on rakutihedus 580 nm lainepikkusel.

2.7. DNA sekveneermine

DNA sekveneerimiseks amplifitseeriti uuritavaid proove PCR-iga. PCR-i proove t6odeldi
2,5 U Exol (Escherichia coli eksoensiitiim I) ja 1 U aluselise fosfataasiga (FastAP) 15 minuti
jooksul 37 °C juures ja peatati 15 minuti jooksul 80 °C juures. Seejarel segati kokku
reaktsioonisegu 10ppmahuga 10 ul, mis sisaldas 0,3 pul PCR-i produkti, 0,7 ul BigDye Premix-
i, 2 ul BigDye lahjenduspuhvrit, 1,6 pmol/ml praimerit ja 1dppmahuni lisatud mQ vett.
Sekveneerimisreaktsioon koosnes jargmistest etappidest: 96 °C 15 sekundit, 56 °C 10 sekundit
ja 60 °C 45 sekundit, koiki etappe korrati 30 korda. Reaktsioonisegu sadestati 10 minuti
jooksul 2 pul dekstraani ja 30 pl 96° etanooliga. Segu pesti kaks korda 200 pl 70° etanooliga
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tsentrifuugides (13543 x g, 10 minutit) ning vdeti iiles 10 pl formamiidis. Sekveneerimiseks

kasutati TUMRI sekveneerimisteenust ja saadud DNA jirjestusi analiiiisiti programmiga
BioEdit 7.0.9.1.

2.8. DNA eraldamine

DNA eraldamist kasutati plasmiidse DNA vilja puhastamiseks rakkudest. Kasutati 1-3
ml-i 1led6, kuid mitte kauem kui 20 tundi kasvanud, rakukultuuri. Eraldamiseks kasutati
Favorgeni Favorprep Plasmid Extraction Mini Kit-i vastavalt tootja protokollile. Eraldatud
DNA elueeriti 60 pl mQ-ga.

2.9. BW25113Afis::Km"-i antibiootikumi resistentsusgeeni elimineerimine

BW25113Afis:Km" rakke elektroporeeriti pCP20 plasmiiga, mis sisaldab FRT
jarjestustega rekombineeruvat FLP rekombinaasi geeni. Transformeeritud rakke kasvatati 1,5
ml-is LB vedelsootmes eksponentsiaalse kasvufaasini. Seejdrel hoiti rakke iiks tund 43 °C
juures rekombinaasi geeniekspressiooni aktiveerimiseks. Rakud kiilvati paralleelselt
ampitsilliini ja kanamiitsiini sisaldavatele so6tmetele. Kui rakud kasvasid vaid ampitsilliini
sisaldaval sootmel, oli rekombinatsioon toimunud ning kanamiitsiini resistentsusgeen
elimineerinud. Plasmiidist pCP20 lahti saamiseks kasvatati rakke iile6od antibiootikumita LB
vedelsootmes ning plaaditi LB agarile. Seejarel kiilvati rakud paralleelselt antibiootikumita ja
ampitsilliini sisaldavatele LB s66tmele, et kontrollida antibiootikumi resistentsuse kadumist
rakkudest.

2.10. Statistiline analiiiis

Statistiliseks analiilisiks kasutati  paketti  Statistica 13. Tulemusi analiiisiti
multifaktoriaalse ANOVA-ga usaldusnivool 0,05. P-viértused arvutati Bonferroni testiga
programmis PostHoc. Joonistel on ndidatud mdotmistulemuste keskvéartused koos 95%

usalduspiiridega ning homogeensusriihmadega.
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3. Tulemused

3.1. Saadud konstruktid

Kloneeriti 105 nt pikkust lapE promootorala fragmenti sisaldav konstrukt pBLKT-lapE1,
155 nt pikkuse lapE promootorala fragmendiga konstrukt pBLKT-lapE1l-2 ning 374 nt
pikkust lapE promootorala fragmenti sisaldavad konstruktid pBLKT-lapE1l-2pikk F2mut,
pBLKT-lapE1-2pikk F3mut ja pBLKT-lapE1-2pikk F2,3mut ning kasutati eelnevalt olemas
olnud konstrukti pBLKT-lapE1-2pikk (Joonis 2, Tabel 3).

E-II E-I
. . : l r =
Fis-E3 Fis-E2 ) ptl .
lapE1-2
lapE1-2pikk

A
v

Joonis 2. Erineva pikkusega lapE promootorala koos RACE-iga madratud mRNA 5' otsadega
ning Fis-i seondumiskohtadega. Nooltega on mérgitud ennustatud 5' mRNA otsad, kdvernoolega geeni
algus ning punaste Kkastidega Fis-i seondumisjarjestused. Kaheotsaliste nooltega on ndidatud lapE

promootoralade fragmendid, mis on vektorisse pBLKT kloneeritud.

3.2. Geeni lapE promootorid

Uurimaks lapE geeni transkriptsioonilist regulatsiooni, tuli esmalt leida, mitu promootorit
lapE geenil on. Meie laboris oli eelnevalt RACE meetodil lokaliseeritud kaks lapE mRNA 5’
otsa, E-1 ja E-Il, mis asuvad vastavalt 16 nukleotiidi ja 65 nukleotiidi iilesvoolu lapE geeni
algusest (Riho Teras avaldamata andmed). Leitud mRNA 5’ otsad viitavad transkriptsiooni
alguskohale. Transkriptsiooni hindamiseks kasutati lacZ geenil pShinevat testvektorit pPBLKT.
Testgeeni ette Kkloneeriti erineva pikkusega lapE promootorala fragmendid ning
transkriptsiooni regulatsiooni hinnati B-galaktosidaasi eriaktiivsuse jargi (Joonis 3 A).
Konstrukt pBLKT-lapE1 (Joonis 2) sisaldab tihte potentsiaalset promootorit, pPBLKT-lapE1-2
kahte potentsiaalset promootorit ning pBLKT-lapE1-2pikk kogu uuritavat promootorala.
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Joonis 3. Erineva pikkusega lapE promootoralade B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida LB
vedelsootmes kasvanud rakkudes. Joonisel on ndidatud mootmistulemuste keskvaartused koos 95%
usalduspiiridega ning homogeensusrithmadega. A B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida tiivede PSm,
PSmArpoS ja PSmAphoB statsionaarse faasi rakkudes. Toodud on véhemalt 5 paralleeli keskmised
tulemused. B B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida tiive PSm logaritmilise faasi rakkudes. T66dud

on 10 paralleeli keskmised tulemused.

PSm tiives mdodetud konstrukti pBLKT-lapE1 B-galaktosidaasi eriaktiivsus (Joonis 3 A)
on mirgatavalt kdrgem kui promootorita pBLKT basaalne eriaktiivsus, milleks on 0,9 Milleri
tthikut. (Lahesaare jt., 2014). Selline tulemus Kinnitab, et lapE mRNA 5’ otsast E-I iilesvoolu

on promootor.

Konstrukti pBLKT-lapE1-2 pB-galaktosidaasi eriaktiivsus on aga umbes kaks korda
viaiksem kui konstruktil pBLKT-lapEl (P < 0,0001). Selline tulemus viitab kiill
transkriptsiooni langusele, kui lapE promootorala konstruktis pBLKT-lapEl 5’ otsast
pikendada, kuid pole voimatu, et ka see DNA 10ik sisaldab promootrit, sest selles piirkonnas
asub lapE geenist kaugeim mRNA 5’ ots. B-galaktosidaasi eriaktiivsuse langus tuleneb

arvatavasti repressori seondumisest antud DNA alale.

Konstrukti pBLKT-lapE1-2pikk B-galaktosidaasi eriaktiivsus on, vorreldes konstruktiga
pBLKT-lapE1-2, 1,6 korda kérgem (P < 0,0001). Lisandunud ala voib sisaldada veel iihte
promootorit, kuid selles piirkonnas ei ole mRNA 5’ otsa tuvastatud. Seega on tdendolisem, et
antud piirkonda lisandub lapE transkriptsiooni aktivaatori seondumisjérjestus.

26



Geeni lapE promootorala piirkonnas, mis sisaldab {ihte potentsiaalset promootorit, on
olemas promootor, millelt toimub lapE geeni transkriptsioon. Kui antud promootorala
pikendada 5’ suunas, siis voib lisanduda veel iiks promootor, kuid Kindlasti lisandub mingi
repressori  seondumisjarjestus. Kui pikendada lapE promootorala, mis sisaldab kahte
potentsiaalset promootorit, veelgi 5’ suunas, tduseb P-galaktosidaasi eriaktiivsus, mis vdib
viidata veel ithe promootori voi aktivaatori lisandumisele lapE promootorala piirkonda, mille

vOrra promootorala pikendati.

3.3. Geeni lapE avaldumine logaritmilises kasvufaasis

Uurimaks, kas lapE transkriptsioon toimub kasvufaasiti erineva Kiirusega, mdoodeti
pBLKT-lapE1-2pikk konstrukti B-galaktosidaasi eriaktiivsus logaritmilise kasvufaasi PSm
tiive rakkudes (Joonis 3 B).

Geeni lapE promootor on aktiivne ka logaritmilises kasvufaasis, kuid konstrukti pBLKT-
lapE1-2pikk B-galaktosidaasi eriaktiivsus on umbes neli korda madalam, kui statsionaarses
kasvufaasis moddetud B-galaktosidaasi eriaktiivsus PSm rakkudes (Joonis 3; P < 0,0001).

3.4. RpoS-i mdju lapE avaldumisele P. putida’s

Kuna eelmisest katsest ilmnes, et lapE transkriptsiooni tase on statsionaarses faasis
korgem kui logaritmilises, siis tekkis kiisimus, kas lapE avaldumine vdib olla statsionaarse

faasi o-faktorist RpoS soltuv.

Moddeti pBLKT-lapEl, pBLKT-lapEl-2 ja pBLKT-lapE1l-2pikk konstruktide [-
galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida tiivedes PSm ja PSmArpoS (joonis 3 A).

Téispikka promootorala sisaldava konstrukti B-galaktosidaasi eriaktiivsus on metsiktiives
umbes kolm korda kdrgem kui rpoS deletsioonitiives (P < 0,0001). Samas mdlemat lithemat
promootorala fragmenti sisaldavas konstruktis on (3-galaktosidaasi eriaktiivsus metsiktiives ja
rpoS deletsioonitiives samal tasemel (P = 1). Seega ei ole eelnevalt kirjeldatud promootorid,
mis asuvad E-1 voi E-Il mRNA 5’ otsa ees, RpoS-st sdltuvad.

RpoS-ist sdltuvat regulatsiooni on nédha vaid juhul, kui konstrukt sisaldab tdispikka lapE
promootorala, mis sisaldab nii Fis-i seondumisjirjestusi kui ka mdlemat potentsiaalset
promootorit. Sellest 1dhtuvalt voib olla vdimalik, et lapE promootoralal piirkonnas, mida

liihemates konstruktides ei ole, asub mingi RpoS-ist soltuva regulaatori seondumisjérjestus.
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3.5. Fis-i moju lapE avaldumisele P. putida’s

Meie laboris on eelnevalt ndidatud, et Fis soodustab P. putida biofilmi moodustumist
(Jakovleva jt., 2012) ning suurendab LapA hulka rakus (Moor jt., 2014). Sellest tekkis
kiisimus, kas Fis voib soodustada biofilmi teket lapE transkriptsiooni aktivatsiooni kaudu.
Kui LapE-d ehk iihte transporteri komponenti on rakus rohkem, siis vdib ka transportereid
raku membraanis rohkem olla. See aga soodustab suurema hulga LapA transporti raku pinnale

ning seelébi vdib soodustada biofilmi moodustumist.

Selleks mdodeti B-galaktosidaasi eriaktiivsus PSm-i ja F15-e konstruktidel pBLKT-
lapE1-2pikk, pBLKT-lapEl-2pikk F2mut, pBLKT-lapEl-2pikk F3mut ja pBLKT-lapEl-
2pikk F2,3mut (Joonis 4). Neist esimene sisaldab metsiktiiiipi lapE promootorala, teisel on
muteeritud Fis-E2 seondumisjérjestus, kolmandal Fis-E3 seondumisjérjestus ning neljandal
molemad Fis-i seondumisjérjestused. Muteeritud seondumisjarjestustega Fis ei seondu

(Andrio Lahesaare avaldamata andmed).
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Joonis 4. Metsiktiilipi ja muteeritud lapE promootoralade B-galaktosidaasi eriaktiivsus PSm ja F15
statsionaarse faasi rakkudes kasvatatuna LB s66tmes koos 1 mM IPTG-ga vai ilma. IPTG juuresolekul
toimub F15 tiives Fis-i transkriptsioon tac promootorilt. Joonisel on ndidatud 9 paralleelse

mootmistulemuse keskvadrtused koos 95% usalduspiiridega ning homogeensusrithmadega.

IPTG lisamine ei mojuta PSm-is mdddetud konstruktide pB-galaktosidaasi vairtusi, mis

néitab, et [IPTG-1 ei ole rakkudele iseseisvat moju (P = 1).
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IPTG lisamisel F15 rakkudele langeb konstruktide pBLKT-lapE1-2pikk, pBLKT-lapE1-
2pikk F2mut ning pBLKT-lapE1-2pikk F3mut B-galaktosidaasi eriaktiivsus, vorreldes IPTG-
ta kasvanud rakkudega, umbes kaks korda (P < 0,05). Ka tiive F15 konstrukti pBLKT-lapE1-
2pikk F2,3mut B-galaktosidaasi eriaktiivsus langeb 1,8 korda kui rakke kasvatada IPTG
juuresolekul, kuid antud juhul on P-vidirtuseks 0,053, mis nditab, et erinevus ei ole
statistiliselt oluline. Samas on P-védirtus piiripealne, mistottu erinevust IPTG-ta ja IPTG-ga
kasvanud rakkude vahel vilistada ei saa. Néhtavasti represseerib Fis-i iileekspresseerimine
F15 tiives lapE transkriptsiooni, kuid molema Fis-i seondumisjarjestuse muteerimisel

repressioon siiski sdilib. See viidatab aga kaudsele regulatsioonile.

Kuigi IPTG lisamine F15 rakkudele langetas [-galaktosidaasi eriaktiivsust vorreldes
IPTG juuresolekul kasvanud F15 rakkudega, siis P-galaktosidaasi eriaktiivsus ei lange
madalamale kui PSm rakkudes moddetud PB-galaktosidaasi eriaktiivsus. B-galaktosidaasi
eriaktiivsus PSm rakkudes ja IPTG juuresolekul kasvanud F15 rakkudes on samal tasemel
(P=1).

B-galaktosidaasi eriaktiivsus kdikidel pBLKT-lapEl-2pikk F3mut konstruktidel on
korgem, vorreldes vastavate rakkudega, mis sisaldavad metsiktiilipi promootorala
(P <0,0001), Fis-E2 muteeritud seondumisjarjestust (P < 0,0001) vdi mdlemat muteeritud

Fis-i seondumisjérjestust (P < 0,0001).

Fis voib arvatavasti lapE transkriptsiooni represseerida. Repressioon sdilib aga ka siis,
kui molemad Fis-i seondumisjérjestused muteerida, kuigi antud juhul P-galaktosidaasi

eriaktiivsuse langus statistiliselt oluline ei ole.

Selleks, et paremini moista Fis-i moju lapE avaldumisele, tuleks luua siisteem, kus rakus
Fis-i ei oleks. P. putida’s ei ole voimalik fis deletsioonitiive luua, sest fis geeni deleteerimine

on rakkudele letaalne (Jakovleva jt., 2012).

3.6. Fis-i méju lapE avaldumisele E. coli’s

Selleks, et luua rakkudes P. putida fis-i vaba testsiisteem, otsustati vaadelda Fis-i moju
lapE avaldumisele Escherichia coli’s. E. coli’s ei ole fis geeni deleteerimine rakkudele
letaalne (Schneider jt., 1997). Lisaks ei modjuta E. coli’s tulemusi ka P. putida

liigispetsiifilised regulatsioonisiisteemid.
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Moaddeti E. coli tive BW25113Afis konstruktide p-galaktosidaasi eriaktiivsus, et hinnata
lapE transkriptsiooni soltuvust P. putida Fis-ist (Joonis 5). Rakke kasvatati nii 0,5 mM IPTG
juuresolekul kui ka IPTG-ta.

Fis-i efekti uurimiseks kasutati plasmiidi pJB-PF, millelt on vdimalik IPTG lisamisel P.
putida Fis-i ekspresseerida ning negatiivse kontrollina tiihja plasmiidi pJBlacltac. Lisaks
pJBlacltac voi pJB-PF plasmiidile viidi BW25113Afis rakkudesse ka iiks jargmistest
plasmiididest: pBLKT-lapE1-2pikk, pBLKT-lapE1-2pikk F2mut, pBLKT-lapE1-2pikk F3mut
voi pBLKT-lapE1-2pikk F2,3mut.
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Joonis 5. B-galaktosidaasi eriaktiivsus E. coli BW25113Afis statsionaarse faasi rakkudel, kasvanud
LB sootmes koos 0,5 mM IPTG-ga voi IPTG-ta. Joonisel on nididatud vdhemalt 6 paralleelse

mootmistulemuse keskvadrtused koos 95% usalduspiiridega ning homogeensusrithmadega.

Metsiktiitipi lapE promootoralaga konstruktides, mis ei ole kasvanud IPTG juuresolekul,
ning, mis sisaldavad tiihja pJBlacltac plasmiidi, on néha sarnast B-galaktosidaasi eriaktiivsust
(P > 0,5). Samuti on sarnane B-galaktosidaasi eriaktiivsus muteeritud lapE promootorala
sisaldavatel konstruktidel, mis on kasvanud IPTG-ta ning sisaldavad tiihja pJBlacltac
plasmiidi. Naib, et P. putida Fis-i ekspressiooni IPTG-ga vdimendamata, ei reguleerita lapE

transkriptsiooni (P > 0,5).

Metsiktiilipi lapE promootorala B-galaktosidaasi eriaktiivsus koos pJBlacltac ning pJB-

PF plasmiididega on IPTG-ga kasvanud rakkudel sama korge (P = 1).
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Fis-E2 seondumisjirjestuse muteerimisel, kus Fis saab seonduda vaid Fis-E3
seondumisjérjestusega on ndha Fis-i juureolekul B-galaktosidaasi eriaktiivsuse kahekordset
langust (P < 0,0001), samas piisib konstruktide eriaktiivsus samal tasemel kui rakke on
kasvatud IPTG-ta (P = 1).

Fis-E3 seondumisjarjestuse muteerimisel, kus Fis saab seonduda vaid Fis-E2
seondumisjérjestusega on ndha Fis-i juuresolekul B-galaktosidaasi eriaktiivsuse 1,6-kordset
tousu (P < 0,0001).

Modlema Fis-i seondumisjarjestuse muteerimisel on [-galaktosidaasi eriaktiivsus samal
tasemel Fis-i komplementatsiooniplasmiidi ja tithja plasmiidi sisaldavates konstruktides
(P =1) ning ei erine ka IPTG juuresolekul kasvanud rakkudes ja IPTG-ta kasvanud rakkudes
(P > 0,5). Kui Fis ei saa enam Fis-E2-le ega Fis-E3-le seonduda, ei voimenda ega parsi Fis-I
ekspressioon [-galaktosidaasi eriaktiivsust. See ndidatab, et kui regulaator Fis ei saa

promootoralaga seonduda, ei toimu ka regulatsiooni.

Fis-E2  seondumisjdrjestuse  kaudu toimub arvatavasti aktivatsioon, Fis-E3
seondumisjérjestuse kaudu toimub repressioon. Kui mdlemad Fis-i seondumisjérjestused on
aktiivsed ja regulatsioon kdib mdlema seondumisjirjestuse kaudu jadb [-galaktosidaasi
eriaktiivsus samale tasemele. Molema Fis-i seondumisjérjestuse muteerimisel ei ole samuti

regulatsiooni ndha. Regulatsiooni ei ole ndha ka juhul kui rakud ei tooda Fis-i.

3.7. PhoB méju lapE avaldumisele P. putida’s

Meie laboris on eelnevalt in silico ennustatud, et lapE promootoralal on geeni algusest
tilesvoolu kaks PhoB seondumisjéarjestus (Riho Teras avaldamata andmed). Sellest tulenevalt
taheti ndha, kas PhoB reguleerib lapE transkriptsiooni. Selleks moddeti pBLKT-lapE1-2pikk
konstrukti B-galaktosidaasi eriaktiivsus P. putida tiive PSmAphoB statsionaarse faasi
rakkudes (Joonis 3 A).

Konstrukti p-galaktosidaasi eriaktiivsus phoB deletsioonitiives ei erine metsiktiives
mdoddetud konstrukti B-galaktosidaasi eriaktiivsusest (P > 0,05). Sellise tulemuse pdhjal vGib

arvata, et PhoB ei reguleeri vahemalt antud tingimustes lapE transkriptsiooni.
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4. Arutelu

Pseudomonas putida vdime kasutada energia omastamiseks vdga erinevaid
stisinikuallikaid on muutnud selle védga oluliseks uurimisobjektiks (Nelson jt., 2002). Lisaks
on P. putida oluline, sest suudab taime juuri koloniseerides soodustada taime kasvu,
konkureerides vilja taimepatogeene (Weller, 1988). Sellises konkurentsis on bakterile oluline
just biofilmi moodustumine, mis voimaldab stabiilselt juurtele kinnituda ja ebasoodsates
keskkonnatingimustes toime tulla (Hoiby jt., 2010). P. putida biofilmi moodustamiseks on
vajalik Kkleepvalk LapA, mille abil bakter suudab pinnale kinnituda. Samas biofilmi
moodustumine ja LapA hulk raku pinnal sdltuvad ka mitmetest muudest faktoritest ning
regulatsioonisiisteemidest. Uheks selliseks raku pinnale kantava LapA hulga kontrollpunktiks
on selle transporter LapEBC. Kusjuures LapE on selles transporteris eksportvalk, mis
vastutab LapA rakust vilja transportimise eest. (Hinsa jt., 2003) Seega voiks arvata, et kui
LapE-d kui transportervalku on rakus rohkem, siis transporditakse LapA suurema
tdendosusega raku pinnale, mis soodustab P. putida biofilmi teket. Sellest tekkis kiisimus, kas
ja kuidas biofilmi moodustumist lapE kaudu reguleeritakse. Selleks uuriti kidesolevas to0s

lapE transkriptsioonilist regulatsiooni.

Esmalt vaadeldi, mitu promootorit lapE geenil on. Vaatamaks, kas eelnevalt
lokaliseeritud kahest mRNA 5’ otsast lilesvoolu on promootorid, moddeti B-galaktosidaasi
eriaktiivsus erineva pikkusega lapE promootorala sisaldavates konstruktides (Joonis 3.A).
Leiti, et geenile kdige ldhema, E-I, mRNA 5’ otsa ees asub promootor. B-galaktosidaasi
eriaktiivsus langes, kui promootorala fragmenti pikendati 5’ suunas ning fragmendile lisandus
geenist kaugem, E-II, mRNA 5’ ots. Samas kuna seal siiski on mMRNA 5’ ots, siis ei saa
vilistada, et E-II mRNA 5’ otsa ette promootorit ei lisandu. Moddetud B-galaktosidaasi
eriaktiivsuse langust saab tolgendada repressori seondumisega piirkonda, mille vorra lithimat
promootorala fragmenti pikendati. Seega lisandub, kas ainult repressor v&i ka lisaks
promootor, millelt toimuvat transkriptsiooni repressor varjestab. On vdimalik, et kindlatel
keskkonna tingimustel, kui repressor on avaldunud ning seondub promootoralaga, siis
takistatakse vahemalt {ihelt promootorilt toimuvat transkriptsiooni, mille tulemusel lapE geeni

ekspresseeritakse vihem.

Mootes aga [B-galaktosidaasi eriaktiivsust taispika lapE promootoralaga konstruktis, oli
ndha eriaktiivsuse tousu, vorreldes konstruktiga, milles oli keskmise pikkusega lapE
promootorala fragment. Antud tulemustest ldhtuvalt ei saa vilistada, et piirkonda, mille vorra
keskmise pikkusega fragmenti pikendati, lisandub ka kolmas promootor. Samas ei ole antud

piirkonnas tuvastatud mRNA 5’ otsa ning seepérast on kolmanda promootori lisandumine
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ebatdendoline. Selle kontrollimiseks tuleb modta ka B-galaktosidaasi eriaktiivsus konstruktis,
mis sisaldab promootorala piirkonda, mille vorra keskmise pikkusega fragmenti pikendati.
Tdendolisemalt seondub antud piirkonda aktivaator, mis soodustab transkriptsiooni DNA
ahelal allavoolu asuvalt promootorilt. Seega leiti antud katsest, et korraga seonduvad lapE
promoootralaga nii repressor kui ka aktivaator. Geeni lapE transkriptsiooni regulatsioon on
keeruline ning voib soltuda erinevatest regulaatoritest ja regulatsioonisiisteemidest. Antud
juhul takistab repressor promootorilt transkriptsiooni, kuid samal ajal aktivaator soodustab
seda. llmselt seondub mdne keskkonna tingimuse korral suurema afiinsusega aktivaator ning

teistel tingimustel repressor.

Regulaatorvalkudest ~ keskenduti  kdesolevas  t60s  pdhiliselt  globaalsele
transkriptsioonilisele regulaatorile Fis-ile. Eelnevalt oli kirjandusest teada, et Fis soodustab
P. putida biofilmi moodustumist (Jakovleva jt., 2012). Samuti on eelnevalt in vitro ndidatud
lapE promootoralas kaks Fis-i seondumisjérjestus (Lisa 1, Andrio Lahesaare avaldamata
andmed). Sellest tekkis ka kiisimus, kas Fis voiks olla iiks lapE transkriptsiooni
regulaatoritest. Vastuse saamiseks vorreldi [-galaktosidaasi eriaktiivsust P. putida
metsiktiives ja Fis-i {ileekspressiooni tiives (Joonis 4). Tulemustest oli regulatsiooni néha,
kuid selget vastust esitatud kiisimusele ei olnud vdimalik saada. Fis-i iileekspressiooni korral
oli ndha F15-s PB-galaktosidaasi eriaktiivsuse langust, mis viitab, et Fis vdib olla lapE
transkriptsiooni repressor. Samas oli repressiooni ndha ka juhul, kui molemad Fis-i
seondumisjérjestused olid muteeritud, mis viitab Fis-i kaudsele mojule. Tapsemaks Fis-i mdju
selgitamiseks moddeti lapE promootorala eriaktiivsust Escherichia coli’s, sest E. coli’s oli
voimalik katse 1dbi viia fis deletsioonitiives ning samuti ei mojutanud tulemusi teised P.

putida regulatsioonisiisteemid.

E. coli’s moddetud tulemustest selgus, et Fis-E2 seondumisjarjestuse kaudu aktiveerib
Fis lapE transkriptsiooni, kuid Fis-E3 seondumisjérjestuse kaudu toimub repressioon (Joonis
5). Samas voib Andrio Lahesaare DNaas I jalajilje tulemuse (Andrio Lahesaare avaldamata
andmed, Lisa 1) pohjal arvata, et Fis-E2 seondumisjirjestusele seondub Fis viiksema
afiinsusega kui Fis-E3 jirjestusele. Seega, kui keskkonnas on Fis-i viahem, voib see esmalt
seonduda Fis-i suhtes suurema afiinsusega Fis-E3 jarjestusega ning lapE transkriptsiooni
represseerida. Kirjanduses on ka ndidatud, et P. aeruginosa’l on fis-i mMRNA hulk biofilmi
moodustavates rakkudes madalam kui planktiliselt olevates rakkudes (Waite jt., 2006). Seega
kui rakud on moodustanud biofilmi, siis on Fis-i hulk madal ning lapE transkriptsiooni
represseeritakse Fis-E3 seondumisjérjestuse kaudu. Nii jaab transporterit raku membraani

vihem ning raku pinnale jouab vdhem LapA-d, millega pérsitakse biofilmi edasist

33



moodustumist. Kui aga rakud on keskkonnas vabalt ning neis on rohkem Fis-i, siis voib see
seonduda ka Fis-E2 seondumisjérjestusele, mille kaudu lapE transkriptsiooni aktiveeritakse.
Seega voib Fis reguleerida lapE transkriptsiooni taset ning sellega ka biofilmi moodustumist
oma kontsentratsiooni kaudu, represseerides madalal kontsentratsioonil ja aktiveerides korgel

Fis-i kontsentratsioonil, taastades nii algse taseme.

Geeni ekspressiooni vaib transkriptsiooniliselt reguleerida ka moni o-faktor. Modtes
lapE transkriptsiooni taseme soltuvust kasvufaasist, selgus, et statsionaarses faasis avaldub
lapE suuremal hulgal kui logaritmilises kasvufaasis (Joonis 3). Sellest tekkis kiisimus, kas
lapE transkriptsioon vdib olla sdltuv statSionaarse faasi o-faktorist RpoS. Tulemustest ilmnes,
et lapE1l ja lapE1-2 promootorala fragmenti sisaldavate konstruktide transkriptsiooni RpoS ei
reguleeri (Joonis 3 A). See nditab, et kumbki promootor ei ole RpoS sdltuv. Samas, kui
konstrukt sisaldas tdispikka promootorala, langes [-galaktosidaasi eriaktiivsus rpoS
deletsioonitiives, vorreldes metsiktiivega. Arvatavasti seondub tdispika promootorala
piirkonda, mida kummaski lithemas promootorala fragmendis pole, mingi regulaator, mille
transkriptsioon on RpoS-ist soltuv. Kui rakk on statsionaarses faasis ning transkriptsioon
toimub RpoS-ist soltuvalt, siis transkribeeritakse ka antud regulaator, mis seondub lapE
promootoralale ning aktiveerib transkriptsiooni. Sellega moodustub ka rohkem transporterit
rakumembraanil ning raku pinnale viiakse suuremas hulgas LapA-d, millega soodustatakse
biofilmi teket. Samas kui rakk ei kasuta transkriptsiooni initsieerimiseks RpoS-i, niiteks
logaritmilises kasvufaasis v&i kui rpoS geen on deleteeritud, siis antud regulaatorit ei
transkribeerita ja see ei saa lapE promootoralale seonduda. Sellises olukorras ei aktiveerita ka

lapE geeni ekpressiooni ning transkriptsiooni aktiivsus vorreldes metsiktiivega langeb.

Taispika promootorala transkriptsiooni aktiivsuse langus rpoS deletsioonitiives voib olla
pohjustatud ka sellest, et piirkonnas, mida lithemates promootorala fragmentides ei ole, on ka
kolmas promootor, millelt toimuv transkriptsioon on RpoS-st soltuv. Samas aga ei ole antud
piirkonnas lokaliseeritud mRNA 5’ otsa ning seetdttu on tdendolisem, et transkriptsiooni

aktivatsiooni langus on pdhjustatud mingi lisaregulaatori seondumisest.

Eelnevalt on meie laboris ndidatud, et lapE promootorala piirkonnas, mille vorra on
taispikk promootorala lithematest konstruktidest pikem, asub PhoB seondumisjérjestus
(Tabel 1, Riho Teras avaldamata andmed). Lisaks on teada eelnevalt kirjandusest, et LapA
posttranslatsiooniline regulatsioon on anorgaanilise fosfori kontsentratsioonist soltuv. Nimelt
transkribeeritakse fosfori vaeguses Pho regulonilt RapA, mis 16ikab LapA N-terminaalset otsa
ning vabastab LapA raku pinnalt. Seega pérsib madal anorgaanilise fosfori kontsentratsioon
biofilmi moodustumist. (Monds jt., 2007, Newell jt., 2009) Tekkis kiisimus, kas PhoB voib ka
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LapE hulka rakus reguleerida. Selle vilja selgitamiseks mdodeti B-galaktosidaasi eriaktiivsus
P. putida tiives, milles on phoB geen deleteeritud ning vorreldi seda metsiktiives mdodetud f3-
galaktosidaasi eriaktiivsusega (Joonis 3 A). Tulemusest selgus, et [-galaktosidaasi
eriaktiivsused on mdlema tiive korral sarnasel tasemel. Samas on B-galaktosidaasi eriaktiivsus
mdddetud rakkudes, mis on kasvanud LB s66tmes, kus on anorgaanilist fosforit piisavalt.
Kirjandusest on aga teada, et PhoB on aktiveeritud vaid anorgaanilise fosfori vaeguses
(Makino jt., 1989). Seega on vdimalik, et phoB deletsioonitiive fiisioloogia ei erine
metsiktiivest, sest viimases pole PhoB piisavalt kdrge anorgaanilise fosfori kontsentratsiooni
tottu aktiveeritud. Selleks, et leida, kas lapE transkriptsioon on PhoB-st sdltuv, tuleb mdota
antud konstruktide -galaktosidaasi eriaktiivsused rakkudes, mis on kasvanud fosforivaeses
sootmes. Eelnevalt on Monds jt. samuti vaadelnud lapE transkriptsiooni sdltuvust PhoB-st.
Nemad leidsid, et PhoB represseerib lapE transkriptsiooni, kuid siiski ilmnes, et biofilmi
moodustmise langus madala anorgaanilise fosfori kontsentratsiooni korral ei ole tingitud lapE

transkriptsiooni repressioonist (Monds jt., 2007).

Kokkuvotvalt toimub lapE geeni transkriptsioon vahemalt iihelt promootorilt, mis ei ole
RpoS-ist sdltuv. Geeni lapE transkriptsiooni reguleerib aga globaalne transkriptsiooni
regulaator Fis, millel on lapE promootoralas kaks seondumisjérjestust. Ilmselt reguleerib Fis
lapE transkriptsiooni kontsentratsioonist sdltuvalt, sest Fis-i seondumisjérjestuste kaudu
toimub vastupidine regulatsioon, Fis-E2 kaudu aktivatsioon ning Fis-E3 kaudu repressioon.
Lisaks Fis-ile reguleerib lapE avaldumist mingi repressor, mis ilmselt seondub lapE
promootoralaga positsioonide vahemikus 106 kuni 155 nukleotiidi geeni algusest tilesvoolu.

Veel reguleerib lapE transkriptsiooni mingi aktivaator, mille avaldumine on RpoS-st soltuv.
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Kokkuvote

Biofilmi moodustamine on P. putida’le vajalik taime juurtele kinnitumiseks ning
seetOttu bakterile ddretult oluline protsess. Sellepérast on biofilmi moodustumine reguleeritud
mitmeid radu pidi. Eelnevalt on podhjalikult uuritud biofilmi moodustumise regulatsiooni
LapA posttranslatsioonilise regulatsiooni kaudu. Biofilmi moodustumise regulatsioonist LapA

transportervalkude LapE, LapB ja LapC kaudu on aga oluliselt vihem teada.

Kédesolevas t60s uuriti LapA transportervalgu LapE geeni transkriptsioonilist
regulatsiooni. Vaadeldi, milliste promootorite kaudu transkriptsiooniline regulatsioon toimub

ning millised regulaatorid seda mojutavad. Saadud tulemused voib kokku votta jargmiselt:

e Geeni lapE ees voib olla mitu promootorit. Kindlalt v3ib viita, et transkriptsioon
toimub geenile kdige ldhema tuvastatud mRNA 5’ otsa ees olevalt promootorilt,
kuid tdendoliselt on promootor ka geenist kaugeima tuvastatud mRNA 5’ otsa
ees. On voimalik, et lapE geeni ees asub ka kolmas promootor, kuid kédesoleva
t00 pohjal seda kindlalt véita ei saa.

e Geeni lapE transkriptsioon on statsionaarses kasvufaasis tunduvalt aktiivsem kui
logaritmilises faasis.

e Lokaliseeritud mRNA 5’ otsade ees asuvad promootorid ei ole RpoS-sdltuvad.

e Geeni lapE promootoralale, tuvastatud promootoritest iilesvoolu, vdib seonduda
mingi regulaatorvalk, mille transkriptsioon on RpoS-ist soltuv.

e Globaalne transkriptsiooni regulaator Fis paistab P. putida’s lapE
transkriptsiooni kaudselt reguleerivat, kuid samas pole P. putida’s vdimalik
hinnata lapE transkriptsiooni siisteemis, kus puudub Fis.

e E. coli fis-i deletsioonitiives tehtud katsed viitavad, et Fis reguleerib lapE
transkriptsiooni ilmselt kontsentratsioonist soltuvalt. Kui Fis-i kontsentratsioon
on madal, siis seondub see Fis-E3 seondumisjérjestusega, pohjustades
repressiooni. Korge Fis-i kontsentratsiooni korral seondub see lisaks ka Fis-E2
seondumisjérjestusega, aktiveerides lapE transkriptsiooni ning taastades

transkriptsiooni algse taseme.
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The effects of global regulators on the transcription of P. putida’s transporter gene

lapE

Johana Koppel

Summary

Pseudomonas putida, generally known as an unpretentious bacterium, prefers to
colonize plant roots. It forms biofilm on the roots of many crop plants, which protects them
from pathogens and promotes plant growth. Cell-to-surface interactions, needed to form
biofilm, are mediated mainly by large externalized adhesion protein LapA.

There are many different pathways to regulate biofilm formation. Well known is the
regulation through LapA posttranslational regulation. However, it is possible to regulate
biofilm formation through the regulation of the expression of ABC transporter LapEBC which
transports LapA to the outer membrane. The more transporters there are in the membrane, the
more LapA protein is exported to the cell surface, which promotes biofilm formation.
Currently, the information about the regulation of the expression of these transporter proteins

is limited.

The goal of this research was to investigate the transcriptional regulation of the
transporter protein LapE. It has been previously described that lapB and lapC are trancribed
from the same promoter and lapE is transcribed from its own promoter. In addition, previous
research in our laboratory has shown that the global transcription regulator Fis (factor for
inversion stimulation) promotes biofilm formation. Moreover, another research, conducted in
vitro, has shown that there are two Fis binding sites on the promoter region of lapE.
Therefore, this study mainly focuses on investigating the effect that Fis has on lapE

transcription. The findings of this work can be summarised as follows:

e There is at least one promoter upstream of lapE gene. The presence of another
promoter is also highly possible.

e The transcription of lapE gene is more active in stationary phase than in
exponential growth phase.

e Transcription from the promoters upstream of lapE gene is independent from the
o-factor RpoS. Although, it is possible that a regulator which transcription is
dependent on RpoS binds with the promoter region of lapE, upstream of the

promoters.
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e Experiments conducted in E. coli fis deletion strain indicate that Fis regulates
lapE transcription in a concentration dependent manner. While Fis concentration
iIs low, it only binds to its most affine binding site, repressing lapE transcription.
While Fis concentration is high, it also binds to the second, less affine binding

site, activating lapE transcription to the wildtype level.

In conclusion, these results indicate that the regulation of lapE transcription is rather
complicated. This research showed that neither o-factor RpoS nor a regulator PhoB have a
direct effect on the transcription of lapE gene, under tested conditions. The experiment
conducted in E. coli’s fis deletion strain showed that Fis affects lapE transcription in a
concentration-dependent manner. Presumably, there are more regulators that affect the
transcription of lapE but those were not introduced in this study. Further studies will provide

better insight of the transcriptional regulation of lapE gene.
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Lisa 1 DNaas | jalajdlg Fis-i seondumisest lapE promootorala DNA-ga. Joonisel on mérgitud Fis
valgu kontsentratsioon (uM) reaktsioonides ning kaugus geeni startkoodonist. Vertikaalse musta
pideva joonega on tdhistatud Fis valgu seondumisjirjestus. Punaste nooltega on niidatud DNaas I
16ikusele hiipersensitiivsed alad. Fis-E2 seondumissaidi puhul on néha, et tumedad voodid tekivad
ainult suurima Fis-i kontsentratsiooni korral, millest voib arvata, et tegu on norga seondumissaidiga.
Fis-E3 puhul aga tekivad tumedad voodid juba vihese Fis-i kontsentratsiooni korral, seega seondub

arvatavasti Fis sinna piirkonda suurema afiinsusega.
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