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Sissejuhatus

Mutatsioonid on evolutsiooni edasiviiv joud, mitiekkimine séltub nii otseselt DNA-

d kahjustavatest eksogeensetest ja endogeenskstitiést kui ka replikatsioonivigadest ja
nende parandamata jatmisest. Nende vigade ja kabjegarandamine on vaga oluline, sest
ka Uksik mutatsioon voib osutuda indiviidile leselts. Samas suurendavad mutatsioonid
populatsioonis geneetilist varieeruvust ja voivathevate looduslike niSSide puhul kaasa
aidata kohasemate variantide tekkele. Mutatsiogedas bakterikultuuris vdib sdltuda
bakterite kasvufaasist ja eelkdige suureneda statarses faasis, mil bakterite kasv aeglustub
ebasobivate kasvutingimuste t6ttu. Suurenenud siatatide hulk stressitingimustes
suurendab tdenaosust, et populatsioonis tekivadatgskkonnas kasulikud mutatsioonid ja
neil mutatsioonidel on vdimalus fikseeruda (MacLgan2013). Sellist stressist tingitud
mutatsioonitaseme tdusu nimetatakse statsionaaaasi fmutageneesiks (Foster 1999;
Rosenberg 2001). Kuna enamasti bakterid elavadigsstingimustes, siis on nende
kohanemisvdime mdoistmiseks &armiselt oluline mdistatsionaarse faasi mutageneesi
mehhanisme.

Mutatsioonisageduse tdus statsionaarses faasi dakkudib olla p6hjustatud Uldisest
geenide ekspressioonimustri muutusest, ndaiteks teggwate DNA polimeraaside
ekspressiooni suurenemisest voi DNA reparatsiodada geenide mahasurumisest. Samuti
vOib mutatsioonide teket stimuleerida rakusisestktiivsete hapnikuiihendite (ROS; ingl k —
reactive oxygen speciesdi muude ohtlike elutegevuse kérvalproduktiddnjkmine (Foster
2001). Kuigi erinevaid reparatsiooniradasid ja repdudumist on erinevates bakterites palju
uuritud, on hoopis vdhem teada teistest mehhanesnidnis vOivad samuti suurendada
mutatsioonisagedust rakkudes. Seetdttu konstriggenheie laboris testsisteem, mis
vOimaldab mudelorganismig$®. putida lUlegenoomselt detekteerida mutatsioonisagedust
mojutavaid geene, panemata rohku ainult reparaiseadadele.

Antud t66 eesmaérgiks on seda testslsteemi iseldanaiga selgitada selle abil
tuvastatud geenide rolli mutatsiooniprotsessideslpd®l mainitud kahjulike Uhendite
kuhjumisel rakku vdivad erinevad membraanides paikd valjavoolupumbad muutuda Uha
olulisemaks ja olla nii kaudselt seotud mutatsipootisessidega. Seetdttu on kdesolevas to0s
lAhemalt uuritud testststeemiga deteketeeritud irasistentsuspumba (MDR; ingl k -

multidrug-resistancefflux pumppsTtg2 funktsioone ja seoseid mutatsioonisagedusega



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Statsionaarse faasi mutatsiooniprotsessid

Toitainete vahenemisel vOi muude stressitingimustenemisel rakujagunemine
aeglustub ja bakterid sisenevad statsionaarseaske &tatsionaarse faasi rakud labivad palju
morfoloogilisi ja fusioloogilisi muudatusi, et panéi stressiga toime tulla: nad jagunevad
aeglasemalt, kuid samas tekib neis sageli mutatsioNavarro Llorens jt. 2010).
Mutatsioonitaseme tdusu bakterirakkudes peetaksksllolulisemaks stressitingimustega
adapteerumise mehhanismiks. Mutatsioonid on evoluts edasiviiv joud. Sealjuures on
vaga oluline, et mutatsioonisagedus poleks liigg&psest sellega suureneb ka oht kahjulike
mutatsioonide tekkeks, ega liga madal, andes highe alust geneetilisele varieeruvusele
(Watson jt. 2004). Klassikaliselt arvestatakse nsitanisagedust konkreetse konstantse
vaartusena generatsiooni kohta. Ometi on taheldagtiderinevad bakterite elutegevust
mojutavad  stressitingimused indutseerivad gens#ili variatsioonide suurenemist
populatsioonis. Nendest uutest variantidest setelttead valja antud keskkonnatingimustega
enim kohastunud variandid (Foster 2011; MacLea20L.3).

Statsionaarse faasi mutageneesi (kirjanduses kesssst indutseeritud mutagenees* ja
»=adaptiivne mutagenees”) voivad soodustada erinstr@dsitingimused: muuhulgas toitainete
nappus, liiga kdrge voi madal temperatuur, toksiisihendid ja ebasobiv pH tase (Foster
1999; Rosenberg 2001; Foster 2007). Stressi mojatsioonisageduse suurenemisele voib
toimuda naiteks vigutegevate polimeraaside geeskd$pressiooni suurenemise voi DNA
reparatsiooniraja geenide represseerimise kaudustgF02007; MaclLean jt. 2013).
Stressivastus ja sellega kaasnenud suurenenud siootasagedus on rakkudele kullaltki
kulukad ning seetdttu stressori kadumisel keskkshnaaastub geenide endine
ekspressioonitase ja mutatsioonisagedus langebdeasele tasemele, et valtida soovimatute
mutatsioonide kuhjumist (Foster 2011).

Erinevate stressivastuste hulka kuuluvad naitek$ $@stus, Uldine stressivastus,
.poomisvastus” (ingl k —stringent responge kuumasoki vastus (ingl k -heat-shock
responsg ja kilmasSoki vastus (inlg k €old-schock respongdFoster 2007; Galhardo jt.
2007).

1.1.1. SOS vastus
SOS vastus on bakteri reaktsioon ebasobivatelekkaskatingimustele. SOS geenide
repressori LexA degradatsioon mojutab otseselt eohkkui 40 geeni ekspressiooni.

Klassikaliselt kasitletakse SOS vastuse indutse®aij SSDNA katkeid ja peatunud
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replikatsioonikahvlit. SOS vastuse esmaseks eesksangi rakutsikli aeglustamine ja
reparatsiooniraja ensitimide aktiveerimine, et r@klaks parandada tekkinud katkeid ning
replikatsioon saaks jatkuda (Foster 2007; Galhajtdo2007). Lisaks on naidatud, et
Escherichia cols vdivad SOS vastuse esile kutsuda kokkupuufdaktaamsete
antibiootikumidega ja rakuseina stress (Mille2f04).

Kui replikatsioon peatub ja/voi tekivad DNA katkqehljastub rakus ssDNA, millega
seonduvad RecA monomeerid, moodustades RecA-ss&iAente. DNA-ga seondunud no
aktiveeritud RecA on vdimeline vahendama LexA pohigsi. LexA on globaalne repressor
ja selle lagundamisel kaob ka SOS geenide repmss®OS geenide hulka kuuluvad paljud
DNA reparatsiooniga seotud, rakujagunemist aeghastaja rekombinatsiooniga seotud
geenid (Friedberg jt. 2006; Foster 2007; Galhardo2p07; Foster 2011). SOS vastus
kutsutakse esile ka siis, kui rakud puutuvad kokiRUA-d kahjustavate kemikaalidega ning
samuti on téaheldatud SOS vastust naljatingimusiesdvates rakkudes (Taddei jt. 1995).

SOS vastusest tulenev suurenenud mutatsioonisagedesnamasti tingitud madala
tapsusega DNA polimeraaside t66st. DNA polumerabs$tdl IV ja Pol V on kull véime
vigadest Ule stnteesida, kuid neil endil puudubuvgarandav (ingl k —proofreading
aktiivsus ning samuti on nende tapsus ja protsessi madalam kui tavalisel replikatiivsel
DNA poluimeraasil Pol lll. Samas suudavad polimedaBs| IV ja Pol V (geenid vastavalt
dinB ja umuCD siiski jatkata DNA sunteesi sealt, kus Pol llHaeesi suudaks (Friedberg jt.
2006; Foster 2007; Galhardo jt. 2007).

Lisaks on naidatud, et SOS vastus kutsutakse esiajugatsiooni, DNA
rekombinatsiooni ja transponeeruvate elementideirhise kaigus. Seeldbi on SOS vastus
vOimeline veelgi geneetilist varieeruvust suurenddiraddei jt. 1997).

1.1.2. Uldine stressivastus

Puutudes kokku stressitingimustega, naiteks tataimappus, toksilised thendid voi
ebasobiv pH tase, sisenevad rakud statsionaarf@ssie Kohanemaks stressitingimustega
l&abivad rakud ulatuslikke Umberkorraldusi geenie&spioonis. Neid muutusi pdhjustab
statsionaarse faasi keskne regulaator RpgS ,¢°). RpoS on RNA poliimeraasi sigma
subihik, mis vb6imaldab RNA polimeraasi spetsiifil®ondumist promootoriga. Antud
tingimustes vahetab RpoS tavaparase sigma fakipoDRc'®) vélja ning suunab seelabi
RNA polimeraasi eelistatult transkribeerima geemas on vajalikud néljaga toime
tulemiseks. Sellest tulenevalt vaheneb rakkude lasvuga seotud geenide transkriptsiooni
tase, rakkudes langeb (Uldine valgusinteesi tasg mdodetakse vaid ellujddmiseks
hadavajalikke valke (Hengge-Aronis 2002; Battast2(11). Samuti véimendab RpoS nende
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geenide transkriptsiooni, mis kaitsevad statsigemfaasis DNA-d oksldatiivse stressi eest
(Eisenstark jt. 1996F. coli's reguleerib RpoS kas otseselt vdi kaudselt unsld@sgeeni ehk
10% kdigist geenidest (Weber jt. 2005).

Mutatsioonisageduse suurenemine uldise stresssastiagajarjel on eelkdige
kdrvalprodukt stressiolukorras parima kohasss&vutamiseks. Selle arvelt, et suurendatakse
stressivastuse geenide ekpressiooni, vahendataiesgiakulukat DNA paardumisvigade
reparatsiooniraja (MMR; ingl k smismatch reparationenstiimide siunteesi (Foster 2011).
Naiteks hilises statsionaarses faasiskorcoli K-12 rakkudes MutS-i hulk vahenenud ligi
kiimme korda (Feng jt. 1996). Samuti on naidatudstatsionaarses faasis reguleerib RpoS
MutS-i ja MutH-d negatiivselt, seega on see MMRarallasurumine RpoS-ist sdltuv (Tsui jt.
1997). Lisaks vdib RpoS soodustadseudomonas putidaakkudes transponeeruvate
elementide vahendatud genoomseid Umberkorraldivgs(jt. 2001) ja nélgivates rakkudes
deletsioonide teket (Saumaa jt. 2002).

Uldisest stressivastusest tulenevat mutatsioondsege tdusu seletatakse erinevate
teooriatega. Arvatakse, et RpoS-i kaudu reparatgig@ ensiimide ekspressiooni
mahasurumisel on evolutsiooniline eelis, et mittdutada energiat reparatsioonile siis, kui
toitainete kattesaadavus on limiteeritud (Bjedov2[@03). Teiste teooriate kohaselt on see
lihtsalt valtimatu ohverdus, kui kogu rakusiseneergia suunatakse eelisjarjekorras
stressiolukorras paremat kohasust voimaldavateideekspressioonile (MacLean jt. 2013).

1.1.3. Mutagenees vananevates kolooniates

Bakterirakud kasvavad harva keskkonnas, kus tei@iron piisavalt ja puudub
stressiallikas. Selleks, et bakterid suudaksidaitogite nappuses pikalt vastu pidada, peavad
nad pusima metaboolselt vaheaktiivses seisundiise3eseisundis suudavad bakterid Ule
elada vaga pikki ndljaperioode. On naidatud, ethakitereid néljutada agarstdtmel ligikaudu
nadal ja seejarel mdota rakupopulatsioonis spor#iatekkinud rifampitsiini resistentsete
(Rif") mutantide sagedust, siis on seal"Rifutantide hulk populatsioonis suurem kui ainult
Uhe paeva agarsootmel kasvanud rakupopulatsioohulpiwseda fenomeni on hakatud
nimetama mutageneesiks vananevates kolooniates (MAGL k — mutagenesis in aging
colonieg (Taddei jt. 1995; Taddei jt. 1997; Bjedov jt. 3)0Wrande jt. 2008; Katz ja
Hershberg 2013). Selle pbéhjused pole siiamaans @#iged ja saadud tulemusi on Uritatud
erinevalt tdlgendada.

Taddei jt. naitasid oma katsetes, et tahkel s6otrmednenud kolooniates indutseeriti
SOS vastus, mis soltug/a geenist, mille puhul on tegu cAMP slinteesi votmaénsga.
Nende valja pakutud hipoteesi kohaselt on naljetingtes tekkinud genotllbilised ja
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fenotllbilised muutused tingitud SOS vastusedrgssist indutseeritud mutageneesist, lisaks
pakkusid nad valja, et mdned varem seletamatud \&GStise efektid vdivadki olla vajalikud
eelkdige néljatingimustes adapteerumiseks (Tadd&99P5; Taddei jt. 1997).

Bjedov jt. uurisid samuti Rif-resistentsuse tekkdiitel mutatsioonisageduse
suurenemist nalgivates kolooniates, kuid seda Haibteritiivedes, vaid looduslikel isolaatidel.
Neis katsetes naidati, et vOrreldes aeroobsetentugjega pole anaeroobsetes tingimustes
nalgimisest indutseeritud mutatsioonisageduse seurge nii margatav. Kuna varasemast
oli teada, et anaeroobne keskkond represseergicstatirse faasi mutageneesi, siis jareldati,
et MAC-i stimuleerib oksudatiivne stress. Antud gsbdmnes ka, et MAC soOltub vahemalt
kahest SOS vastuse geenistCA ja polB. Samas néaidati, et MAC ei sOltu LexA olemasolust.
Seega toimub SOS \vastuse aktiveerimine vananevatakkudes tdenaoliselt
LexA-sOltumatult. Saadud tulemuste pdhjal pakkBjedov jt. valja, et MAC fenomen on
kirjeldatav osana statsionaarse faasi mutageneesisy soltub sdsinikunaljast ja
oksudatiivsest stressist (Bjedov jt. 2003).

Seevastu Wrande jt. naitasid, et nende katsetdass8lif-resistentsete mutantide
akumulatsioon vananevas rakupopulatsioonis rakkudesvust: 7 paeva nélginud
rakupopulatsioonis oli toimunud vorreldes katseuspginktiga hoolimata néaljast osade
rakkude aeglane kasv ja seega vdis nalgimispetiteldiinud Rift mutantidel olla vérreldes
teiste rakkudega populatsioonis kasvueelis (Wrapd2008). Seevastu Bjedovi jt. t60s
uuritud mutatsioonid kasvueelist ei andnud (Bjefto2003). Samuti vordlesid Wrande jt. ka
teistele antibiootikumidele resistentsete mutantieleet. Nad vaitsid, et kui MAC oleks
seotud mutatsioonisageduse suurenemisega vanarmakkigde populatsioonis, siis peaks
seda nagema ka teiste mutatsioonide osas. Selguetgdrreldes Rif mutantidega, tekkis
teiste antibiootikumide osas resistentseid muthotgis vahem (Wrande jt. 2008). Samas on
saadud ka vastupidiseid tulemusi. Naiteks nalidiksippe suhtes resistentsete mutantide hulk
suurenes isegi rohkem vérreldes Rifutantidega (Katz ja Hershberg 2013). Seega pole
MAC ainult Rif® mutantide tekkega seotud fenomen.

Katz jt. sekveneerisid oma t6ds nalginud koloonitiesgenoome ja nagid, et
nalgimine polnud téstnud dldist mutatsioonisagedyestioomis. Selle pdhjal nad vaitsid, et
Rif® mutantide suurem osakaal vananevates kolooniatks geotud mutageneesiga, vaid
pigem kasvu erinevustega ja loodusliku valikugat¢g§a Hershberg 2013).

Seega pole paris kindel, mis pdhjustab seda, eanevates bakterikolooniates on
taheldatud teatud tUUpi mutantide arvukuse suurgtenhigal juhul indutseerib seda

susinikunalg ja tdenaoliselt ka oksludatiivne stresst mida kauem rakud antud tingimustes
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nalgivad, seda rohkem hakkab neis suurenema rakgsieaktiivsete hapnikuvormide (ROS;
ingl k —reactive oxygen species teiste kahjulike Uhendite tase. Seega voikatar et mida
pikem on rakkude néljaperiood, seda olulisemaks towad rakumembraanis olevad

transporterid, mis viivad vélja rakkudesse kuhjukabjulikke thendeid.

1.2. Oksudatiivne stress ja reaktiivsed hapnikuthendid

Statsionaarses faasis on replikatsiooni tase raduadadal ning samal ajal puutuvad
rakud kokku toitainete naljaga ja muude rasketgimistega. Sellest tulenevalt on enamus
statsionaarse faasi mutatsioonidest tingitud kagseit DNA kahjustustest vdi siis nende
parandamata jatmisest (Foster 2007). DNA-d kahyastanii endogeensed kui eksogeensed
faktorid. Uhed tuipilisemad endogeensed DNA-d kstajpad (ihendid on reaktiivsed
hapnikuthendid (ROS), mis on aeroobse metaboliawapérased korvalproduktid ning mis
hakkavad statsionaarses faasis tasapisi akumulaerp@hjustades oksudatiivset stressi
(Friedberg jt. 2006). Lisaks spontaanselt aero@hstegevuse kaigus tekkinud ROS-idele on
taheldatud ka ROS-ide taseme tbusu rakkudes nep#kupuutel antibiootikumide ja
aromaatsete Uhenditega, naiteks fenooli ja tolgeefBantos jt. 2004; Dominguez-Cuevas |t.
2006; Kohanski jt. 2007), ning patogeensetel bikieperemeesorganismi vasturinnakuna
keskkonda paisatud ainete tottu (Imlay 2003).

Hingamisahela reaktsioonide ning erinevate oksimtatgprotsesside kaigus tekkivate
endogeensete ROS-ide hulka kuuluvad superoksikhatdiO,’, vesinikperoksiid KO, ja
hudroksudlradikaalOH. Nendest kolmest on,B, ainus, mis on polaarne laenguta molekul,
mistottu voib ta rakku sattuda lihtsalt I&abi mengbma difundeerudes ja seega jouab
rakkudesse ka eksogeenset paritolu vesinikperakigigil neil nimetatud ROS-idest on
erinev kineetika ja reaktsioonispetsiifilisus (fierg jt. 2006; Vatansever jt. 2013). ROS-id
vOivad spontaanselt kahjustada nii DNA-d, valkesiasikuid kui ka membraane ja on
seetdttu rakkudele vaga ohtlikud (Friedberg jt. ®00Aeroobsetel mikroorganismidel on
rakkude oksudatiivse stressi eest kaitsmiseks kaljanenud palju mehhanisme. Levinud on
spetsiifilised enstiimid ROS-ide kahjutuks tegenssékuperoksiidi dismutaasid (SOD),
katalaasid ja peroksudaasid), okslidatiivset styg@sjustavaid Ghendeid rakust valja viivad
transporterid ja kahjustusi kdrvaldavad spetsséiti DNA reparatsioonirajad (Imlay 2003;
Friedberg jt. 2006).
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Joonis 1. Molekulaarsest hapnikust osaliselt redutseerunuwaktilesete hapnikuiihendite teke elektronide
lisamisel. Reaktsiooni juurde on margitud vastaaktsiooni redokspotentsiaal standardtingimustss @ pH
7, lahteaine kontsentratsioon 1 M) (Imlay 2013).

O, ise on vaike polaarne molekul, mis difundeerubaltalibi membraanide. Seetbttu
ei erine aeroobses keskkonnas rakusisene hapnsleu emti rakuvalisest. Hapnikuaatomi
valises elektronkihis paiknevad kahebrbitaalil paardumata sama spinniga elektronidynin
kumbki neist orbitaalidest on vdimeline omastama @lektroni. Selline paigutus tagab selle,
et ka Q omastab elektrone Uhekaupa (Imlay 2003; Imlay 2008)redokspotentsiaal on
negatiivne ja molekulaarne hapnik ei ole hea oksiide suutes omastada elektrone vaid
vaga headelt elektronide doonoritelt, naiteks flagielt, enstiimide metalltsentritest ja
hingamisahelas osalevatelt kinoonidelt (Joonis A2 (Imlay 2013). Reaktiivsed
hapnikuthendid tekivadki molekulaarsest hapnikksi,sellele lisatakse elektrone (Joonis 1)
(Friedberg jt. 2006).0; ja H,O, on termodiinaamiliselt juba palju paremad oksUgekja
oluliselt reaktsioonivdimelisemad kubQJoonis 1).

R - -

FADH- )( H,0,
FADH; X H,0
ﬁ\ 1 A y d
\ ‘\ \ 4
WY W
Joons 2 Oksudatiivne stress rakkudes. A) dfundeerumisel rakku vBib see erinevate kofaktojiuresolekul
autooksudeeruda, mille tulemusel tekivad reaktdveapnikutihendid. B) ROS-id vBivad kahjustada 45e-4

klastriga ensiilime sealt raua ioone eraldades. @@pmaeaktsioonis redutseerub vesinikperoksiicagaukokku
puutudes hudroksuilradikaaliks ja kahjustab DNArddy 2003, modifitseeritud).
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1.2.1. ROS-i tekitatavad kahjustused

Otseselt DNA-d kahjustava toimega on hudroksuikaali mis tekib Fentoni
reaktsioonis, kus ¥D, redutseerub Fé ioonidega kokku puutudes (Joonis 2 C) (Imlay it.
1988). Oksiudatiivsed DNA kahjustused on aluseksagerneesile. ROS-id pdhjustavad
muuhulgas DNA katkeid, lammastikaluste deamineetimidepurineerimist ning Uks
sagedasemaid muutusi on guaniini okstdeerimiseldosiav 8-oksoguaniin (8-oxoG), mis
paardub tsutosiini asemel adeniiniga (Miller 199&ltimaks 8-oxoG mutageenset efekti, on
bakteritel véaljakujunenud oksideeritud guaniini Gparatsiooniradee. coli GO siusteemis
on kolm ensuumi: MutM, MutY ja MutT (Joonis 3) (Miaels ja Miller 1992). MutM on
glikosulaas, mis eemaldab C nukleotiidiga paard@a”doG DNA ahelast (Cabrera jt. 1988;
Michaels ja Miller 1992). MutY on samuti glikosigaanis eemaldab replikatsiooni kaigus
8-0x0G-ga paardunud A nukleotiidi ja jaab seejiselDNA ahelaga seotuks. See voib olla
signaaliks teistele reparatsiooni ensuumidele, udgs neid parandama ahelasse jaanud
8-0x0G-d, et DNA ahelas olev aluspaari info kaeisidheks (Nghiem jt. 1988; Michaels ja
Miller 1992). MutT tunneb &ara 8-oxo-dGTP ja eemaldallelt (he fosfaatrihma, takistades
seeldbi 8-oxoG lulitamist stinteesitavasse DNA aseldMaki ja Sekiguchi 1992).

Lisaks otsestele DNA kahjustustele suudavad RO&ijlustada ka teisi rakusiseseid
makromolekule. Uheks #, ja ‘O, sihtméargiks on 4Fe-4S tsentriga ensiiumid. ROS-id
pdhjustavad 4Fe-4S tsentriga reageerides klasttist F&€" eraldumist ja enstitim muutub
inaktiivseks (Joonis B). Esmalt néaidati sed&. coli dihtidroksltulhappe dehidrataasi puhul,
mida on vdimalik'O, -ga inaktiveerida (Kuo jt. 1987). Samuti inaktiveead HO,-ga
kokkupuutel kaE. coli enstutumid, mille keskmeks on tks raua molekul,ek&itpeptiidi
deformilaas, treoniini dehidrogenaas ja tsUtosieaminaas(Anjem ja Imlay 2012).
Tdsiseks probleemiks oksudatiivse stressi puhukadipiidide peroksidatsioon. Imetajate
rakkudes on lipiidide peroksiidatsioon tks sagedagkmksidatiivseid kahjustusi (Imlay
2003), kuid prokartiootide rakkudes see nii sage.f®¢llest hoolimata on tdestatud, eOkl
lisamiselE. coli kasvukeskkonda suureneb rakkudes oksudatiivskjug@tud lipiidide hulk
(Semchyshyn jt. 2005).
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Joonis 3. Okslidatiivsete kahjustuste reparatsioonis osalemaliimid. GO-ga on tahistatud okstdeeritud
G vorm (http://www.biochemsoctrans.org/bst/033/0688330679f01.htm, modifitseeritud

1.2.2. Oksudatiivse stressi vastus

Kdigist nendest kahjustustest paasemiseks on kolgesam meetod hoida rakusiseste
ROS-ide tase vdimalikult madalal. Superoksiidi sebwsuperoksiidi dismutaasid (SOD),
muundades selle vesinikperoksiidiks (McCord ja &vidh 1969). Enamikel bakterite
SOD-dest on kofaktoriks raud v6i mangaan ning s&dli SOD-d paiknevad tsutoplasmas.
Lisaks on leitud Cu-Zn Kklastriga SOD-sid, mis pa&kad gram-negatiivsetel bakteritel
periplasmas ja on eelkdige iseloomulikud patogeefesdakteritele nagu naiteRéeisseria
meningitis ja Haemophilus ducreyKroll jt. 1995). Periplasmaatilised SOD-d on $dtet
olulised, et’O; ei difundeeru labi membraanide ja kui see tekikpt@esmas, saavad need
enstimid ‘O, lokaalselt kahjutuks teha (Imlay 2013). Tsltoplaatiisge MnSOD
ekspressiooni bakteri€. coli reguleerib globaalne transkriptsiooni regulaatar, Fmis
vastutab raua kattesaamise ja metabolismi eestakitigeerib MNnSOD geeni transkriptsiooni
raua puuduses vdi vaeguses (Tardat ja Touati 1991).

Vesinikperoksiidi kahjutuks tegemiseks on kahte ptu@nsuime: katalaasid ja
perokstdaasidE. coli's on kaks pohilist katalaasi KatG ja KatkE. Kui nendeenid
deleteerida, siis madalah@, kontsentratsioonil (1,5 pM) mutandi kasv metsikgive erine.
Sellisel HO, kontsentratsioonil on pdhiliseks vesinikperoksildgundajaks peroksidaas

Ahp. Kuna aga peroksidaasid vajavagDiredutseerimiseks kofaktorina NADH-d, muutub
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kdrgel HO, kontsentratsioonil reaktsiooni limiteerivaks fakksr NADH olemasolu ja
juurdepdds. Seega redutseerth colis vesinikperoksiidi madalal kontsentratsioonil
peroksudaas ja korgel kontsentratsioonil katalagisghver ja Imlay 2001). Ehk teisisdnu on
katalaasid vBimekamad vesinikperoksiidi sidujad. @heldatud, et kasvu aeglustumisel
tbuseb rakkudes katalaaside ekspressioonitase &&anZlecha ja Demple 1997). Sellest
vOib jareldada, et aeglasemalt kasvavates statmiemafaasi rakkudes on ROS-ide
akumuleerumise tottu vaja rohkem ROS-e kahjutugevaid enstitime.

Oksudatiivse stressi vastust reguleerizadcolis kaks véga olulist regulaatorit OxyR
ja SoXRS SoxR on positiivne regulaator, mis oksudatiivsessr vastusena aktiveerdioxS
geeni ekspressiooni. SoxS omakorda indutseeribegeris aitavad toime tulla okstdatiivse
stressiga, naiteksodA (Mn-sdltuv SOD) janfo (DNA reparatsiooniks vajalik endonukleaas
IV) (Greenberg jt. 1990; Tsaneva ja Weiss 1990). Algaehti, et superoksiid ise aktiveerib
SoxR-i, hilisemates t60des on aga naidatudn efitro katsetes tunnetab SoxR otse redoks-
tsuiklites osalevaid kemikaale (ingl kredox-cycling drugs naiteks paraquaati (Gu ja Imlay
2011). OxyR on regulaator, mis enamasti on rakkumiggiivses vormis, kuid muudab,8,
kontsentratsiooni tdustes konformatsiooni ja aldrie okslidatiivse stressi vastuse geene,
naitekskatG-d jaahp-d (Stortz G. ja Hengge-Aronis R. 2000).

Muuhulgas aktiveerib SoxS kacrAB, tolCja marRABgeenide ekspressiooni. Koik
need E. coli geenid tagavad resistentsuse monele kahjulikukndile. NaiteksmarRAB
reguloni kuuluvad paljud antibiootikumi resistergstagavad geenid. Samas on naidatud, et
mutantsemarR (marA repressor) geeniga tived taluvad paremini oksdatiistressi (Ariza
jt. 1994). Seega vobivad ka MarA reguleeritavad ge@tla vajalikud oksidatiivse stressi
talumisel. MarA ja SoxS on struktuurilt vAga sasthyvalgud (aminohappelise jarjestuse
identsusprotsent 43, sarnasusprotsent 62) ja kadpaénde reguleeritavad geenid kattuvad
(Alekshun ja Levy 1997).

AcrAB ja TolC on RND perekonna transporterid, misurendavad hudrofiilsete
antibiootikumide ja detergentide resistentsust niaigavad E. colil paremini taluda
keskkonnas olevaid sapisoolasid ja pikaahelalisvirappeid. On naidatud, eicrAB
ekspressioon suureneb Uldistes stressitingimustatsionaarses faasis, ning rakkude kdrgel
vesinikperoksiidi kontsentratsioonil kasvades (Ma 1995). MarA ja AcrAB sulsteemid
tagavad resistentsuse paljudele antibiootikumideiemaatsetele thenditele ja superoksiidi
tekitatavatele kemikaalidele. Arvatakse, et AcrABbvredoks-tsuklites osalevaid kemikaale
valja pumbata (Ma jt. 1995; Alekshun ja Levy 198&mos jt. 2001). Nii nagu SoxS ja MarA
on omavahel homoloogsed, on ka AcrAB-le leitdd colis vdhemalt kolm homoloogi.
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Selline mitmete sarnaste omadustega pumpade jalastgute olemasolu véimaldab
bakteritel tapsemalt vastata erinevatele keskkomnmdumstele ja stressoritele (Ma jt. 1995;

Alekshun ja Levy 1997) nii okslidatiivse stressirkbkui ka statsionaarses faasis kasvades.

1.3. Bakteriaalsed multiresistentsuspumbad

Bakteritele on membraan vajalik valiskeskkonnaghaalide saamiseks, toitainete
omastamiseks ja jadkainete valjutamiseks. Membréaimimist mdjutab selle valguline
koosseis, eelkdige sealsed sensor- ja transpoutyaifgng nende tasakaal. Membraanis
paiknevad vaga mitmekilgsete Ulesannetega mu$iiesésuspumbad (MDR; ingl k —
multidrug-resistanceefflux pumpy mis vastutavad mitmete antibiootikumide resittese
ning nii keskkonnas leiduvate kui ka peremeesoryaneritatud toksiliste Uhendite rakust
vdalja transportimise eest (Piddock 2006). Samut&idatud, et MDR pumbad mangivad rolli
patogeneesis. NaitekSalmonella entericaserottip Typhimuriumsuudab MDR slsteemi
AcrAB-TolC puudumisel margatavalt kehvemini pereswganismile kinnituda ning seal
ellu jaada (Buckley jt. 2006).

KESKKOND

A) B) C)

PERIPLASMA
Na* H*
RND

1l
(1

Antibiootikum Antibiootikum Antibiootikum

Antibiootikum

Antibiootikum’

ATP ADP+P,

TSUTOPLASMA

Joonis 4. Bakteriaalsed multiresistentsus pumbad. Nooled sté@béd ainete transpordi suunda. A)
Sisemembraanis paiknevad MFS, SMR ja MATE perekoraigud B) ATP energia baasil aineid transportiv
ABC transporter C) labi kahe membraani ulatuv RNBegonna pump (Tegos jt. 2011, modifitseeritud).

MDR pumbad on olulised rakkude metabolismis ja nerttatakse membraanis
paiknemise topoloogia, energia kasutamise mehharesmubstraadi spetsiifilisuse alusel
(Tegos jt. 2011). Valkude jarjestuse sarnasusei jfagatakse bakteriaalsed valjavoolu

transporterid viide perekonda (Joonis 4): RND (ikgt resistance/nodulation/cell divisipn
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pumpade superperekond, MATE (ingl knultidrug and toxic compound extrus)oralkude
perekond, MFS (ingl k major facilitator superfamily superperekond, SMR (ingl ksmall
multidrug resistance perekond ja ABC (ingl k —ATP binding cassette pumpade

superperekond.

1.3.1. RND transporterid

RND pumbad (Joonis 4 C), mis on levinud gram-négstel bakteritel, koosnevad
kolmest osast: transmembraanne sisemembraani eslitab substraadi valjaviimise eest;
valismembraanne komponent moodustab periplasmagsivalkanali valiskeskkonda ning
sisemembraanile kinnituv lipovalk seob kahte edimi®omponenti ja stabiliseerib
nendevahelist interaktsiooni (Nikaido 1996). Eriak\teistest MDR siUsteemidest suudavad
RND perekonna pumbad uhendeid otse labi mbélema maambviia ja seetdttu voib neid
pidada ko&ige efektiivsemateks resistentsuse taajatTeiste pumpade eksporditavad
Uhendid peavad lisatakistusena eraldi labima vé@msbraani (Nikaido ja Takatsuka 2009).
Uks parimini uuritud RND siisteeme &n coli AcrAB-TolC siisteem (Ma jt. 1995F. putida
kromosoomis on kindlaks tehtud 14 RND pumpa, ndndgas ka TtgABC ststeem (Godoy
jt. 2010), mis on jarjestuse alusel sarngneoli AcrAB pumbaga.

1.3.2. MATE transporterid

MATE perekonna valgud (Joonis 4 A) koosnevad enéimids transmembraansest
domeenist, mis paigutuvad labi sisemembraani jaadiilhendeid tsttosoolist periplasmasse.
Selleks kasutavad MATE pumbad reeglina’fitmnide antipordi abi (Paulsen jt. 2001).
Pdhjalikumalt uuritud MATE perekonna pumpade hulkaiuluvad naiteks Vibrio
parahaemolyticie NorM (Morita jt. 1998) jaE. coli DinF. E. coli rakkudes on naidatud, et
DinF-i puudumisel véaheneb,B-, talumise vdoime ja sellest lahtuvalt arvatakseDief voib
mangida olulist rolli ROS-iga toime tulemisel (Raprez-Beltran jt. 2012).

1.3.3. MFS transporterid
MFS superperekonna valgud (Joonis 4 A) vastutaesiniiste Ghendite nii sisse kui
valja transportimise eest. Paljud MFS alamperekdedeansporterid viivad prootongradiendi

joul antibiootikume ja muid ohtlikke aineid raku&tlja (Paulsen jt. 2001).

1.3.4. SMR transporterid
SMR pumbad (Joonis 4 A) koosnevad nagu MATE-valgudéhemalt 12-st
transmembraansest domeenist, kuid SMR domeenidhgzaki membraanis trimeeridena

(Van Bambeke jt. 2000). Kemikaalide valjutamise heatismiks on prootonite antiport.
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Laenguga aminohappejaagi kilge seondub prootonninigahetatakse valja transporditava
kemikaali vastu. Antibiootikumi rakust valja viineks labib transportvalk erinevaid
konformatsioonilisi vaheolekuid. Lopptulemuseks kemikaalide valjaviimine rakust ja

prootonite transport rakku (Van Bambeke jt. 2000).

1.3.5. ABC transporterid

ABC-transporterid (Joonis 4 B) vdivad bakterirakwédja viia pinna komponente,
patogeneesiga seotud Uhendeid, siderofoore ja miuidka toksilisi kemikaale ja
antibiootikume (Davidson ja Chen 2004). ABC pumkadsnevad kahest transmembraansest
domeenist (TMD; ingl k 4ransmembrane domginmis moodustavad sisemembraani labiva
kanali ja kahest tsltoplasma poolsest nukleotiidkivast domeenist (NBD; ingl k —
nucleotide-binding domairdhk ATP-binding cassetfemis hudrolilsivad ATP-d ja selle abil
saab pump energiat Uhendite transpordiks (Dawsohogher 2006). ATP sidumine ja
hidrolits NBD-s kutsub esile konformatsioonilisiutusi transmembraanses domeenis ning
see tagab substraatide Uhesuunalise valja pumpdbBésedson ja Chen 2004). ABC-tuupi
pumpadel on ATP-d siduv ja hudrolutsiv domeen vigaserveerunud ja seda leidub nii
prokartootides kui eukartiootides.

Paljude ABC-tuupi transporterite puhul on naidateidjsaks kahele pdhilisele pumba
koosseisu kuuluvale valgule on substraatide tranase vajalikud ka lisavalgud (Fath ja
Kolter 1993). On teada, et gram-negatiivsetel b#kieon sellised abivalgud eelkdige
vajalikud, siis kui pumba eesmargiks on valjutaténend korraga labi mélema membraani
vila. Enamasti on need abistavad komponendid seasisdmembraaniga, kuid vdivad
harvematel juhtudel olla seotud ka valismembraan@aivalgu funktsiooniks vdib olla
Uhendada sise- ja valismembraani, et abistadargniliada Uhendite transporti 1&bi mdlema
membraani voi aidata kaasa substraadi seondumfteleon ja Higgins 1998). Naiteks
S. entericaserotuuplryphimuriumtsingi transporteril ZnuABC-| on lisaks leitud ahik ZinT,
mille olemasoluta on transporteril tsingi transpéill véimalik, kuid tsingi vaeguses
vOimendab see abivalk tsingi kattesaadavust (Retjar2010) Abistava valgu geen paikneb
genoomis reeglina koos teiste ABC-transporteri wdékgeenidega (Fath ja Kolter 1993).
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. T60 eesmargid

Mutatsioonid on organismides valtimatud, olles akss geneetilise varieeruvuse
suurendamisele. Ometi on organismidele Ulimaltiodyl et mutatsioonide tase rakus oleks
piisavalt madal, et mitte mdjutada populatsiooninalist. Bakterite mutatsioonide uurimine
annab meile informatsiooni mutatsiooniprotsessidbat& kdigis organismides ning samulti
vOib aidata moista bakterite kohanemist erinevaligkeskkondadega (sh ka inimese
patogeenide kohanemist) ja antibiootikumide reststese teket. Meie laboris on varasemalt
uuritud mutatsiooniprotsesse mudelorganisiisputida ja erinevate geenide mdju neile
mutatsiooniprotsessidele. Varasemalt pole ©6nnedtukanstrueerida testsisteemi, mis
vOimaldaks Ulegenoomselt detekteerida geene, misitavdd mutatsioonitaset ning mille
otsest seost mutatsioonidega pole teada.

Kaesoleva t60 eesmargid said puUstitatud lahtudedi Heese konstrueeritud
teststisteemist (lac-Isc), mis v@imaldab isoleendatatsioonisagedust mdjutavaid geene
organismisP. putida Eesmargiks oli:

¢ anallilsida ja iseloomustada teststisteemi lac-dgartist

+ mutatsioonisagedust mojutavate geenide identifits@@e transposoonmutageneesi
teel, kasutades lac-Isc testslsteemi  mutatsioorilssg  vOrdlemiseks

Uksikkolooniates

+ kuna transposoonmutageneesi kaigus tuvastati kadertsioonittg2B geeni, siis
l&htuvalt sellest oli eesmargiks kontrollida testeémiga isoleeritudtg2B geeni

mutatsioonisageduse muutust antud deletsioonitlives

+ iseloomustada testsiisteemi abil isoleeritud AB@Ggparterit Ttg2.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. To0s kasutatud plasmiidid, bakteritiived ja bakterite kasvutingimused

Baktereid kasvatati LB (ingl Kysogeny broth tdiss66tmes (1% truptoon, 0,5%
parmiekstrakt, 0,5% NaCl; (Miller 1972) v6i M9 mmaalst6étmes (Adams 1959). M9
minimaalsddtmele lisati mikroelementide lahust fBpntsentratsioonidega 66 MgO,
50uM CaCQ, 40 uM FeSQ, 12,5uM ZnS0O,12,5uM MnSGQ,, 2,5uM CuSQ, 2,5uM
CoSQ, 1,9 uM H3BO,), susinikuallikana glikoosi (glc) I6ppkontsentratgiga 10 mM,
sahharoosi (suc) I6ppkontsentratsiooniga 300 mMfedooli (phe) I6ppkontsentratsiooniga
2,5 mM ning aminohapete hidrolisaati (CAA, |6ppkentratsiooniga 0,2%). Tards6dtme
saamiseks lisati so0tmesse agarit 15 g/l.

Selektsioonimarkeritena kasutati bakterite kasvet@mjargmisi antibiootikume:
kanamautsiini (Km; 5Qug/ml), streptomditsiini (Sm; 100-2Q@/ml), ampitsilliini (Amp; 100
ug/ml), bensudlpenitsilliini (Bp; 1,5-3 mg/ml) jafampitsiini (Rif; 100ug/ml). E. coli rakke
kasvatati temperatuuril 37 °C jA. putida rakke temperatuuril 30 °C. Vedelkultuuride
aeratsiooni tagamiseks kasvatati kultuure lokstigis kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

on toodud lisas 1.

2.2.2. Kompetentsete rakkude valmistamine ja elektroporatson

E. coli rakke kasvatati Ule6d6 4 ml-is LB-vedels6otmes. Keteptsete rakkude
saamiseks lahjendati Ule6okultuuri varskesse LBtrségése tiheduseni 0,1 (@) ja
kasvatati loksutil tiheduseni 0,9-1,5. Rakud tsenigiti s66tmest vélja (45-60 sekundit
12100 x g), pesti kaks korda 1 ml destilleeritu@gee ja Uhe korra 1 ml 10% glutserooliga.
Seejarel suspendeeriti rakud 10% glitseroolisgejamikrotsentrifuugi tuubidesse. Rakke ja
toolahuseid hoiti pidevalt jaal.

P. putida rakke kasvatati Ule6d6 4 ml-is LB vedelsbotmes. 2600ledokultuuri
tsentrifuugiti kokku (45-60 sekundit 12100 x g) gpipesti 3 korda 8004l 300 mM sahharoosi
lahusega. Seejarel suspendeerit rakud 45300 mM sahharoosi lahuses.

Plasmiidse DNA viimiseks kompetentsetesse rakkwd&ssutati elektroporatsiooni.
Kompetentsetele rakkudele lisata 100 ng vees lahustatud plasmiidset DNA-d ning
pipeteeriti elektroporatsioonikivetti. Elektropaiabn viidi 1abi “BioRad” elektroporaatoriga
“E. coli pulser” pingel 2500 V. Rakkudele lisati 80 LB sdddet ja pesti kivetist valja.
Seejarel kasvatati rakke tund aega temperatuurif@#&6i 30 °C ning sellele jargnevalt
tsentrifuugiti rakud kokku ja plaaditi selektiivaaiele.
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2.2.3. Poluimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-is (ingl kPolymerase Chain Reactipkasutati matriitsina eelnevalt eraldatud
plasmiidset DNA-d vdi ludsitud bakterirakkude DNAHCR-i reaktsioonisegu 16ppmahuga
20 pl sisaldas 1 x PCR-i puhvrit, 2,5 mM MgeCl0,2 mM dNTP-d, 0,5 dhikut Taq
polimeraasi ja 10 pmol kumbagi praimerit. T60s katsia praimerid on valja toodud lisas 2.

Reaktsiooni viidi 1abi 25 tsuklit jargmistel tingumstel:

1. DNA denaturatsioon 96 °C 30-60 sekundit,

2. praimeri seondumine matriitsile 53—60 °C (olenepadimeritest) 30—-60 sekundit,
3. DNA stintees 72 °C 30-120 sekundit (soltuvalt antpéritava fragmendi pikkusest).

Tsuklitele eelnes paariminutiline kuumutamine terapaurii 96 °C rakkude
l6hkumiseks ja jargnes 2—4 minuti pikkune siuntesaperatuuril 72 °C, et kdik pooleli

olevad fragmendid slinteesitaks I8puni.

2.2.4. Plasmiidse DNA eraldamine ning restriktsioonianall$

Plasmiidse DNA eralduseks kasutati firrRavorgen plasmiidi eralduse komplekti
FavorPrep Plasmid Exctraction Mini Kijargides tootja protokolli.

DNA restriktsiooniks kasutati firma@hermo Scientificenstiime tootja ette nahtud

tingimustel.

2.2.5. Geelelektroforees

PCR-i produkte ja restriktaasidega |6igatud DNA-thléalsiti geelelektroforeesil.
Selleks lisati 5—-7ul-ile PCR-i produktile v&i restriktsioonisegule @msivarvi (0,04%
broomfenoolsinine 50% glltseroolis). Proovid kabf agaroosgeelile 1 x TAE puhvris
(50 mM  Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2), mis s etiidiumbromiidi
I6ppkontsentratsiooniga 0,3gg/ml. DNA fragmentide umbkaudse suuruse nagemiseks
kasutati firmaThermo Scientifi©NA markerit. Elektroforees toimus pingel 100—1\dlti.

DNA visualiseeriti UV valguses.

2.2.6. Bakterite konjugatsioon

Transposoonmutageneesis kasutatud minitransposabrawnult E. coli CC118.pir
tives replitseeruvast plasmiidist pBAML1 testtivkkralesse bakterite konjugatsiooni teel.
Selleks kasvatati Uled0 vastava antibiootikumi @satekul LB s66tmes doonortige coli
CC118pir, mis sisaldas Uulekantavat plasmiid; helperpiaiga tive HB10l ja
retsipienttive. Jargmine paev lahjendati kultuudek@drda 5 ml varskesse antibiootikumita

LB-sse. Ristamissegude tegemiseks voeti ajapunklide 2,5 ja 3,5 tundi koiki varskeid
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kultuure 100ul, segati kokku ja sellest segust pandi 10Qultuuri LB tassile. Konjugatsioon
toimus Uledd temperatuuril 30 °C. Jargmisel pakkadbiti soovitud ajapunkti segust ¥ Ules,
see suspendeeriti 1Q0-is M9 puhvris ning saadud segu plaaditi selekbidtmele, millel

said Ules kasvada vaid transkonjugandid.

2.2.7. Testtluve konstrueerimine

Antud t00s kasutatud testtive saamiseks konsteuiemeie laboris Heili Illves
laclPdsc3lacZ geenikasseti ja viis sell. putidakromosoomi. Selleks Idigati pBR-lacltac
vektorist, millest olid eelnevalt deleteeritud Hilhga Xbal 16ikesaidid, BamHI fragmendina
valja laclPy. jarjestused ja tbsteti pHLU102 vektorisse, mislsias multikloneerimissaidi
jarel lacZ geeni. Seejarel amplifitseerf. syringaeDC3000 rakkude DNA-It PCR meetodil
praimeritega Xbalsc3uuslfpp ja XbaHindSDIsculse3 geen. Isc3 geen viidi Xbal
fragmendina vektorisse pHLU102lacltac, mida olineehlt 16igatud vastava ensitimiga.
Saadi vektor pHLUL102lacltaclsc, millest IGigati athitgeenikassett ja sellele jargniecZ
geen valja ensutmidega Kpnl ja Sall ning tOstethade ensuimidega I6igatud pUC18Not
plasmiidi, millet oli eelnevalt deleteeritud  Hintll Ibikesait.  Vektorist
pUC18NotlacltaclsclacZ 16igati omakorda saadud dexssett valja ensiidmiga Notl ning
viidi Notl fragmendina plasmiidi pUTTn5Sm. Antuddkleerimise etapid viidi [&dE. coli
rakkudes.

Konjugatsiooni teel viidi pUTTn5lacltaclsc3lacZ phaiidist minitransposooni
koosseisus olelaclPdsc3lacZgeenikassef. putidakromosoomi. Seejarel tehti ARB-PCR-
i (vt. peatikki 2.2.9 ARB-PCR) abil kindlaks gedasiseti asukoht kromosoomis. Antud t60s
on kasutatud testtlve, kus huvipakkuv geenikapsdgtheb histidiini kinaasi geeniFP3969

2.2.8. Transposoonmutagenees ja transkonjugantide anallts
Transposoonmutageneesi labivimiseks kasutati MextiGarcia ja kolleegide
konstrueeritud vektorit pBAM1, mis sisaldas minisposooni Th (Martinez-Garcia |t.
2011). E. coli CC118\pir rakkudesse viidud pBAM1 kanti konjugatsioonielteille
retsipienttivesse PaWlacllsRistamissegu voeti tles 1 ml M9 puhvris, rakudtisiiugiti
pdhja, neid pesti kaks korda 1 ml-i M9-ga ja plaaehO ul kaupa vélja LB selektiivsootmele.
Selekteerimiseks kasutati LB s6ddet, mis sisaldasiKSm-i, X-gal-i ja 10% sahharoosi.
Tassidel jalgiti 5-6 paeva jooksul sahharoosi laigwatel kolooniatel siniste papillide teket.
Siniste papillidega kolooniad kulvati jargnevalfampitsiini sisaldavatele tassidele
(Rif-i tassidele), et identifitseerida suurenentéRnutatsioonisagedusega kolooniaid. Rif-i
tassidel jalgiti 2—-3 paeva kolooniate teket ningsstesse uuringutesse voeti tived, mis
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andsid Rif-i tassidel rohkem kui paar kolooniatefdesl tehti kindlaks minitransposooni
insertsiooni asuko®. putidakromosoomis.

Paralleelselt transposoonmutageneesiga plaadita ssiitmega tassidele ka lihtsalt
testtivi PaWlacllsc, et jalgida vordluseks sponsaée mutatsioonide teket siniste sahharoosi

lagundavate papillide néol.

2.2.9. ARB-PCR

ARB-PCR-i kasutati minitransposooni Fninsertsioonikoha kindlaks tegemiseks
P. putida kromosoomis. Sel meetodil amplifitseeriti PCR pkil mis sisaldab
minitransposooni otsa ja sellega piirneva kromosasesaala liitjarjestust.

ARB-PCR koosneb kahest etapist. Esimeses etapitattdse juhusliku pikkusega
DNA fragmendid, kasutades Uhte praimerit, mis Kunmitransposooni otsale ja teist, mis
kinnitub juhuslikku kohta genoomis. Antud t66s Kasupraimereid BAM1 ja ARB6 (Lisa 2).
ARBG6 on kddupraimer, mille 3" otsas asub 5-6 nuikilliopikkune linkerregioon ja sellele
jargneb 10 nukleotiidine regioon, mis sisaldab glikuis jarjekorras koiki nelja nukleotiidi.
Kddupraimeri 5° otsas on konserveerunud jarjestodlega saab teises etapis seonduda
praimer ARB2 (Lisa 2).

ARB-PCR reaktsiooni Idppmaht oli 30 ja reaktsioonisegu sisaldas 1 x PCRI puhvrit,
10 pmol kumbagi praimerit, 1 Taq polimeraasi ning bakterirakke. ARB-PCR-i esimene
etapp toimus jargmistel tingimustel: DNA denatu@is temperatuuril 96 °C 30 sekundit,
praimerite seondumine 30 °C 30 sekundit, DNA sim{&2 °C 1,5 minutit, seda korrati 6
tsuklit. Sellele jargnes 30 tsuklit tingimustel DN@enaturatsioon 96 °C 30 sekundit,
praimerite seondumine 45 °C 30 sekundit, DNA sii#:°C 2 minutit.

ARB-PCR-i teise etappi voeti 0,1-0, esimese etapi produkti. Teises etapis
seonduvad kasutatavad praimerid eelmises etaplgntek PCR-i produktile. Antud t66s
kasutati selleks praimereid ME-I-uus2 ja ARB2 (Li&a Teise etapi reaktsioon toimus
jargmistel tingimustel: DNA denaturatsioon 96 °Cs#kundit, praimerite seondumine 56 °C

30 sekundit ja DNA siintees 72 °C 2 minuti. Neigpp&akorrati 30 tsuklit.

2.2.10. Sekveneerimine

Sekveneeritavaid PCR-i produkte toodeldi 2,5BJ coli Exol ja 1 U aluselise
fosfataasiga (FastAP) 30 minuti jooksul temperatu@ir °C, reaktsioon peatati 15 minuti
jooksul temperatuuril 80 °C. Seejarel valmistatkvemeerimisproovid, kasutades firma
Applied Biosystemsi BigDye Terminator v3.1 sekveaimmaeskomplekti ning modifitseeritud
kujul tootjafirma protokolli. Reaktsiooniks |0ppmada 10 ul segati kokku 2ul 5 x
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lahjenduspuhvrit (200 mM Tris pH 9,0; 6 mM Mg¥l1,6 pmol praimerit; 0,7l premix’i
(BigDye PR-100mix v3.1); 0,5-1,5ul sekveneeritavat PCR-i produkti ja vett Idppmahuni
Sekveneerimisreatsioon toimus 30 tsuklina jargrhistgimustel:
1. 15 sekundit temperatuuril 95 °C;

2. 10 sekundit temperatuuril 50 °C;
3. 45 sekundit temperatuuril 60 °C.

Reaktsioonile jargnevalt sadestati DNA-quU2dekstraani ja 3@ 96% etanooliga 10
minutit temperatuuril -20 °C. Seejarel tsentrifuugroovides sade pohja temperatuuril 4 °C
16100 g juures 10 minuti jooksul ning pesti kaksdeo 150ul 75% etanooliga ja lasti
kuivada. DNA voeti Ules 10ul-is 100% formamiidis ja sdilitati sekveneerimiseks
temperatuuril -20 °C. Kasutati Eesti Biokeskusentiklabori sekveneerimisteenust ja DNA
sekveneeriti ABI PrismTM3730x| kapillaarsekvenaaar Saadud jarjestusi analtusiti

programmiga BioEdit 7.0.9.1.

2.2.11. Kloneerimine

Kloneerimisel kasutati DNA restriktsiooniks, ligearseks ja vektori aluselise
fosfataasiga tootlemisek3hermo Scientific ensiime vastavalt tootja ettekirjutusele.
Kloneerimisel kasutatud restriktsiooni reaktsioegisd, PCR-i produktid ja ligaasisegud
sadestati 2,5-kordse mahu 96% etanooli ja 0,1-kordahu 5 M NaCl lahuse lisamisega.
DNA sadenes temperatuuril -20 °C 10 minuti jooksskdet tsentrifuugiti 10 minutit
temperaturil 4 °C 12 000 g juures ning pesti kaksdk 75% etanooliga. Saadud sade
kuivatati temperatuuril 37 °C ning suspendeerit:A@ul vees.

Sadestatud ligaasisegu viidi elektroporatsioorli Eeecoli DH50 v&i CC118Apir tive
rakkudesse v@®. putidarakkudesse ja plaaditi selektiivsootmele.

2.2.12. ttg2A ja ttg2B geeni deletsioonitiivede konstrueerimine

ttg2Aja ttg2B geenide deletsioonitliivede konstrueerimiseks kasdiabr de Lorenzo
laboris vélja to6tatud metoodikat (Martinez-Garf@ade Lorenzo 2011). Esmalt tekitati 3
PCR-i produkti: | ja Il produkt tekitati paralleels vastavalt ~ 500 nt deleteeritava geeni eest
ja tagant. lll PCR-i fragmendi tekitamiseks kasutaatriitsina 0,5ul eelnevatest PCR-idest
saadud DNA fragmente. Kuna | ja Il reaktsiooni Uhedaimerid olid omavahel
komplementaarsed (vt Lisa 2), siis see viimaldiisaterd DNA fragmendid Il reaktsioonis
.Kokku kleepida”. Tekitatud fragmente t6ddeldi rdgbasidega Kpnl ja EcoRI ning
kloneeriti samade restriktaasidega avatud vek®rig3P5603 (pEMG). Tulemuseks saadi
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ttg2A ja ttg2B deleteerimiseks vajaminevat fragmenti sisaldaveabmlidid pJPttg2A ja
pJPttg2B.

Saadud vektorid viidi elektroporatsiooni tefel coli DHASuApir tive rakkudesse.
Vektori DNA eraldati DHoApir rakkudest ja kontrolliti sekveneerimisega. &edj viidi
deletsiooniga suitsiidplasmiid. putidarakkudesse, kus plasmiid ise ei replitseeru jangb
vektorisse kloneeritud fragmendi ja kromosoomi Vah®imuva homoloogilise
rekombinatisooni abil bakteri kromosoomi. Moodustdv kointegraadiga rakud, mis
kannavad Km resistentsust ning kus on olemas nisikt@lpi lookus kui ka deletsiooniga
lookus. Kointegraatidesse viidi I-Scel nukleaasdderiv plasmiid pSW. I-Scel nukleaas
|6ikab kromosoomi inserteerunud pJPttg2A voi pJHEtgplasmiidi spetsiifilist jarjestust.
Indutseerimaks nukleaasi sinteesi ja I0igete tegfemikasvatati rakke Uledo
bensuulpenitsilliini (Bp) (vajalik pSW plasmiidi iitamiseks) ja meta-toluaadi-Gcelgeeni
promootori induktor, I6ppkontsentratsioon 7pM) juuresolekul ja plaaditi Bp sisaldavale
tardsootmele. Saadud kolooniate hulgast selekteedifa Km tundlikud ja deletsiooni
olemasolu kontrolliti PCR-iga ttg2A deletsiooni korral praimeritega EcoRIttg2ees ja
Kpnlttg2B ning ttg2B deletsiooni korral praimeritega EcoRIttg2A ja KpgRC). pSW
plasmiidist vabanemiseks kasvatati deletsioonitidvepaar paeva mitteselektiivsetes

tingimustes ja valiti véalja Bp tundlikud kolooniad.

2.2.13. Topeltmutantide konstrueerimine
Ttg2 ja DinF topeltmutantsete deletsioonitivede skareerimisel lahtuti samast
protokollist, mida kasutatitg2A ja ttg2B deleteerimisel (vt peatiikk 2.2.12). Vastavasse

deletsiooni tlvesse viidi pJPdinF vektor ja jargeipool kirjeldatud protokolli.

2.2.14. P. putida Rif-resistentsete mutantide tekkesageduse maaranen

Spontaansete mutatsioonide tuvastamiseks kasvaRafegidarakkudes kasutati Rif
resistentsete (R1j kolooniate tekkel baseeruvat siisteemi”Riflooniate teket vdimaldavad
spontaansed mutatsioonipoB geenis. Selleks kasvatati rakke 6—7 tundi glukQ#sA
sootmes temperatuuril 30 °C ning seejarel tehttdsidultuurist 16-kordne lahjendus, jagati
rakud 2,3 ml kaupa katseklaasidesse ning kasvE8a20 h temperatuuril 30 °C, aereerides
kultuure loksutis. Jargmisel paeval plaaditi kalzagidest 500ul Ule6d kultuuri Rif-i
sisaldavale LB so6tmele ja inkubeeriti temperatud®i °C. Selektiivsootmele tekkinud Rif
kolooniaid loendati kahel paeval.

Mddtmaks Rif mutantide tekkesagedust, méaarati ledd kultuuristelusrakkude
arvukus. Selleks tehti rakukultuurist lahjendusi@arM9 puhvrisse ja tilgutati see LB
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tassidele. Elusrakkude hulk 1 ml kultuuri kohtawdati valja, arvestades tehtud lahjendust ja
tekkinud kolooniate arvu.

Rif® mutantide tekkesagedus marati 1 ml Uledd kultuetisrakkude kohta ja
arvutati imber 1%raku kohta. Erinevate tiivede omavahelis& Rikkesageduse statistiliseks

analtusiks kasutati Student T-testi.

2.2.15. Statsionaarse faasi mutatsioonide tekkesageduse maéine P. putida
rakkudes plasmiidse TAG testsusteemi abil

Tuvastamaks mutatsioonisagedustigivas rakupopulatsioonis, kasutati plasmiidset
fenooli monooksligenaasi gegtieAaktivatsioonilpdhinevat teststisteemi (Tegova jt. 2004).
Plasmiidi pKT240 on viidugpheAgeen, mille 22. koodon (Leu) on asendatud stopgéoiga
TAG (plasmiid pKTpheA22TAG), seega detekteerib g@steem asendusmutatsioone, mis
muudavad &ra stoppkoodoni. Uuritavatesse tuvedaseplasmiid pKTpheA22TAG ning
baktereid kasvatati samamoodi nagu spontaansetasinanide tuvastamisel Rif-i s66tmel
(vt peatikki 2.2.14). Erinevus oli ainult selles,giikoos CAA st6tmele lisati ka plasmiidi
selektsiooniks vajalikku antibiootikumi (Bp). Uledéasvanud kultuuridest plaaditi 5Q0
rakke minimaltassidele, kus ainsaks susinikualkkaki lisatud fenool. Fenooli tassidel
suudavad Ules kasvada vaid need rakud, kus enreastgppkoodonpheA geenis on
muteerunud. Fenoolitassidel jalgiti kolooniate tek& paeva jooksul ning Pheevertantide
tekkesagedus arvutati nalgivas populatsioonis tdevelusrakkude kohta. Statistiliseks

analtitsiks vorreldi tivesid Student T-testiga.

2.2.16. P. putida populatsiooni elumuse maaramine fenool-minimaalsdiielt

Bakterirakkude elumus maarati kolooniaid moodudtavakkude (CFU; ingl k —
colony-forming unit arvukuse alusel kogu nalgimisperioodi jooksul.m&delt tassidelt,
millel jalgiti Phe™ kolooniate teket, I8igati steriilse 1 ml pipetiétsya vélja agaritiikk ning
pandi see tukk 99@l M9 puhvris 20 minutiks temperatuuril 30 °C loksamAgarittki
véljaldikamisel valditi Phiekolooniaid. 20 minuti parast tehti agaritiiki pesiadjendused ja
kanti need LB tassile. CFU arvutamisel lahtuti esstll et véljaldigatud agaritiikk moodustab
~1/100 kogu tassi pindalast. Arvestades LB tasskkinud kolooniate arvu, lahjendusfaktorit
ja agarittiki suurust, arvutati elusrakkude arv ésit&asutades jargmist valemit:

kolooniate arv - lahjendusfaktor
10—2

Elusrakkude arv =
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2.2.17. DNA-d kahjustavate kemikaalide tundlikkuse test

Testimaks uuritavate tivede tundlikkust erinevatel®NA-d kahjustavatele
kemikaalidele, viidi l&bi nn tépikatse. Selleks k&t vastavaid tivesid LB vedelst66tmes
ule66. Jargneval paeval tehti M9 puhvrisse rakwkuitlahjendused ja hl suurused tilgad
pipeteeriti tassidele, kuhu oli lisatud uuritavairkkaali. Antud katsetes lisati agaritassidele
paraquaat dikloriid x-hudraati (Paraq; 2t®/ml), mitomutsiin C-d (MMC; 4pug/ml),
4-nitrokinoliin - N-oksiidi (NQO; 100-150uM), fenooli (phe; 7-9 mM) vbéi fenasiin-
metasulfaati (PMS; 200-25(M). Olenevalt katsest kasutati sddtmena LB-d, gtiskga
minimaalsdddet voi glikoosiga CAA sdddet. Kontkdlikulvati samad lahjendused ka ilma
kemikaalideta LB tassile, et vorrelda tivede kagvuakkude arvukust. Erinevate tlvede

kasvu vorreldi kuni nadala jooksul parast kilvamist

2.2.18. Minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni maaramine

Maaramaks erinevate kemikaalide minimaalset inhitat kontsentratsiooni (MIC;
ingl kK — minimal inhibitory concentration mille puhul uuritavad tived polnud enam
vOimelised kasvama, kasvatati tivesid esmalt GB@EC loksutil. Mikrotiiterplaadile tehti
enamike kemikaalide puhul glikoos CAA st6tmesse ikaatidest 2-kordsete lahjenduste
rida, metallisoolade puhul tehti lahjenduste ridB E66tmesse, et véltida soolade pd&hja
sadenemist. Antud katsetes kasutati bensuulpdinitgBp; kuni 1000ug/ml), telluriiti (Tel;
kuni 20ug/ml), tetratsukliini (Tet; kuni 2@g/ml), paraquaat dikloriid x-htdraati (Paraq; kuni
10 pg/ml), klooramfenikooli (Cm; kuni 10Qg/ml), gentamiitsiini (Gm; kuni 1@g/ml),
polimuksiin B-d (PB; kuni 41g/ml), kanamutsiini (Km; kuni 2Qg/ml), streptomutsiini (Sm;
kuni 50 pg/ml), kolistiini (Kolis; kuni 4 pg/ml), rifampitsiini (Rif; kuni 12 pg/ml),
4-nitrokinoliin N-oksiidi (NQO; kuni 8ug/ml), fenooli (phe; kuni 15 mM), ZnSQ(kuni
12 mM), CuSQ (kuni 12 mM), MnCl (kuni 12 mM) ja Cogl(kuni 12 mM). lgasse
kemikaali lahjendusse kanti (le66 kultuuri 100-keet! lahjendust. Mikrotiiterplaati

inkubeeriti 24 h 30 °C loksutil ning seejarel mobdeakterikultuuride optiline tihedus

(ODsgg, programmigavagellan6, TECAN Sunris)a

2.2.19. P. putida rakkude generatsiooniaja maaramine
P. putidaerinevate tivede kasvukiiruste leidmiseks kasvatattavaid tivesid ule6o
glc CAA sootmes 30 °C loksutil ning saadud kultuahjendati s66tmesse tiheduseni 0,02
(ODsgg). Rakke kasvatati mikrotiiterplaadil ning vorrefaiiraquaadi juuresolekul (g/ml) ja
ilma kasvanud variante. OD-d mdddeti iga 15 minagant 24 tunni jooksuPOLARstar
Omegaspketrofotomeetris. Saadud kasvukdverate pohjaltati igale tivele minimaalne
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generatsiooniaeg. Selle aluseks voeti eksponeldsga&asvufaasis logaritmilises skaalas

moodustuv sirge. Generatsiooniaja arvutamisekst&agargmist valemit:

C = t
3,3l0g%

G — minimaalne generatsiooniaeg
t — ajaintervall minutites
B — bakterite Olspajavahemiku alguses

b — bakterite OBypajavahemiku 16pus

2.2.20. Membraanivalkude eraldus

Membraanivalkude eralduseks kasvatati uuritavanegial 24 tundi temperatuuril
30 °C glc CAA vedelsootmes voi tardsdotmel nii gaeadiga (2,5-mg/ml) kui ilma. Kogu
valkude eraldamise t66 toimus jaal. Rakud kas tgeuagiti 25 ml Gledd kultuurist pdhja voi
kraabiti tassilt ja suspendeeriti 3 ml-is 10 mM HEPpuhvris (pH 7,4). Rakud purustati kuus
korda 10 sekundit sonikeerides, véltimaks rakkudgsdt kuumenemist. Jargnevalt
tsentrifuugiti rakumass p6hja 10 minuti jooksul @0k g juures Klerolab AF 6.2500otor,
7800 p/min, 4 °C). Supenatant eemaldati rakumag8éstieti ultratsentrifuugi topsidesse ning

membraanivalkude eraldamiseks tsentrifuugiti 1 B0DD x g juures(Beckman SW 55 Ti

rootor, 28700 p/min, 4 °C). Supernatant eemaldatsade suspendeeriti 2 ml-is 10 mM
HEPES puhvris, kuhu oli lisatud 1% N-laurotilsarkosiing saadud lahust inkubeeriti 30
min 37 °C loksutil. Valismembraani valgud sadestali 100000 x g juures temperatuuril 4
°C, sisemembraani valgud jaid supernatanti. Valisbraanide sadet pesti 3 ml 10 mM
HEPES puhvriga ning tsentrifuugiti 1h 100000 x g4 Sade suspendeeriti 10Bis 10 mM
HEPES puhvris. Saadud preparaatide valismembraarattpuisisaldus méaéaradio-Radi
Quick StartBradfordi reagendiga vastavalt tootja protokollig&semembraani preparaatide
valgusisaldust polnud lahusesse jaanud N-laurofkdseni t6ttu vOimalik sama

reaktsiooniga maarata.

2.2.21. SDS-poluakrutlamiidgeelelektroforees

Valkude geelelektroforeesil lahutamiseks valmigtatiovid, mis sisaldasid 0,2—-0,9
valke, 7,5 ul 2x Laemmli puhvrit (0,125 M Tris, 20% glutserook% SDS, 2%
B-merkaptoetanool, 0,001% broomfenoolsinine, pH @B proovide maht viidi 10 mM
HEPES puhvriga 1hl-ni. Seejarel kuumutati proove valkude denaturesgks 10 minutit

temperatuuril 96 °C.
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Valgud lahutati 10% tritsiin-SDS-poluakritlamiidgieg Schagger 2006) konstantsel
pingel ~100 V, kasutadeBio-Rad Mini PROTEAN Tetrageelelektroforeesisiisteemi.
Valkude suuruse hindamiseks kasutati suurusmarkeaijeRuleP Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific Valkude visualiseerimiseks varviti geele kas @agssie G-250
varviga voi AgNQ-ga (Chevallet jt. 2006).

Hobedaga véarvimine toimus jargmistes etappides:

geel fikseeriti Gle6o fikseerimislahuses (30% etdnd0% aadikhapet),

pesti 2 x 10 min 20% etanooliga ja seejarel 2 xnlfutit H,O-ga

hoiti 1 min 0,8 mM Na-tiosulfaadi lahuses

pesti 2 x 1 min KHO-ga

varviti 20 min kuni 1 h 12 mM AgN&lahuses

loputati veega

valgud ilmutati geelil ilmuti lahusega (3%,KOs3, 0,08 mM Na-tiosulfaat, 0,00025%

N o ok~ oD R

formaliin) kuni 20 minutit vdi kuni geel oli piisat varvunud ning seejarel

varvumisreaktsioon peatati stopplahusega (4% Z#saadikhape).

2.2.22. Bakteripopulatsioonide anallts labivoolutstitomeetti

Labivoolutsitomeetri abil uuriti rakke, mida oli rviud DNA-ga seonduvate
fluorestseeruvate varvidega propiidiumijodiid (P SYTO9. SYTO9 fluorestseerub
roheliselt ja suudab siseneda kdikidesse rakkuddalséluorestseerub punaselt ja suudab
siseneda vaid suurenenud membraani labilaskvusedradesse ning sel juhul summutab ta
SYTO9 fluorestsentsi. Anallilisides nende véarvideesulon voimalik eristada erineva
membraani  permeaablusega alampopulatsioone. Ldbtgdtomeeter vdimaldab
bakteripopulatsiooni analttsida tksikraku tasemel.

Proovide ettevalmistamiseks kasvatati rakke 24 rmperatuuril 30 °C glc CAA
tardsootmel, paraquaadiga (Idppkontsentratsiopg/Bnl), fenooliga (Idppkontsentratsioon 3
mM) vOi ilma kemikaalideta. Tassilt kraabitud rakiathjendati filtreeritud M9 puhvrisse nii,
et proovi OBgpoleks 0,015. 15Q@l-ile lahjendusele lisati 7,nl varvisegu (3% SYTO9, 3%
P1 M9 puhvris).

Saadud tulemusi anallusiti programmiga Flowing\garfe 2.5.1.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Testtlvi ja teststisteemi pdhimdte

Minu t66 esmaseks eesmargiks oli meie laboris Heise koostatud testsiisteemi
lac-Isc iseloomustamine ja anallilisimine ning sald P. putidas mutatsioonisagedust
mojutavate geenide tuvastamine. Testtiveks on sahteiti llvese konstrueeritud tuvi
PaWlacllsc, kus. putidakromosoomis olevasse ged?PP3969on minitransposooni (St
kooseisus viidud geenikassea®;.promootori repressdacl, P, promootor,Shine-Dalgarno
jarjestus (SD), levaansukraasi gése8ja f-galaktosidaasi gedacZ (Joonis 5). Testslisteem
pohineb sellel, et tavatingimustes on PaWlacllseesiilevaansukraasi jg-galaktosidaasi
siintees maha surutud, skesti geen kodeerib repressorit, mis parsifa promootoriltlacZ ja
Isc3 geenide transkriptsiooni. Seega, kacl geen muteerub ja inaktiveerub, on vdimalik
selektiivsootmel detekteeridacZ ja Isc3 geenide avaldumist — vastavalt sahharoosi lisdmise
sdotmesse on naha levaani tootmist (kolooniadrmaded) ja X-gal-i lisamisel on naha sinise
varvuse teket. Lahtuti pohim®ottest, et kui tiveskatse kaigus mutatsioonisagedus téusnud,
inaktiveerublacl geen suurema téenaosusega ning koloonia pinnabiomalik nédha levaani
tootvate mutantide jarglaskonda (papille), mis @nvunud siniseks (Joonis 6).

Piac
k

lacl ® -m Isc3 lacZ

P. putida kromosoom

Joonis 5.Testtive PaWlacllskromosoomi viidud geenikassett. Punane tarn viitaliatsioonilelacl geenis,
mille tekkimisel repressor Lacl inaktiveerub ja.promootorist allavoolu jadvad geenid saavad aviduacl
vahendatud transkriptsiooni repressiooni kadumiSivad pohjustada ka mutatsioonid Lacl seondumiseks
vajalikus operaatoralas.

Joonis 6. Lacl inaktiveerumisel koloonia pinnale tekkinud piigh Transposooni insertsiooniga testiive
kolooniad on pildistatud LB 10% suc X-gal Sm Kmdidgl kasvades 6. paeval.
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2.3.2. Mutatsioonisagedust mojutavate geenide detekteerime

transposoonmutageneesi abil

Selleks, et leida suurenenud mutatsioonisagedusi@gesid, viidi testtiivega labi
transposoonmutagenees, kasutades minitransposauhi (Rm~). Transposoonmutantide
kolooniaid isoleeriti 10% sahharoosi sisaldaval taBdso6tmel, kuhu olid lisatud ka X-gal,
Km ja Sm ning jalgiti kuue paeva jooksul koloonigignal levaani tootmist ja siniste
papillide teket. Km lisamine st6tmele v@imaldas diak kasvama ainult transposooni
insertsiooni sisaldavatel bakteritel. Need baktddkniad, mille pinnale moodustus siniseid
papille, kilvati edasi LB Km ja LB Rif tassidelengi jalgiti kulvijoones 2—3 pé&eva jooksul
Rif tassidele Rif-resistentsete (Rifmutantide iimumist. Rif kolooniate teket vdimaldavad
spontaansed mutatsioonid RNA polimerafssubihiku geenisrpoB. Eeldati, et need
kolooniad, mille pinnale on tekkinud rohkem sintselevaansukraasi tootvaid papille,
sisaldavad transposooni insertsiooni geenis, millaktivatsioon suurendab bakterites
mutatsioonisagedust. Seega juhul Kkui transposoamdig on mutatsioonisagedus
suurenenud, peaks bakterite edasikilvamisel ilmken®if-i sisaldavale s66tmele arvukalt
kolooniaid. Transposoonmutantidel, mis labisid ttgmektsiooni — moodustasid koloonia
pinnale siniseid papille ja edasikilvamisel Rif sdéle nahti Rif-resistentseid mutante — tehti
ARB-PCR-i ja sekveneerimise abil kindlaks transpos@aiknemine kromosoomis.

Tabel 1Papillide tekkimine testtiive ja tema transposoommtide kolooniatele
Paev Transposoonmutantidel Testtilves ilma Tn5-ta

5. 1 papill 70 koloonia kohta 1 papill 300 kolooniahka
6. 1 papill 60 koloonia kohta 1 papill 200 koloonia kohta
7. 1 papill 60 koloonia kohta 1 papill 60 koloonia kah

Viidi 1abi viis séltumatut transposoonmutageneeaiskt, kus igas individuaalses
katses anallusiti kuni 15 000 transposoonmutargralfelselt transposoonmutageneesiga
plaaditi sama selektiivsootmega tassidele ka [ihtsasttiive rakke, mis ei sisaldanud
transposooni insertsioone, et ndha, kas sel jugkilb tkolooniatele vahem papille vorreldes
transposoonmutageneesi labinud kolooniatega. Sedrol&atse kinnitas teststisteemi
selektiivsust. Tabelist 1 on naha, et esimesel dvgdaon transposoonmutantide puhul
papillide teke kolooniatele margatavalt sagedasemi Westtive puhul, kus
transposoonmutageneesi ei olnud l&bi viidud. Alatesndast paevast hakkab erinevus

vahenema ja seitsmendaks paevaks on papillide delkeus testtive ja tema
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transposoonmutantide kolooniatele Uhtlustunud. &esigole alates seitsmendast péevast

enam vOimalik detekteerida geenide katkestustémtemat mutaatorfenotiitipi.

2.3.3. Transposoonmutageneesi abil tuvastatud mutatsiooragedust mdjutavad
geenid

Viie katse peale labis topeltselektsiooni 181 miitamille puhul tuvastati ka
minitransposooni asukoht kromosoomis. Tabelis 2néha, millistesse geenigruppidesse
paigutuvatesse geenidesse minitransposoon on sigkneKdige rohkem vdimaldas
testslisteem tuvastada erinevate transporterite ikgdlegstusi (16%) ning seejarel
replikatsiooni- ja reparatsiooniradade geenide dsttksi (9,9%). Uldiselt on naha, et antud
testsiisteemil pdhinev selektsioon toob vélja padgertsioone geenidesse, mille funktsioon
on seotud membraaniga (transporterite geenid, etkaiga -membraani slinteesi geenid ning

pinnavalkude, raku liikumise ja sekretsiooniga sdajeenid — kokku 27%).

Tabel 2. Transposoonmutantide jaotus geenigruppidesse.

: Mitu
Geenigrupp korda %
Transporterid 29 16,0
Replikatsioon ja reparatsioon 18 9,9
Aminohapete metabolism 14 7,7
Signaali Ulekanne 13 7,2
Transkriptsiooni regulatsioon 11 6,1
Rakuseina/membraani siintees 10 55
Pinnavalgud, raku likumine ja sekretsiog 10 5,5
Energia metabolism 9 5,0
Lipiidide metabolism 8 4,4
Translatsioon 7 3,9
Prott_a«_':lasid_ + posttrankriptsiooniline 6 33
modifikatsioon ’
Susiniku metabolism 5 2,8
Nukleotiidide metabolism 2 1,1
Geenide vaheala 4 2,2
Muu 8 4.4
Hupoteetilised valgud 27 14,9
Kokku 181 100

181 mutandi puhul leiti 12 geeni ja 4 operoni, ese minitransposoon sisenes
korduvalt. Korduvalt valja tulnud geenidest oli swasakaal varasemalt juba teada olevatel
DNA reparatsiooniradade geenidel: transposoon tesers 4 kordaivrA, 2 kordamutS 2

kordauvrC, 2 kordamutL-i ja 4 kordauvrD geeni ning lisaks Uhe korrautM-i geeni. Nende
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DNA reparatsioonil osalevate geenide puhul on teatlanende inaktiveerimine suurendab
mutatsioonisagedust (Saumaa jt. 2006; Saumaa(t,; Ztark jt. 2008; Oliver ja Mena 2010)
Selleks, et veel kord kontrollida, kas selekte@rittansposoonmutantidel on ikka
mutatsioonisagedus tdusnud, valiti 17 transposodeumtiy mille puhul méddeti spontaanset
Rif® mutatsioonisagedust kasvavates rakukultuuridemetid transposooni insertsioone
sisaldavad tlved said valja valitud, pannes roldenglele/operonidele, mis olid katses mitu
korda valja tulnud, ning geenigruppidele, mis diiiige rohkem valja tulnud. Joonisel 7 on
naidatud Rif-resistentsete mutantide keskmised aullyd elusraku kohta iga tiive puhul.
Geeni nimi/number joonise all naitab, millisessergeon antud tiives transposoon sisenenud.
Joonisel 7 kasutatud tliivedes katkestatud geenipdkis on esitatud tabelis 3. Joonisel 7 on
naha, et peaaegu kdigi tivede puhul o Rifutantide tekkesagedus statistiliselt oluliselt
suurem kui metsiktives. Erandiks on geenpte®P, PP3155 PP5298 katkestused, mille
puhul statistiliselt olulisi erinevusi ei ilmnenutisaks oli geeni PP0534 katkestuse puhul
dllatuslikult Rif® mutantide tekkesagedus statistiliselt oluliselt delam vérreldes
metsiktivega. Sellest hoolimata voib vaita, et ekahlac-Isc testsiisteemi abil vélja tulnud

geenikatkestuste korral on mutatsioonisagdtiysutidarakkudes kasvanud.
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Joonis 7.Spontaansete Rifmutatsioonide tekP. putidatransposoonmutantides ja metsiktiives Paw85 (va). Ig
tive puhul on esitatud 20-60 sdltumatu kultuurikkeised vaartused koos 95% usalduspiiridega. Sulyada

b téhistavad erinevat transpoosoonmutanti, kuicageeni oli transposoon sisenenud mitmel korratnTéve
kohal naitab, et antud tlive spontaansete mutatsieciekkesagedus on statistiliselt erinev metsigsiiv *
tahistab Student’i T-testi p-vaartust < 0,05, *higtab p-vaartust < 0,001.
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Tabel 3. Joonisel 7 vdrreldud transposoonmutantides katkestgeenide kirjeldus. Halli taustaga margitud
geenid kuuluvad samasse operoni.

Geeni L. Mitu insertsiooni .
Kirjeldus Geeniklass

nimi/nr geeni

ttg2B ABC tlupi transporteri 2X Transporterid
transmembraanne osa
PP0708 NAD-s6ltuv aldehiitdi 1x Energia metabolism
dehiidrogenaas

PP0709 Nukleosiidi transporter 1x Transporterid
PP1156 | Formaat/nitraat transporter 1x Transporterid

phoP Kahekomponentse sutseemi 1x Signaali tlekanne

vastuse regulaator

PP1405 Hupoteetiline valk 2X Hupoteetiline valk
PP1407 Sulfaadi transporter 1x Transporterid

mexT Transkrisptsiooni regulaato 1x Transkriptsioomgjuiatsioon
PP3155 Valismembraani raua 1x Pinnavalgud, raku liikumine ja

siderofoor sekretsioon

nhaB Na+/H+ antiporter 1x Transporterid

PP5298 Peptidaas C26 1x Proteaasid + posttrankriptsiooniling
modifikatsioon
PP5299 Glutamiini siintetaas 2X Aminohapete metabolism
PP5300 | LysR perekonna regulaator 1x Transkriptsiooni ratpithon
PP0409 | Signaali vastusovtu histidiinj 1x (lisaks 1x samasse Signaali Ulekanne
kinaas operoni ja 2x sellele
jargnevasse operoni
PP0534 | Kahekomponentse susteemi 1x Signaali tlekanne
vastuse regulaator nr

Kuna antud katsetes vorreldi transposoonmutantidéatsioonisagedusP. putida
metsiktiivega, tekkis kusimus, et kas mutatsioomidag testtiives PaWlacllsc on vorreldav
metsiktiive mutatsioonisagedusega. Selleks voriiffi mutantide tekkesagedust ka nende
kahe ttive puhul (Joonis 8). Saadud tulemuste p@fjblkinnitada, eP. putidametsiktive ja

antud t66s kasutatud testtiive mutatsioonisagecrissthe.
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Joonis 8.P. putidaPaw85 (wt) ja testtiive PaWlacllsc (lacllsc) sponsste Rif mutatsioonide tekke vérdlus.
Joonisel on toodud keskmised vaartused 95% usaiddspa.
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2.3.4. Ttg2 deletsioonitiivede spontaansete mutatsioonide teke

eksponentsiaalses faasis

Kontrollimaks, et testsisteemiga lac-Isc tuvastatgkenid ka reaalselt
mutatsioonisagedust mojutavad, konstrue&itputidametsiktiivest huvipakkuvate geenide
deletsioonimutandid. Kuna antud testsisteem tgav@hlju transportereid, otsustati esmalt
uurida Ttg2 transporterit, mille geetiig2B sisenes transposoon kahel sdltumatul korral.
Arvukalt testsisteemis valja tulnud transporteridvad viidata sellele, et ohtlike Uhendite
kuhjumisel suureneb rakkudes mutatsioonisagedusi jandjutavad transporterid kaudselt
mutatsiooniprotsesse. Ttg2 transporter on ABC-tudniltiresistentsuspump (MDR) (vt
peatikki 1.3.5), mis on www.pseudomonas.com andasbgWinsor jt. 2011) annoteeritud
orgaaniliste lahustite resistentsust tagavaks MDRilmks. ABC-transporteritel on olulised
nii ATP-d siduv domeen (Ttg2 transporteri puhul 2Ag kui ka transmembraanne domeen
(Ttg2 transporteri puhul Ttg2B). Seega ei tohikssingeenidest kummagi deleteerimisel
rakkudes funktsionaalset Ttg2 pumpa olla. Sellanevalt konstrueeriti ninttg2A kui
Attg2B tived.
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Joonis 9. Spontaansete Rifmutatsioonide tekkesaged®Bs putidametsiktiives Paws85 ja deletsioonitiivedes
Attg2A ja Attg2B. Joonisel on iga tiive kohta esitatud 105-48@umatu kultuuri keskmised vaartused koos
95% usalduspiiridega. * tahistab p-vaartust <0,05.

Vordlemaks spontaansete mutatsioonide teket métsktja deletsioonimutantides,
vérreldi Riff mutantide teketP. putidatiives Attg2B on spontaansete Rifmutatsioonide
tekkesagedus suurem k& putida metsiktiives, seevastttg2A tlives on spontaansete
mutatsioonide teke vorreldav metsiktivega (Joonig. 9Vorreldes omavahel
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transposoonmutantide (Joonis 7 tived ttg2B (apja ja deletsioonimutandi (Joonis 9 tlvi
Attg2B) Rif-resistentsuse teket, leiti, et statiséllt need oluliselt ei erine (Student t-testi
p-vaartused vastavalt 0,16 ja 0,26). Seega vOilayvé@t testsiisteemiga lac-Isc tuvastatud
geenittg2B deleteerimisel on spontaansete mutatsioonide hikeldav geeni katkestusega
tivedega. Samas pole see eksponentsiaalse falsdeakutatsioonisageduse tdus vaga suur,

kdigest ligi kahekordne.

2.3.5. Ttg2 deletsioonitivede ja topeltmutantide statsioaarse faasi mutagenees

Kirjanduses pole seni vaga palju valja toodud Sedoseutatsiooniprotsesside ja
transporterite vahel, kuigi iseenesest tundub lmsmgia, et mida ohtlikumate Uhenditega
keskkonnas bakterid kasvavad, seda olulisemaks uvadttransporterid, et rakkude seest
neid ohtlikke Ghendeid voimalikult palju taas vaheg. Samuti vdib eeldada, et mida kauem
rakud elavad statsionaarses faasis, seda rohkemakimdes elutegevuse korvalprodukte,
mida on tarvis valja viia, ja seda olulisemaks rowatl transporterid. Ka antud testsisteemi
rakendades toimus esmane selektsioon mitu paesale¢bhkasvanud kolooniate hulgast ja
seega VvOib testslsteem eelkdige vdalja tuua geeme, mijutavad mutatsioonisagedust
statsionaarses faasis, mitte eksponentsiaalsas.faas

Rodriguez-Beltran jt. iseloomustask. coli MATE perekonna transporterit DinF,
naidates oma katsetes, et DinF vdimaldab tivedetnpai taluda vesinikperoksiidi ja
vahendada rakkudesisest ROS-i taset, olles sel vamlik oksudatiivse stressi talumiseks
(Rodriguez-Beltran jt. 2012). Seega vOiks DinF négia ka mutatsioonisagedust ning seda
eelkdige statsionaarses faasis. Kuna meie uuriopsgron Riho Teras ja Annika Teppo
tegelenud E. coli DinF-i homoloogiga P. putidas, otsustati kaesoleva t66 raames
konstrueerida topeltmutantsed tuvedttg2AdinF ja Attg2BdinF, uurimaks nende
mutatsioonisagedust ja vordlemaks, kas kahe padelgslt mutatsiooniprotsesse mdojutava
pumba puudumisel dA. putidarakkudes nédha akumuleeruvaid efekte.

Antud tlvedega viidi labi katse, kus tlvesid né@fuiinsa susinikuallikana fenooli
sisaldaval s6o6tmel ja jalgiti fenooli lagundavateutamtide akumuleerumist nélgivas
bakteripopulatsioonis. Tekkinud Phekolooniate arv iseloomustab mutatsioonisagedust
statsionaarses faasis. 11. nalgimispéaeval loend@iigdkolooniate koguarv viitab sellele, et
P. putidametsiktiive puhul on statsionaarse faasi mutatsiteotekkesagedus vorreldav tives
Attg2A moddetuga, kuid koigil teistel antud katseswtatud tivedel on mutatsioonisagedus
suurem kui metsiktivel (Joonis 10). Samas AshnF ja Attg2B tived omavahel taiesti
vorreldavad ning vorreldavad ka topeltmutantide@@eega pole kahe pumba geenide
deleteerimisel margata mingit akumuleeruvat efdkiill aga on naha sarnane tendents nagu
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eksponentsiaalse faasis méddetud® Rifutantide tekkesageduse puhul, Kigy2B tiivel on

mutatsioonisagedus suurenenud niAtjg2A tivel on mutatsioonisagedus metsiktivega
vorreldav (Joonis 9 ja joonis 10). Kill aga on stataarses faasis mutatsioonisageduste
erinevus méargatavam kui kasvavates rakkudes méddeifi mutatsioonide puhulAttg2B

tivel tekkis Rif mutante 2,2 korda rohkem kuid Plrautante 11. paevaks 4,6 korda rohkem
kui metsiktivel. Seega mojutab Ttg2B olemasolu mswdanisagedust statsionaarses faasis
rohkem kui eksponentsiaalses faasis. Need tulemuséd kooskdlas sellega, et testsusteemi

esmane selektsioon leiab Ules kdrgenenud mutaithasemega mutante statsionaarses faasis.

+ [ ]

)5 Phe* kolooniate teke
3
k-] 20
Q
2o
4 .g anpue\\t
% X 15
2 afisttg)A
L C
2 2 amettg2B **
S3 10
2 q @ dinF **
RS
}’:’ 5 ttg2AdinF **
o ttg2BdinF **

0

2 3 4 5. 7 9 11
Pdevad

Joonis 1 Phé kolooniate akumuleerumine selektiivséotmele 11lvpgeoksulP. putidaalgses tives Paws5 ja
transporterite  Ttg2AB ning DinF geenide deletsioatantides. Omavahel vorreldud metsiktivi ja
deletsioonitiived on naidatud joonise paremas seld@anisel on iga tuve kohta esitatud 35-45 soltuma
kultuuri Phé mutantide arvude keskmised vaartused 95% usaliddsgia. X-teljel on toodud nalgimispaevad.
Statistiliselt on omavahel vérreldud deletsioonitde 11. paevaks fenooli sisaldavatele minimaalséiia
iimunud Phé kolooniate koguarve metsiktiive Phkolooniate koguarvuga. ** tahistab Studenti Ttiegs-
vaartust < 0,001.

2.3.6. DeletsioonitivedeAttg2A ja Attg2B iseloomustamine

P. putidaDOT-T1E kromosoomis on kindlaks tehtud kolm RND mpanmis aitavad
saavutada erinevate toksiliste orgaaniliste lahtesistentsust: TtgABC, TtgDEF ja TtgGHI
pumbad (Rojas jt. 2001). K&esolevas t60s konstitueenttg2A ja Attg2B tlvedes on
defektne ABC-transporter Ttg2, mis kannab kull aats»ooni jargi sarnast nime eelpool
nimetatud pumpadegé#td tahistab ingl koluene tolerance gengskuid ei oma teadaolevalt
nendega mingit sarnasust. Kuna seda konkreetsgigpoie varasemalt kirjeldatud, pustitati
antud t60 uheks eesmargiks kirjeldada ABC transpioritg2. Ttg2 transporteri operoni
esimesed kaks geeni on klassikalised ABC-transpoo®ad, vastavalt nukleotiidi siduv

domeen t{g2A) ja transmembraane domeentg?B). Samasse operoni kuuluvad ka
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transporteri periplasmaatiline komponent ja abiyalille funktsioon pole teada. Seega on
Ttg2 Upriski tavaparane ABC-transporter. Kull, &galub samasse operoni ka regulatoorne
anti-anti sigmafaktor, mis pole ABC-transporteetdddige tavaparasem. Pseudomonaadides
on see operon kullaltki konserveerunud, kuid koigksdes on infot selle operoni kohta vaid
annotatsiooni tasemel. Seega pole sugugi kindettg@ixle ja ttg2B-le jargnevad geenid

kuuluvad Ttg2 transporteri hulka.

2.3.6.1. Eksogeenseid DNA kahjustusi pfhjustavate kemikaaliel moju Ttg2 pumba
mutantidele

DNA-ga seonduvad kemikaalid vbivad rakkudes pohgstvaga erinevaid kahjustusi.
Kuna Ttg2 pumba transmembraanse komponendi dedeisikorral suurenelP. putida
rakkudes spontaansete mutatsioonide hulk, v6ik® ptomp osaleda méne DNA-d kahjustava
kemikaali transpordis. Selle vdimaluse kontrollieks vdrreldi metsiktive ja Ttg2
deletsioonmutantide taluvust erinevate kemikaalgléhtes, tilgutades bakterikultuuride
lahjendusi erinevate kemikaalidega tassidele (pika#se).

Antud t66s on valja toodu®. putida metsiktiive ja deletsioonitivede kemikaalide
talumise vOrdlus viie erineva kemikaali suhtes: amititsin C (MMC), 4-nitrokinoliin
N-oksiid (NQO), paraquaat dikloriid x-hiidraat (Rgrafenasiin-metosulfaat (PMS) ja fenool
(Phe). MMC on DNA-ga interkaleeruv Uhend, mis p&htglp DNA ahelate vahelisi
ristsidemeid, takistades sel viisil replikatsioorekombinatsiooni ja transkriptsiooni. NQO
pohjustab kaheahelalisi DNA katkeid, DNA struktuomuutusi ja oksudatiivseid kahjustusi.
Paraq ja PMS on mdlemad redoks-tsiklites osaleeatlaalid ja pdhjustavad oksldatiivset
stressi ning DNA katkeid. Fenool, nagu ka teisesimeatsed Uhendid, kahjustab rakkude
membraani, mis tagab rakkude kaitse véliskeskkdaktorite eest, Ghtlasi on membraani
stressist tulenevalt hairitud ka rakkude jagunemmeDNA replikatsioon ning suureneb
ROS-i hulk.

Joonis 11 on vorreldud erinevaid kemikaale sisatiElvsootmetel metsiktive ja
pumbamutantide kasvu. Jooniselt on naha, et MM&-NQO-I on uuritavatele tlvedele
samasugune efekt: tived, milles puudub Ttg2 puralpvad neid kemikaale kehvemini.
Seevastu paraquaadil ja fenoolil on just vastugidifekt — metsiktivi talub antud kemikaale
kehvemini kui mutandid. Paraquaat ja PMS on vordiersarnase struktuuri ja toimega
kemikaalid. Seega on lUllatav, et erinevalt paradishaei erine pumbamutantide PMS-i

taluvus metsiktive omast.
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NQO Paraq PMS

150 uM 5 ng/ml 250 uM
-3 -3

o 2%

t‘ ;

Joonis 11 Metsiktiive ja deletsioonitivede kemikaalide talssy vOrdlus. PaW tahistah putidametsiktive ja

ttg2A ja ttg2B vastavaid deletsioonitlivesid. Joenisaosas on kirjas, mis kemikaaliga ja kontsesisahiga
tassile on tived kilvatud. Kemikaale sisaldavatdetassidele vdi Phe puhul glc-tassidele on tiluda5 pl
Uledd kultuuri lahjendusest, mille lahjendusfaktor méargitud joonise kohale. Kdiki teisi tasse oliptatud
parast 24-tunnist inkubeerimist temperatuuril 30v&CPhe tasse, mida inkubeeriti temperatuuril 3A Y@Adal,
sest 8 mM fenool aeglustab oluliselt rakkude kasuet varem polnud tiivede vaheline erinevus algslt

eristatav.

2.3.6.2. Minimaalsete inhibeerivate kontsentratsioonide vortus metsiktives ning

Attg2A ja Attg2B tlivedes

Selleks, et kaudselt hinnata, mis kemikaale volkgigakkuv ABC-tllpi transporter
rakust valja pumbata, maarati erinevate antibiamtide minimaalsed inhibeerivad
kontsentratsioonid (MIC — ingl kninimal inhibitory concentration MIC naitab madalaimat
antibiootikumi v6i muu kemikaali kontsentratsioomille juures antud tlvi pole enam
vOimeline kasvama. Kui mdne MDR pumba puudumiselMi@ margatavalt vaiksem Kui
metsiktlves, voib arvata, et antud pump osalele satle transpordis rakust valja.

Kaesolevas t66s vorreldi erinevate antibiootikumiddkke kahjustavaid kemikaalide
ja metallide minimaalseid inhibeerivaid kontsergi@ne. MIC-ide vaartused on ara toodud
tabelis 4. Tabelist on ndha, et erinevate metapaleul on MIC-id metsiktivel ja mutantidel
vorreldavad. Seega ei osale Ttg2 pump tdendolmsetallide talumises. Sama on naha ka
paljude antibiootikumide puhul, naiteks kanamutsiitKm), gentamutsiini (Gm), Kolistiini
(Kolis) ja rifampitsiini (Rif) puhul. Kull aga on dnsudtlpenitsilliini (Bp), klooramfenikooli
(Cm) ja tetratsukliini (Tet) korral Ttg2 pumba pumisel MIC méargatavalt vahenenud, seega
osaleb Ttg2 pump kas otseselt valja pumbates wdddedt antud antibiootikumide talumises.
Huvitavad on ka tulemused polumiksiin B (PB) jeegtomutsiini (Sm) puhul, kugg2A
deletsiooni korral kaitub tivi vorreldavalt metsikega, kuiditg2B deletsiooniga tive kasvu
inhibeerib juba madalam antibiootikumi kontsenia.
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Kuna kemikaalide taluvuse tapikatsest tuli valjpA#g2A ja Attg2B ttved taluvad
paraquaati vorreldes metsiktiivega paremini (Joddds siis tunduvad antud MIC-i katse
tulemused paraquaadiga, kus mingeid erinevusi mudyl vastuolulised (Tabel 4). Samas
vOime kinnitada, et tardso6tmel nahtud efekt pél@mepdhine, sest tapikatse nii LB kui glc
CAA so6tmel andis sama tulemuse (andmeid poletedjtaSeega voisid MIC-i ja tapikatsete
erinevused olla pdhjustatud vedel- ja tahke st@nmevustest. Sama voiks kehtida ka NQO
ja Phe kohta, kus kemikaalide MIC-i vaartustel &ss vahet polnud, kuid tassil kasvatades

ilmnesid erinevused.

Tabel 4. Attg2A ja Attg2B mutantide MIC-ide vordlus metsiktiive MIC-dedgaktereid on kasvatatud M9 glc
CAA so6tmes va metallisoolade puhul, kus tivesisivitati LB st6tmes, et véltida soolade vélja sachiste
Tabelis on toodud iga kemikaali MIC-iey/ml kohta, vélja arvatud metallisooladel ja ferlpahille puhul on
vélja toodud mM kontsentratsioon. Kemikaalide pulkuls on néha erinevusi, on mddtmist teostatud malkte
kolmes sdltumatus katses.

Paw 500 80 10 12,5 15 10 2 6

Attg2A 250 25 2,5 4 12,5 15 10

Attg2B 250 25 2,5 6,25 15 10 2 6
Tel Paraqg NQO Phe ZnS0O, CuS0Oy MnCI CoCl,

Attg2A 20 10 4 10 5 6 8 2

Attg2B 20 10 4 10 5 6 8 2

2.3.6.3. Attg2A ja Attg2B tlvede generatsiooniaja maaramine

Eelnevad MIC tulemused viitavad sellele, et paragumdjutab vedelkultuuris
deletsioonitiivesid sarnaselt metsiktivele. SamasMd@-id moddetud 24 h moddudes
kultuurist, mis on oma maksimaalse tiheduse saaudtaSee aga ei tdhenda, et vaiksema
rakutineduse juures paraquaadil efekt puuduks.68aedtsustati maadratattg2A ja Attg2B
mutantide ning metsiktive kasvukdverad ja vOrreldeede generatsiooniaegu glc CAA
sO0tmes nii paraquaadiga kui ilma.

Joonisel 12 esitatud kasvukdverast on nadha, etlsedgstub kaks gruppi. Tilved,
mille s66tmesse pole lisatud paraquaati, saavutareadl varem oma maksimaalse optilise
tiheduse kui tived, mille s66tmesse on lisatud quaaati. Seevastu pole samal sddtmel
kasvanud metsiktive ja deletsioonimutantide vaheheeusi n&ha. Eksponentsiaalsest
kasvufaasist arvutati ka antud tiivede minimaalmeegdsiooniaeg, mis on ara toodud tabelis

5. Generatsiooniaja vaartustest on samuti ndhpamtquaadi lisamisel s66tmesse ei erine
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deletsioonitliivede kasvukiirus oluliselt metsiktiommast. Seega taluvad Ttg2 pumba suhtes

defektsed tlived paremini paraquaati vaid tardsddtasvades.

Kasvukover

5 —\Wt

4 : o I e ——ttg2A
§ 3 _'&“M_ —ttg2B
a
o 2 wt+5

1 ttg2A+5

= i ttg2B+5
0~ 8
©NoOMmMONANM®RTOONNMO N AN N ®
Aeg (h)

Joonis 12. Attg2A ja Attg2B tlvede kasvukdverate vdrdlus metsiktive kk8veraga glc CAA sddtmes
paraquaadiga ja ilma. ,+ 5 tivede taga tahistalesid, mis kasvasid glc CAA sddtmes, kuhu oli lisht
paraquaati Idppkontsentratsioonigad@ml. Iga tiive puhul on esitatud vahemalt 8 séltunkaltuuri keskmised
optilised tihedused koos 95% usalduspiiridega.

Tabel 5. TlvedeAttg2A, Attg2B ja metsiktiive (wt) generatsiooniajad (mireg); kasvades glc CAA sddtmes.
Attg2A Attg2B wt +5 pg/ml  Attg2A+5 Attg2B+5

paraqg pg/ml parag pg/ml parag

Generatsiooniaeg| 54,17 55,83 60,11 66,01 66,42 71,77
(+/- 316) (+/-418) (+/-214) (+/-219) (+/-3|5) (+/-219)

2.3.6.4. Attg2B ja metsiktiive membraanivalkude vordlus

Kuna transporterid on membraaniseoselised valgnd auritava Ttg2 pumba puhul
on oluline eelkdige Ttg2B, mis paikneb sisemembsgarsiis pulstitati hipotees, et
deletsioonitlived taluvad paraquaati (ja ka fenoségtottu paremini, et nende puudumise
arvelt saab mdni muu transporter membraanis arvakasineda. Selle hipoteesi testimiseks
eraldati nii vedels66tmel kui tards6otmel kasvamakkude sise- ja valismembraanittg2B
tivel ja metsiktivel nii paraquaadiga kui ilma kaswd rakkudel ning anallusiti
SDS-poluakritlamiidgeelis membraanide valgumustreid

Véalismembraanis olid detekteeritavad minimaalseéhesused. Nii vedel- kui
tardkultuuri rakkude véalismembraanist kadus paraduésamisel Uks visualiseeritav valk,
kuid erinevusi metsiktiive ja mutandi vahel polnaddmeid pole esitatud). Seega ei saa selle
valismembraani valgu puudumine seletada mutandtégipe. Samas, kuna Ttg2B ise on
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sisemembraani valk ja ABC-tuupi transporterid vaksnbraani ei ulatu, pole see vaga ullatav

tulemus.
PawW Attg2B
tard vedel tard vedel
Paraq| - + | - + |- + ’ -+ kDa
mECMEETE
R B e 130
= W . \a
: : —55
. [ — 43
 — | ‘
- — 34
g 26
=
o

- 10

Joonis 13.P. putidativede Paws85 ja\ttg2B sisemembraani valkude vordlus. ,Tard“ taHistardsootmel
kasvanud rakkude ja ,vedel* vedelkultuuri rakkudalgupreparaate. Mdlemal juhul oli s66tmeks glc CAA
s6ode. ,+" ja ,-“ mark raja kohal tAhendavad vastaparaquaadiga sé6tmel (I6ppkontsentratsiopuy/ml) ja
paraquaadita sOdtmel kasvanud rakke. Paremal semmadéahistatud valgumarkeri (9. rajal) suurused
kilodaltonites. Nool kolmandal rajal tdhistab kahtas visuaalselt puudub valk, mis teistel radaeblemas.
Tahkel s66tmel kasvanud rakkude sisemembraani datkgpolnud mingit erinevust
naha, seevastu oli erinevus vedelkultuuri rakkudalgumustris (Joonis 13). Uks
visualiseeritav valk, mis mutandis esines mdélemstgimustel, puudus metsiktivest, kui
rakke kasvatati paraquaadivabas keskkonnas (nook&gatud joonisel 13). Antud tulemus
on taaskord vastuoluline varasematega, sest aitisgnused, kus paraquaadil kasvades
erinevusi on naha, on tardsddtmel, valgumustriestised on aga vedelsdotmes. Kill aga on
sellest katsest néha, et tavatingimustes vedelkugterinevad. putidametsiktive ja Ttg2B

deletsioonitlive sisemembraani valgumustrid.

2.3.6.5. Attg2A ja Attg2B tuvede vordlus metsiktiivega labivoolutsutomees

Membraani terviklikkuse hindamiseks tksikraku taskamaltitsiti SYTO9 ja Pl-ga
varvitud rakkude populatsioone labivoolutsitomeetriMOlemad fluorestseerivad varvid
seonduvad DNA-ga, kuid SYTO9 siseneb koikidess&kudésse ja Pl vaid suurenenud
membraani labilaskvusega rakkudesse. Seega on hoimende kahe varvi fluorestsentsi
hulka vorreldes detekteerida rakkude membraaniche\et permeaablust. Vorreldittg2A,
Attg2B ja PaWws85s tuvede rakke, mida oli kasvatatud @AA tards6otmel, kuhu oli lisatud
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kas paraquaati voi fenooli. Surnud rakkude popudatsoli enamasti olematu, seega seda osa
populatsioonist ei margitud. Ulejaanud rakud jagaiija rakupopulatsiooni, kus R-1, R-2 ja
R-3 tahistavad terve membraaniga rakke ja R-4dékila membraaniga rakke (Joonis 14). R-
1, R-2 ja R-3 populatsioon erinevad Uksteisest udkkDNA hulga poolest, ehk vastavalt
esindavad terve membraaniga rakupopulatsiooneesniin erinev kogus DNA-d (R-1

populatsioonis on tiks kromosoomi koopia jne).

g Syto + PI_Tube_003.fcg
E 100% —
T
1
80% —
g CIR-3
§ [OR-2
< ] 40% -
D % BR-1
20% -
0% -
ey —— —— v glcCAA
2-488-530/30-A 1a000

Joonis 14.Rakupopulatsioonide eristamine labivoolutsitomgatriVasakul joonisel on toodud tihe metsiktive
rakkude proovi andmed ~10 000 tksikraku kohta i@biwtsuitomeetris ja paremal joonisel 3 individuadtatse
keskmised vaartused. R-1, R-2 ja R-3 thistavathvak Uhe, kahe ja rohkemate kromosoomikoopiategeste
membraanidega rakupopulatsioone ja R-4 tdhistabatdva membraaniga rakupopulatsiooni. Vasakpoolse
joonise x-teljel on tahistatud SYTO9 fluorestsgatg-teljel propiidium jodiidi fluorestsents.

Samamoodi nagu joonisel 14 on metsiktiive puhulnéefitud rakupopulatsioonid,
defineeriti need ka teistel tivedel ja teistel iimgstel kasvatades. Vorreldes erinevaid
rakupopulatsioone, on ndha, et R-1 ja R-2 popwlatéde osakaalud ei erine tivede vahel
statistiliselt oluliselt (Joonis 15). Kdige suuresmnevus on néhattg2B tuvel, mille R-4
populatsioonid on koigil erinevatel tingimustel matavalt suuremad kui teistel tlvedel,
seevastu\tt2A tive R-4 populatsioonid on vorreldavad metdieiga (Joonis 15). Seega vdib
Attg2B tlve puhul mutatsioonisageduse tbus olla ysihjud mitte funktsionaalse Ttg2
pumba puudumisest, (sest see puudulitig?A tives, kus mutatsioonisagedus pole tdusnud)

vaid hoopis muutustest membraani terviklikkuses.
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Lisaks on margata, et erinevate kemikaalide lisamigaheneb metsiktives jgtg2B
tuves R-3 populatsiooni osakaal. Seda tendentsi @agh margatattg2A tuve puhul (Joonis

15).
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glcCAA parag 5 ug/ml |3 mM phe paraqg 5 pg/ml

Joonis 15.Ttg2A ja Ttg2B mdju membraanide permeaabluseldja\Gin toodud k8igi nelja rakupopulatsiooni 3
katse keskmised vaartused koos 95% usalduspiiridegavatel tingimustel kasvatamisel. wt tahistatputida
metsiktlve, 2A ja 2B vastavalittg2A ja Attg2B tiivesid. Y-teljel on tahistatud rakupopuletsii osahulka %-
des, R-1, R-2. R-3 ja R-4 populatsioonid kokku meidvad 100%.
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2.4. Arutelu

2.4.1. Mutatsioonisagedust mdjutavaid geene tuvastav teststeem lac-Isc

Erinevate molekulaarsete mehhanismide uurimisek€Eomroli kill enimkasutatav
mudelorganism, kuid samas on ta mitmes modttes kkahdkter. Erandlikud on ka osad
E. coli reparatsiooniradade enstimid ja DNA polimeraaKidigaar 2010). Seetdttu on
Uldistes mutatsiooniprotsessides osalevate vokgustbistmiseks darmiselt oluline uurida ka
teisi baktereid.P. putida on metaboolselt vaga mitmekilgne bakter, olles sdmgvitav
mudelorganismP. putidakuulub suurde ja mitmekesisesse perekonda Pseucdalacsae,
mille erinevad liigid vbivad koloniseerida muldairhi, veekeskkondi, loomi ja olla ka
inimesele patogeensed.

P. putidds mutatsiooniprotsesside uurimise peamiseks peohiles on mutatsioonide
detekteerimisvimaluste vahesus. NaguBEkecolis, saab juhuslikke mutatsioorfe putida
tivedes anallilsida Rif-resistentsuse tekke alasiéljuhuslikud mutatsioonidpoB geenis
voimaldavad tivedel Rif-i sisaldaval sootmel Ulessvada (Jatsenko jt. 2010). Samas
E. colis vaga sagedaselt kasutatav Lacutantide tekkel baseeruv testsisteem (Cairns ja
Foster 1991) pold. putidas kasutatav, sed®. putidapole vGimeline laktoosi lagundama.
Varasemalt on meie labori®. putida jaoks konstrueeritud fenooli lagundamisvéime
tekkimisel p6hinevaid testsiisteeme (Kasak jt. 18aUmaa jt. 2002; Tegova jt. 2004; Juurik
jt. 2012), mis vOéimaldavad kill erinevate tluvedetamsioonisagedusi omavahel vorrelda,
kuid millest ei ole abi, kui tahta isoleerida unsiitatsioonisagedust méjutavaid geene. Seega
on antud tods kirjeldatu@. putidaPaWlacllsc tlvel pdhinev testsisteem uudne, keea s
suudab tuvastada mutatsioonisageduse suureneasst.igutidalksikkoloonias eraldi.

E. colis on ka varem dnnestunud konstrueerida testsusteers voimaldavad suuri
ulegenoomseid analtitise, kuid enamus neist baseedakéoosi lagundamisel. Nagu ka
eelpool mainitud, pole neid testslisteeme kahjukmaitk rakendadaP. putidds. Esmane
spontaansete mutatsioonide tuvastamise viis laklaggndamise abil sarnaneb ka kaesolevas
t60s kasutatud Phekolooniate akumuleerumise katsele, kEs coli tives FC40 on
raaminihkegalacZ geen, ning laktoosil kasvavad Ules vaid bakteridlesron toimunud
raaminihke mutatsioon (Cairns ja Foster 1991).eStelststisteemi edasiarendusi on mitmeid,
tihti p6hinevad need sellel, et koloonia taissuaksskasvamiseks on vaja rakkudel mitmeid
mutatsioone, nditeks lisaks mutatsiooni#EZ geenis on vaja kaotada ka auksotroofsus
metioniini suhtes (Miller jt. 1999) vdi s66tmel 8lekasvamiseks vajavad rakud kindla

antibiootikumi suhtes resistentsuse teket (Al Mantur2012). Kirjeldamaks tlegenoomselt
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mutatsioonisagedust mdojutavaid geene, on ka nerelgsisteemidega viidud labi
transposoonmutagenees ja analtusitud papillidet téksikkolooniatel (Miller jt. 1999;
Gibson jt. 2010; Al Mamun jt. 2012). Kasutades nefthevaid papillide tekke teststisteeme
on olnud voimalikE. colis tuvastada palju uusi mutatsioonide taset mopithygeene ja
mutatsiooniprotsessides osalevaid vorgustikke. &emy alust arvata, et kaesolevas t60s
kirjeldatud teststisteem vOib anda meie edaspidigék&s vajalikke uurimissuundasid
pseudomonaadides.

Varasemalt on peamiselt uuritud mutatsioonisagedo@jutavaid tegureid seoses
mone DNA reparatsioonirajaga vOi statsionaarsei faagageneesis osalevate globaalsete
regulaatoritega (nt LexA ja RpoS). Kuid on alustada, et nendega seotud geenid pole
ainsad, mis mdjutavad mutatsioonisagedust rakkukkessolevas t60s kirjeldatud teststisteem
vOimaldab detekteerida mutatsioonisagedust mojidayeene ja seeldbi ehk avastada ka uusi
radasid, mis osalevad mutatsiooniprotsessides jadenereguleerimises. Kuigi selliste
transposoonmutageneesil baseeruvate testsUstepntidé peab olema ettevaatlik, et mitte
plulda taustamira, vaid selekteerida valja tegeliknltatsioonisagedust suurendavad
geenikatkestused (Tabel 1), on siiski alust arvah,see testslisteem lac-Isc toimib
selektiivselt. Sellele viitavad nii katsed transpmsmutantidega kui deletsioonitlivega.
Soelale jaanud mutantidest valikuliselt 17-ga |aldud katsetes vaid neljal polnud
mutatsioonisagedus vorreldes metsiktivega stadtil oluliselt suurenenud (Joonis 7).
Samuti on spontaansete mutatsioonide hulk tdusnwahspgosoonmutageneesi abil
identifitseeritud geenittg2B deletsioonitiivel, seda nii eksponentsiaalses ($o@)i kui
statsionaarses faasis (Joonis 10).

Samas tuleb mutatsioonisagedust mojutavaid gesigestsaadud geenikatkestustesse
siiski kriitiliselt suhtuda, sest kuigi ilma trarsgnoni insertsioonita testtlives tekib esimestel
paevadel Ule kuue korra vahem siniseid papille ygibyaid mutatsioone, siis neid siiski tekib
(Tabel 1). Seega peab arvestama, et lisaks péanmsatatsioonisagedust mdojutavatele
geenidele vdib mdnedel juhtudel detekteerida lihtsé taustamira. Seetdttu on aarmiselt
oluline, lisaks esmasele papillide otsimisele ldla ka teine selektsioon Rif-i sisaldaval
s6o6tmel.

Lisaks sellele peab ka tbédema, et kuigi kaesolet@s konstrueerituditg2B
deletsioonitlvi kaitub vdrreldavalt katkestustuvgale(Joonis 7 ja joonis 9), siis vdivad
transposoonmutantidel olla lisaks ka polaarsed tiefek Antud t66s labiviidud
transposoonmutageneesis kasutati minitransposa@irille Km® geeni jarel ei paiknenud

terminaatorit (Martinez-Garcia jt. 2011) ning kuném® geen on transkribeeritav
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konstitutiivselt promootorilt, véib moénel juhul traposoon véimendada geenikatkestusele
jargnevate geenide transkriptsioonitaset ja mutaitssageduse suurenemine vOib olla
tingitud hoopis taolisest polaarsest efektist.

Sellest kdigest hoolimata on kaesoleva t66 kaigumestunud Kkirjeldada ja
iseloomustada testsisteemi lac-Isc, mis vdimaldabekteerida mutatsiooniprotsessides
osalevaid geene. Seetbttu vOib antud testsustelreddspidises t00s vaga vajalik todriist,
vOimaldades tuvastada ja suvitsi uurida uusi ststeenille osalusest mutatsiooniprotsessides

pole seni veel teada.

2.4.2. Testsusteemi abil detekteeritud geenid

K&esolev teststisteem on vOimaldanud kindlaks teiga Maia spektri geene, mis
potentsiaalselt mojutavad mutatsioonisagedust (T&pe Kuigi E. colis on varasemalt
statsionaarse faasi mutageneesiga seostatud ezlpdigriteistkimnest geenist koosnevat
vorgustikku, siis hiljutiste tulemuste pohjal tumdstatsionaarse faasi mutageenes olevat
sOltuv vahemalt 93-st geenist koosnevast vorgustikél Mamun jt. 2012). Antud tulemus
viitab sellele, et tegelikult sdltuvad mutatsioaoigessid hoopis rohkematest geenidest kui
varem arvati. See julgustab ka kaesolevas to6sa vélinud arvukaid varasemalt
mutatsiooniprotsessidega mitte seostatud geenalpgdmalt uurima.

Lisaks annab teststisteemi selektiivsusele kindtasfakt, et ligi 10% juhtudest oli
transposoon inserteerunud juba varasem teada edéseatDNA reparatsiooniga seotud
geenidesse (Tabel 2). Nende 10% hulgas oli mitnggdne, kuhu transposoon sisenes
korduvalt ja mille puudumisel on naidatud mutaanodtidbi ilmnemist niP. putidds kui
E colis (Saumaa jt. 2006; Saumaa jt. 2007; Oliver ja 12010).

Kuna lac-Isc testsisteemil baseeruv esmane selektsoimus mitu paeva nalginud
rakkude hulgast, on alust arvata, et kdesolevaiust&®emi abil leiab eelistatult geene, mis
mojutavad mutatsioonitaset statsionaarses faassla Shupoteesi kinnitab ka see, et
teststisteemis vdlja tulnud ge#&tg2B katkestuse korral oli mutatsioonisagedus statsiseaa
faasis suurenenud peaaegu viis korda (Joonis 8yastl eksponentsiaalses faasis vaid 2
korda (Joonis 10).

2.4.3. Testsusteemi abil isoleeritud transporterite geenid

Anallusides lac-Isc testslisteemi sisaldBvagputidatiive transposoonmutageneesist
sOelale jaanud geene, torkas silma, et ebapropoaasiselt palju (ligi Uks kolmandik) toimus
transposooni insertsioone transporterite geenidgsgeistesse membraani funktsioonidega
seotud geenidesse (Tabel P). putidaKT2440-i genoomis on leitud ~350 sisemembraani
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transporterit, mida on 15% rohkem k. aeruginosa (Nelson jt. 2002). Nii suur
transporterite anP. putidagenoomis on ks pohjusest, miRs putidaon metaboolselt nii
mitmekesine.

Varem pole eriti leitud seoseid mutatsiooniprotEEsga membraansete transporterite
vahel. Samas on teada, et paljud pumbad osalevsalakivset stressi pohjustavate Uhendite,
DNA-d kahjustavate kemikaalide ja teiste rakkudeddjulike Uhendite valja pumpamises
ning seetdttu tundub loogiline, et mida ohtlikumiesskkonnas bakterid kasvavad, seda
olulisemaks muutuvad pumbad, hoidmaks mutatsiootadet endisena. Gram-negatiivsetel
bakeritel on naidatud, et naiteks orgaaniliste exatide rikkas keskkonnas kasvamiseks ja
sellest tuleneva osmootse stressiga toime tulemisiglg ka antibiootikumide ja okstdatiivse
stressi korral on transporterid eriti olulised, maldades bakteritel kiirelt kohaneda keeruliste
keskkonnatingimustega (Ramos jt. 2001). Pumpadésotusele stressitingimustes viitas
fakt, et ABC transporteri Ttg2 transmembraanse waggudumisel on mutatsioonisagedus
nalja tingimustes tbusnud (Joonis 10 ). See voilakworda viidata sellele, et Ttg2 pump
transpordib rakust ohtlikke aineid vélja.

Paljud MDR pumbad, mis tagavad bakterite resistests erinevatele
antibiootikumidele ja toksilistele Ghenditele, @al spetsiifikaga ja suudavad seelabi Uksteist
kompenseerida. Naiteks oR. putida DOT-T1E genoomis 3 RND perekonna pumpa:
TtgABC, TtgDEF ja TtgGHI, mis kdik koos tagavad istsntsuse tolueenile ja erinevatele
orgaanilistele solventidele (Rojas jt. 2001). Lisa vahemalt 4 erinevat RND pumpa, mis
viivad rakust véalja redokstsuklites osalevaid kemailke (Godoy jt. 2010). Seet6ttu vdivad ka
transporterite seosed mutatsiooniprotsessidegeedaalles mitme pumba puudumisel ning
see vOib olla ka Uheks pdhjuseks, miks nende seosdtsioonisagedusega pole vaga lintne
uurida.

Kompenseerimise hupoteesi kinnituseks uuriti kdess t6os ka topeltmutantseid
tivesid. Lisaks testslisteemis vdalja tulnud Ttg2 Ipangeenidele deleteeri. putida
kromosoomist ka MATE perekonna transporteri ge#inF. DinF on (ks vé&heseid
transportereid, mille puhuE. coliss on naidatud transporteri vdimet kaitsta DNA-d
okslidatiivse stressi eest MutT puudumisel. Seegié \BnF olla kaudselt seotud
mutatsiooniprotsessidega (Rodriguez-Beltran jt.20Lisaks kuulub DinFE. colis ka SOS
geenide hulka (Courcelle jt. 2001). Seda enam sdbikF-i ja Ttg2 pumpa koos uurida, kuna
kaesolevas t66s naidati, et ka Ttg2 pump on eedkdigline just statsionaarses faasis. Samuti
on ka Ttg2 transporteril seoseid oksudatiivse sigesning seega voiksid need kaks pumpa

taita sarnaseid rolle. Tulemustest on aga ndhaerede kahe sisteemi geenide deleteerimisel
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mingeid akumuleeruvaid efekte pole (Joonis 10), witab sellele, et need kaks konkreetset
pumpa teineteist statsionaarse faasi mutageneesl ki komplementeeri. Kill aga saab

nende tulemuste pohjal jareldada, et DinF-i vdiZBgpuudumine mdojutab spontaansete
mutatsioonide teket statsionaarses faasis (Jod))isSeega saime kinnitust hipoteesile, et
pumbad vdivad mdjutada mutatsioonisagedust eelksigisionaarses faasis, kus jaakainete

kogunemine bakterisse vOib olla oluliseks mutatsisagedust mojutavaks teguriks.

2.4.4. ABC transporter Ttg2

Kaesolevas t60s iseloomustati varem kirjeldamatagauTtg2. Kui ABC transporteri
Ttg2 suhtes defektsete tlivedega viidi labi erineviaemikaalide taluvuse katsed tahkel
sootmel, siis enamus kemikaale, mis mdjutasid tévkdsvu, olid seotud vahemal voi
rohkemal maaral oksudatiivse stressiga (Joonis Xi)l aga olid need tulemused
vastuolulised: pumbamutandid kasvasid mdne oksudati stressi pdhjustava kemikaali
juures paremini kui metsiktivi ja méne juures kehire. Kui mutatsioonisageduse katsetest
oli selgelt naha, et pumba erinevate komponentidenigle deleteerimisel esineb erinev
fenotlup, siis kdigil kemikaalidel kasvades olitig2A ja Attg2B tived vorreldavad. Sellest
vOib jareldada, et nende kemikaalide erinev talusligingitud funktsionaalse Ttg2 pumba
olemasolust voi puudumisest.

Tulemused, kus kemikaalide lisamisel kasvavad pumitandid kehvemini, on
lihtsamini seletatavad. Kdige lihntsam seletus gleksTtg2 pump osaleb NQO ja MMC vélja
pumpamises (Joonis 11), samas vOib efekt olla kadem. Sarnaseid jareldusi vdib teha ka
MIC katsete tulemuste kohta. Nendel juhtudel, kasb&otikumi minimaalne inhibeeriv
kontsentratsioon oli pumbamutantidel vaiksem, vokig2 pump osaleda nende
antibiootikumide valjapumpamises, suurendades geelieende suhtes taluvust. Nii viitab
k&esolev to6 sellele, et Ttg2 transporter voibexdalBp, Cm ja Tet vélja pumpamises (Tabel
4). Seevastu on paraquaadi ja fenooli taluvuskatiesémuste interpreteerimine keerulisem.
P. putidds on leitud vahemalt 4 pumpa, mis osalevad paradjualjapumpamises (Godoy jt.
2010). Sellest lahtuvalt tekkis hupotees, et ehKig2 pumba puudumise arvelt membraanis
monda teist transporterit, mis aitab paraquaatustkalja transportida, rohkem. Erinevatel
tingimusel kasvatatud rakkude membraanivalkudedasgld (Joonis 13) aga seda hlpoteesi ei
Kinnita. Samuti pole vedelkultuuri ja tassil kaswdnrakkude valgumustris visuaalselt
margatavaid erinevusi. Seevastu paraquaadist iddneasvuerinevused metsiktive ja Ttg2
deletantide vahel ilmnevad just tards66tmel (Joddisja mitte vedelkultuuris (Joonis 12).
Seega on alust arvata, et need tivede kasvueregevassil, aga mitte vedelkultuuris tulevad
fusioloogilise seisundi erinevusest, mitte tranggie ekspresioonimustri muutustest.
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Tdendaoliselt iimneb efekt toitainete, hapniku jeste eluks vajalike Ghendite kattesaadavuse
erinevusest tahkel ja vedels6otmel. Samas ei shstael, et osasid membraanivalkude
ekpressioonimustri muutusi ei suudetud visuaatlaelistada.

Seda, et mingi pumba puudumisel suudavad baktesabsid kemikaale paremini
taluda, on naidatud Ka. putidds pohjalikult uuritud TtgABC pumba puhul, kiigB ja ttgC
puudumisel suutsid rakud fenooli paremini taludatiifs jt. 2010). Oma t60s pakkusid
Putrin$ jt. valja, et TtgABC pumba negatiivne efédmooli tolerantsusele voib olla seotud
rakujagunemise kontrollpunktidega. Nimelt oli fefibdkasvanud ttgC deletsioonittivel
rakupopulatsiooni struktuur vorreldes metsiktivegautunud, fenooliga tassidelt analtusitud
populatsioonides oli rohkem mitme kromosoomi kogpisakke (Putrins jt. 2010). K&esoleva
t60 kontekstis ei saa paraquaadi ega fenooli tolsuge negatiivne efekt sellest tulla. Siin on
naha, et pigem vahenety2B deletsiooni korral mitme kromosoomi koopiaga rakdumilk
(kdesolevas t00s defineeritud kui R-3 populatsiommnis 15) ja seega on see efekt
vastupidine Putrinsi jt. t66s ttgC mutandiga saatlddmustele. Seega nduab transporterite
negatiivne efekt osade kemikaalide tolerantsused¢ edasist uurimist.

Labivoolutsitomeetria tulemustest on veel nahattgRA ja Attg2B tlved kaituvad
erinevalt (Joonis 15). Sarnaselt tulemustele, naigds mutatsioonisageduste vordlemisest
(Joonis 9 ja joonis 10), on ka labivoolutsitomeatdmeid analltsides metsiktlviAHg2A
tuvi vorreldavad jaAttg2B tlvi kaitub erinevalt. Selgesti on néha, Atg2B tuvel on
rakupopulatsioonis protsentuaalselt palju rohkenbilddkva membraaniga rakke Kkui
metsiktivel ja Attg2A tlvel (antud t66s defineeritud R-4, joonis ).15Lahtudes
labivoolutsitomeetri tulemustest ja erinevate ti@vetutatsioonisagedustest, pakun valja, et
Ttg2 puhul ei pruugi mutatsioonisageduse suurenentuieneda funktsionaalse pumba
puudumisest vaid membraani terviklikkust mojutasatgrotsessidesnttg2B tivel puudub
transmembraanne valk Ttg2B ning selle tive memlbrdd@bilaskvus on maéargatavalt
suurenenud ning samuti on suurenenud ka mutatsiagedus. Ttg2A, mis paikneb
sisemembraani tsitoplasmaatilisel poolel ning lei thembraani, puudumisel ei suurene R-4
populatsioon ega ka mutatsioonisagedus rakkude®laés metsiktivega. Voimalik, et ka
DinF-i geeni deleteerimisest pdhjustatud efekt nsimanisagedusele tuleneb hoopiski selle
mdjust membraani terviklikkusele. Samas saab kéeasltdds saadud tulemuste pdhjal teha
kindlaid jareldusi siiski vaid Ttg2 pumba kohta gineed tulemused ei vélista seda, et teised
lac-Isc testslisteemi abil detekteeritud transpitetegeenid mojutavad mutatsioonisagedust

oma funktsionaalsuse alusel.
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Kokkuvote

Moistmaks patogeensete bakterite vGimet kolonidaeteisi organisme, saavutada
antibiootikumide resistentsust vdi lihtsalt moiskwaakterite voimet kohaneda eluga vaga
erinevates 0Okoloogilistes nisSides, on aarmisellir®@d mdista erinevaid molekulaarseid
mehhanisme, mis pohjustavad nende kiiret evoluegnmist. Tihti véimaldavad erinevate
elukeskkondadega kohaneda arvukad mutatsioonidje mililemusena selekteeruvad
populatsioonist vélja antud keskkonnas kohaseinaathivdid. Rasketes keskkonnaoludes ja
stressitingimustes kasvavad bakterid aeglasemailtsenevad statsionaarsesse faasi. Kuigi
statsionaarse faasi rakkudes on DNA replikatsitase oluliselt langenud, tekib neis endiselt
mutatsioone, mis vdiksid olla stimuleeritud strésgimustest. Kuna enamasti kasvavadki
bakterid tingimustes, kus uht vdi teist eluks v@glal ihendit napib, annab statsionaarse faasi
mutageneesi uurimine meile rohkem infot looduslikeingimustes valitsevate
mutatsiooniprotsesside kohta ja thtlasi ka erirekaskkondadega kohanemise kohta.

Mutatsiooniprotsesse on bakterites uuritud jubatakéisnneid, aga enamasti on
keskendutud ilmselgetele seostele DNA reparatsiadade ja vigutegevate poliimeraaside
naol. Kaesolevas magistritoos on kirjeldafidputidakromosoomi viidud testsisteemi lac-
Isc, mis vdimaldab Uule genoomi detekteerida mudatisagedust suurendavaid
geenikatkestusi. Selline testsisteem vOimaldabaldid mitte nii ilmselgeid ja otseseid
seoseid geenide ja mutatsioonisageduse vahel reefils on potentsiaali tuvastada ka
suuremaid mutatsiooniprotsesse mdjutavad geenistikie. Uhtlasi on alust arvata, et
kdesoleva teststisteemi ndol on dnnestunud luua vagdik ja perspektiivikas tooriist
mutatsiooniprotsesside uurimisaRsputidas.

Kaesoleva t66 kaigus dnnestus:

+ iseloomustada ja kirjeldada testsiisteemi lac-Ismtaonisagedust mdjutavate

geenide identifitseerimisel

+ analliisida testsiisteemiga isoleeritud geene nimgeniauulumist erinevatesse

geenigruppidesse

+ naidata, et paljude teststisteemi abil identifiitegigeenide transposoonmutantides

on Rif* mutantide tekkesagedus tusnud
+ konstrueerida ABC-transporteri Ttg2 suhtes defektdgedAttg2A ja Attg2B

+ tbestada, et kui teststisteemi abil tuvastég@B geeni deleteerimisel tduseb
mutatsioonisagedus nii eksponentsiaalse kui stetaige faasi rakkudes, diig2A

geeni deleteerimisel sellist mdju ei ole
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naidata, et MATE perekonna transporter DinF-i olseoha mdjutab
mutatsioonisagedust statsionaarses faasis, kuidssanimne DinF-i puudumisel
mingit akumuleeruvat efekti mutatsioonisageduseenamisele Ttg2-defektses tlves

naidata, et Ttg2 pump voib osaleda bensuullpemisiKlooramfenikooli ja

tetratsukliini rakust valjapumpamises

vorrelda Ttg2 pumba kemikaalide taluvust vedellwriiija tardsd6tmel ning naidata,

et tards6otmel on efektid suuremad kui vedels6dtmes

naidata, et vedels66tmes kasvadedwg2B tivel ja Pawa85 tuvel visuaalselt
tuvastatavad sisemembraani valgumustri erinevusediei ole otseselt seletatavad

Ttg2 pumba puudumisega

pakkuda vélja hupotees, tehnsporterite transmembraansete valkude puudumisel
nahtavad mutatsioonisageduse erinevused tulen@agaiski membraani

terviklikkuse rikkumisest, mitte aga konkreetsekiisionaalse pumba puudumisest

tbestada selle hiipoteesi paikapidamist Ttg2 tratesp@uhul.
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Identification of new mutation rate affecting genesn Pseudomonas putida

Mari Tagel

Summary

Studying mutational processes is the key to undedstg the rapid evolving ability of
bacteria. Bacteria usually live under adverse emwirental conditions and to cope with
different stresses they enter the stationary grqutthse — their growth is slowed down and
their gene expression undergoes extensive chatigbéas been shown that the mutation
frequency is higher in the stationary phase thath@éexponential growth phase and due to
the increased mutation frequency bacterial poparatcan rapidly adapt to different stressful
conditions. This rise in mutation frequency is tethi'stationary phase mutagenesis” (also
“stress-induced mutagenesis” and “adaptive mutagiehe(Foster 1999; Rosenberg 2001).
To understand the bacterial adaptive ability it particularly important to understand
stationary phase mutagenesis.

It is known that the increase in mutation frequeimcthe stationary phase is due to the
downregulation of DNA repair enzymes and the uplagn of low fidelity SOS DNA
polymerases. Recently it has been proven thit oli stationary phase mutagenesis depends
on a lot more genes than it has been believedn&tveork is made up of at least 93 genes (Al
Mamun jt. 2012). This leads us to assume that thi&atmonal processes are regulated by huge
gene networks ik. coliand also in other bacteria.

In our laboratory we have been studying the modghrmismP. putida Even though
there are numerous test systems to detect thefriseitation frequency ifP. putidastrains
lacking some specific genes, there were no systiais could detect new mutation rate
affecting genes throughout the whole genome. Is shudy | have been analyzing a new test
system lac-Isc that was constructed in our laboyaty Heili llves. Coupled with transposon
mutagenesis, the lac-Isc system detected a vasfeggenes, amongst them numerous genes
that are already known to function in DNA repaizgmes and also many genes affecting the
cell membrane.

The results of this study can be summarized asvistl
+ | have characterized a new test system lac-Iscetaded in identification of genes that

affect frequency of mutation iR. putidaand analyzed the genes detected by this system
+ the particular genetg2B isolated with the test system affects mutatiore rat both
exponential and stationary growth phases
+ the ABC transporter Ttg2 and the MATE family traodpr DinF have no accumulating

effect on mutation frequency
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+ the ABC transporter Ttg2 might take part in promglitolerance to the antibiotics
tetracycline, benzylpenicillin and chloramphenicol

+ the membrane permeability of ttg2B defective strain has increased and therefore our
hypothesis is that the increased mutation frequendue to general membrane defects

and not the lack of a specific transport protein.
In conclusion it can be said that the test systbaracterized in this work is a very

promising new tool for our future works towards arstanding the mutational processeR.in

putida
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Tanusonad

Eelkdige sooviksin tdnada oma juhendajat Maiatleketus ja ideed suutsid mind alati
motiveerida. Samuti Heilit, kelle tehtud testsisiga poleks mul midagi uurida olnud ja
kelle dpetusteta ei oskaks ma laboris midagi téhaaa ka mainimata jatta Johannat, keda
juhendades 6ppisin ma ise rohkem kui oleks osaruadaa

Suur aitdh Rihole ja Annikale DinF tive eest ja [@Dim Lubenetsile abi eest
labivoolutsiitomeetriga.

Ning muidugi tahaks ma tdnada kdiki oma rodmsareeklklbroikaaslaseid, kes on alati
valmis aitama, toetama ja tuju tdstma ning kesaddegapaevase tootamise meeleolukaks.
LOpetuseks suur aitdh Hannale ja Andresele minkinhige eest seni, kuni ma magistritoo

valmis kirjutasin.

Aitah teile.
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Lisad

Lisa 1. To0s kasutatud bakteritived ja plasmiidid
Genotuiip vdi iseloomustus

Bakterittivi

Escherichia coli

DH5a

SupE44 AlacUl69 80 laczIM15)
recAlendAl gyr A96 thi-1 relAl

hsdR17

INIIPES

(Miller 1992)

CC118.pir A(ara-leu) araD 4lacX74 galE galK phoA20 thi-1 (Herrero jt. 1990)
rspE rpo B argE (Apm)
HB101 SubE44 subF58 hsdS3:(ng) recAl3prad2 lacYl| (Boyer ja Roulland-

galK2 rsp20 xyl-5 mtl -1

Dussoix 1969)

Pseudomonas putida

Paws85

Algne tuvi, isogeenne taielikult

sekveneeritudP. putidakT2440 tivega

(Bayley jt. 1977)

PaWlacllsc (testtlvi)

Kromosoomis geenitP3968 jargnevasse alasy

on viidud sisséaclP,dsc3lacZ geenikassett

eH. llves, avaldamata

PaWAttg2A Pawsb tuvestttg2A Kaesolev t66

PaWAttg2B PaWwss tiivestttg2B Kaesolev t66

PaWAdInF Pawa5 tiveadinF A. Teppo, avaldamata

PaWAttg2AdinF PaWttg2A tivesttdinF Kéesolev t66

PaWAttg2BdinF PaWttg2B tuvestdinF Kéesolev t66

Plasmiidid

pBAM1Tn5 mini-Trb (Km”™) kandev suitsiidvektor (A (Martinez-Garcia  jt.
oriR6K) 2011)

pRK2013 Konjugatiivset Glekannet abistav plasmiid Figarski ja Helinski

1979)
pKTpheA22TAG Asendusmutatsioone detekteeriv pladmaii (Tegova jt. 2004)

testslisteem, kus plasmiidis pKT240 sisaldphaA

geeni 22. koodon (CTG - Leu) on asendatud

stoppkoodoniga TAGh{a)

pJP5603-1-Sce} (DEMG)

[-Scel
multikloneerimisjarjestust sisaldav suitsiidplagini
(Km")

restriktsioonisaitse ja(Martinez-Garcia ja

ide Lorenzo 2011)

pSW (I-Scel) I-Scel nukleaasi ekspresseeriv plagridp”) (Martinez-Garcia jd
de Lorenzo 2011)
pJPttg2A pJP5603-I-Scgl plasmiid, kuhu on kloneeritugd Kaesolev t66
EcoRI ja Kpnl fragmendindtg2A geeni eelne ja
jargne ala.
pJPttg2B pJP5603-I-Sgel plasmiid, kuhu on kloneeritugd K&esolev t6o

EcoRI ja Kpnl fragmendindtg2B geeni eelne ja
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jargne ala.

pJPdinF pJP5603-I-Scgl plasmiid, kuhu on kloneeritud A. Teppo, avaldamata
dinF geeni eelne ja jargne ala.
pBRlacltac (HindllIXbaldel) pBR322 baasil vektorulku on kloneeritudtac | (Ojangu jt. 2000)
promootor ja selle repressdacl, vektoris on
deleteeritud Hindlll ja Xbal Idikesaidid.

pHLU102 Amp'® plasmiid, multikloneerimissaidi jarel paiknel{Lang ja Palva 1993)
lacZgeen
pHLU102:lacltac pHLU102 vektor, kuhu on viidud BamHH. llves, avaldamata

fragmendindacltac jarjestus

pHLU102:lacltaclsc3 pHLU102:lacltac vektor, kuhu oanidud Xbal | H. llves, avaldamata

fragmendindsc3geen

pUC18Not (Hindllldel) Amp  kloneerimisvektor, Notl polillinkeriga H. llves, avaldamata
multikloneerimissait, vektoris on deleteeritud
Hindlll I6ikesait
pUC18Not:lacltaclsc3lacz pUC18Not (Hindllidel) vekt kuhu on viidud H. llves, avaldamata
pHLU102:lacltaclsc3 plasmiidist Kpnl ja Sall-ga

vélja I6igatudlacltaclsc3lacZgeenikonstrukt

pUTTN5SmM Sm resistentsust kodeerivat minitranspaispéde Lorenzo jt. 1990)
sisaldav plasmiid (AnfpSnT)
pUTTn5:lacltaclsc3lacz pUTTn5Sm vektor, kuhu on Nodgmendina sissé¢ H. llves, avaldamata

viidud geenikassetacltaclsc3lacZ

Lisa 2. T60s kasutatud praimerid ja nende kirjeldus

Praimer Praimeri jarjestus Iseloomustus ja seondumiskoht

lacopRev 5"-GATCCTCTAGAGTCGACCTG-3’ komplementaarnkacl
geeni eelse alaga positsioonides -420 Kuni
-401 initsiaatorkoodonist GTG,

komplementaarne  vektoriga pBAM1
positsioonides 1052 kuni 1032
Kml 5"-CAAGGGGTGTTATGAGCCAT-3’ Komplementaarn&km geeni algusega
suunaga geeni sisse, seondub vektgrile
pBAML1 positsioonis 143 kuni 163
pheAtsll 5-GTTCATGGGGGACTGCTTC-3’ komplementaarnpheA geenis alaga
positsioonides 295 kuni 313 nukleotiid

allapoole translatsiooni stardikoodon|st

ATG
pheABamei 5"-AAGGCGGCTCCCGTAAGACA-3’ komplementaarngpheA geeni ette jaav.
alaga positsioonides -22  kuni -IO
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initsiaatorkoodon ATG-st, suunaga gee

sisse

Forward

5-GTAAAACGACGGCCAGT-3

plasmiidi pBluescript universaalpraimer

Reverse

5-AACAGCTATGACCATG-3’

plasmiidi pBluescript universaalpraimer

ARB6

5-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3"

kddupraimer,
ACGCC onP. putidakromosoomis 1205(
kordust

mille linkerregioonile

BAM1

5 -TTATGTAAGCAGACAGTTTT-3’

komplementaarne Kmresistentsusgeer
initsiaatorkoodinist ATG ette jaava ala
-21  kuni

positsioonides -40 suuna

geenist vélja

2Ni

ja

ga

ARB2

5"-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’

seondub kddupraimer  ARB6

konserveerunud 5” otsaga

ME-1-uus2

5 -TATCTTGTGCAATGTAACATCAGAG-
3

komplementaarne Km resistentsusge
initsiaatorkoodinist ATG ette jdadva ala
-63  kuni

positsioonides -87 suuna

geenist vélja

eni
ja

ga

EcoRIttg2ees

5-AGGAATTCGGATGCACGAAAAA
CGCCGG-3’

komplementaarne positsioonides -482 k
-461 nukleotiidi ttg2A geenile eelneva
alaga suunaga geeni poole, praimeri

otsa on disainitud EcoRlI I6ikesait

Lni

A

ttg2A valja

5-AAGGATTTTCTGCGCATCCTC
CTTGCTAAT GCAGCCTCG-3

praimeri 3" ots on komplementaarne ttg
geenile eelneva alaga positsioonides
_5,

praimeri 5

kuni suunaga geenist valja, ni
ots on komplementaar

praimeriga ttg2Bstart

A
26

ttg2Bstart

5 -TTGATGCGCAGAAAATCCTTACT-3’

komplemeadrne ttg2B geeni alguse
positsioonides -3 kuni 20 ttg2B geeni AT

koodoni suhtes

ha
G

Kpnlttg2B

5 -GTGGTACCGCTGAAGATCAGCG
CCAGC-3’

komplementaarne  ttg2B

positsioonides 502 kuni 482, praimeri

geeniga

otsas on Kpnl Iikesait

a1
N

EcoRIttg2A

5-AGGAATTCCCGTTGCGCGTGCATC-3

Komplementaarne  ttg2A

positsioonides 322 kuni 342 suunaga ge

geeniga

I6pu poole, praimeri 5" otsa on disainit

EcoRI I6ikesait

eni
ud

ttg2Al6pp

5-TCCAGGGTGCGGTTTTGCATC
AACGCGCCCC CAGCAGGT-3

praimeri 5 ots on komplementaar

praimeriga ttg2Cstart ja 3" ots ¢

komplementaarne 19 viimase nukleotiidi

ttg2A geeni I6pust

ga

ttg2Cstart

5-TGCAAAACCGCACCTGGAAT-3’

komplementaar ttg2C geeniga
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positsioonist +1

Kpnittg2C 5-GTGGTACCATGGGTACTCCTT komplementaarne  ttg2C geeniga
AATTAGCC-3’ positsioonides +475 kuni +497 suunaga
geeni alguse poole, praimeri 5" otsa |on
disainitud Kpnl Iikesait
pSW-R 5-AACGTCGTGACTGGGAAAA-3’ komplementaarne g@faiidis pSW(I-Scel)
oleva jarjestusega, suunaga
multikloneerimisjarjestuse poole
pSW-F 5"-GGACGCTTCGCTGAAAACTA-3’ komplementaarneaghiidis pSW(I-Scel
oleva jarjestusega, suunaga
multikloneerimisjarjestuse poole
PP05691f 5"-AGAATTCTCGACATCCACTTTGTCG-| Komplementaarne PP0569 eelse alaga
3 positsitoonides -753 kuni -734 suunaga
PP0569poole, 5" otsas EcoRl Idikesait
PP0569-2r 5"-AGGATCCATATCCGGCCCTGGTCCAF komplementaarne alaga 630 kuni 648 nt-i
3 parastPP569 geeni 16ppu, suunaga geeni
poole, 5’otsast BamH]I Idikesait
PP0O569K 5"-ACCGAAATGTTGGACAGGAT-3’ Komplementaarne geeniga PP5069
positsioonides 72 kuni 92, suunaga geeni
alguse poole
PP0O569KI 5"-ATGGTTGCCTGGTCGTTAC-3’ komplementaarmgeeni PP0569 eelse
alaga 75 kuni 55 nukleotiidi enne start
koodonit suunaga geeni poole
Xbalsc3uuslépp| 5 -TCTTCTAGATTCAGCTCAGTTGC komplementaarnelsc3 geenile jargneva
ACGTCTTTCAT-3’ alaga, suunaga geeni poole, praimeri| 5
otsa on disainitud Xbal I6ikesait
XbaHindSDIsc | 5-AGATCTAGAAGCTTAGGAGG komplementaarnelsc3 geenile eelneva
uus CTGCAGATGTAC AATAGCAACTCTGC-| alaga, suunaga geeni poole, praimeri| 5

3

otsas on Xbal ja Hindlll 16ikesaidid
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