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INFOLEHT

Muropeptiidide toimel statsionaarsest faasist valjumist méjutavate geenide

identifitseerimine bakteris Escherichia coli

Elutingimuste halvenedes jddvad bakterid metaboolselt inaktiivsesse olekusse ehk
soikeseisundisse. Kui elutingimused paranevad, viljuvad osad bakterid soikeseisundist ja
hakkavad sekreteerima signaale, mis indutseerivad soikeseisundist viljumist ka {iilejddnud
bakterites. Bakteri Escherichia coli puhul on selliseks signaaliks muropeptiid. Kédesoleva t66
eesmirk oli saada aimu, millise raja kaudu muropeptiidid indutseerivad soikeseisundist
viljumist. Vilismembraani poriine kodeeriva ompF geeni ja Cpx kahekomponendilisse
signaalsiisteemi  kuuluva CpxA geeni deleteerimisel védheneb muropeptiidide moju
soikeseisundist viljumisele. Cpx signaalsiisteemi kuuluvate geenide cpxP ja cpxR

deleteerimine ei avaldanud mdju muropeptiidide toimel soikeseisundist viljumisele.

Mirksonad: muropeptiid, Escherichia coli, signaalmolekul, dratussignaal, peptidogliikaan

CERCS kood: B230; Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Identifying the genes in Escherichia coli that affect muropeptide dependent exit from

stationary phase

In growth-permissive conditions, bacteria enter metabolically inactive state (dormant state).
When life conditions improve, some of the bacteria exit from dormancy and start to release
signals into the medium that induce exit from dormancy in other dormant bacteria. That kind
of signal in Escherichia coli is muropeptide. Deleting outer membrane porin encoding gene
ompF or protein CpxA (part of the Cpx two-component signalling system) encoding gene
reduces the muropeptide impact on the exit from dormancy. Deleting cpxR and cpxP (also
part of the Cpx two-component signalling system) encoding genes do not play a role in

muropeptide sensitivity of growth resumption.

Keywords: muropeptide, Escherichia coli, signalling molecule, waking up signal,
peptidoglycan

CERCS code: B320; Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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SISSEJUHATUS

Bakterid voivad kasvu pérssivad elutingimused iile elada metaboolselt inaktiivses seisundis
ehk soikeseisundis. Sellises seisundis olevad bakterid jélgivad pidevalt keskkonda. Kui
elutingimused paranevad, toimub soikeseisundist vdljumine (nn drkamine) (Dworkin & Shah,
2010). Koik soikeseisundis olevad bakterid ei vilju soikeseisundist korraga. Geneetiliselt
sarnased bakterid vdivad jaguneda kaheks vOi enamaks fenotiilibiliselt erinevaks
subpopulatsiooniks. Osad soikeseisundis olevad bakterid drkavad kiiresti, teistel ldheb jille
kauem aega oma metabolismi aktiveerimiseks. Sellist strateegiat nimetatakse bet-hedging-ks.
See kindlustab selle, et kui elutingimused peaksid jarsult halvenema, siis kogu populatsioon ei
sure, vaid jddvad moned soikeseisundis olevad bakterid alles, mis hiljem elutingimuste
taasparanemisel voivad aluse panna uuele populatsioonile (Joers & Tenson, 2016). Bakterid,
kes enne iiles drkavad, vOivad sekreteerida ekstratsellulaarsesse keskkonda signaale, mis
dratavad Ka iilejdiinud alles soikeseisundis olevad bakterid iiles. Uheks selliseks signaaliks on
niditeks sporuleeruva bakteri Bacillus subtilis puhul muropeptiid. Aktiivsel kasvamisel ja
jagunemisel vabanevad viliskeskkonda rakukesta koosseisust muropeptiidid. Soikeseisundis
olevad bakterid vOtavad neid muropeptiide signaalina, et elutingimused on paranenud ja vdib
kidivitada soikeseisundist vdljumise mehhanismid (Dworkin & Shah, 2010). Hiljuti on meie
laboris avastatud, et muropeptiidid indutseerivad kiiremat soikeseisundist véljumist ka
bakteris Escherichia coli. Edasi uuriti, kas muropeptiidide metaboliseerimine ja seelédbi
soikeseisundist ~ véljumise indutseerimine toimub 1dbi teadaoleva muropeptiidide
taaskasutusraja. Leiti, et muropeptiidid indutseerivad kiiremat soikeseisundist véljumist ldbi
hetkel veel tundmatu mehhanismi (Marta Pereira, Arvi Joers, avaldamata andmed). Kdesoleva
t60 eesmirk oli saada rohkem aimu, millise raja kaudu muropeptiidid indutseerivad kiiremat
soikeseisundist véljumist ning selleks {ritati identifitseerida geene, mis on seotud

muropeptiididest sdltuva soikeseisundist viljumisega.



KASUTATUD LUHENDID

CARD
DAP
DHFR
DPA
EF-G

g
GlcNAc
Glt

Gly

ILF
KAN
MOPS
MurNAc

Nod

OmpF

PAMP

PASTA

PGRP
PR
PRR
rpf

rpm

kaspaasi virbav domeen (caspase-recruitment domain)
diaminopimeelhape (diaminopimelic acid)

dihiidrofolaadi reduktaas (dihydrofolate reductase)
dipikoliinhape (dipicolinic acid)

elongatsiooni faktor G (elongation factor G)

suhteline tsentrifugaaljoud

N-atsetiiiilgliikoosamiin (N-acetylglucosamine)

glitkonaat (gluconate)

gliitserool (glycerol)

isoleeritud limfoidne folliikul (isolated lymphoid follicule)
kanamiitsiin

3-(N-morfoliino)propaansulfoonhape (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid)
N-atsetiiiilmuramiinhape (N-acetylmuramic acid)

nukleotiidiga seonduv oligomerisatsiooni domeen (rucleotide-binding ~

oligomerization domain)
vilimise membraani valk F (outer membrane protein F)

patogeenidega seotud molekulaarsed mustrid (pathogen associated molecular

patterns)

penitsilliini ja Ser/Thr kinaasiga seotud (penicillin and Ser/Thr kinase

associated)

peptidogliikaani dratundev valk (peptidpglycan-recognition proteins)
patogeeniga seotud (pathogen related)

mustrit dratundev retseptor (pattern-recognition receptors).
kasvamahakkamist soodustav valk (resuscitation promoting factor)

poordeid minutis (revolutions per minute)
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SDS naatriumdodetsiiiilsulfaat (sodium dodecyl sulfate)
UDP uridiin difosfaat (uridine diphosphate)

VBNC elus, kuid mittekultiveeritav (viable but nonculturable)



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Peptidogliikaan ja muropeptiidid

Peptidogliikaan (ehk mureiin) on oluline rakukesta komponent. Seda vo&ib pidada iiheks
suureks makromolekuliks, mis timbritseb tervet bakterirakku. Selle peamine funktsioon on
hoida rakku tervikuna koos, seistes vastu rakusisesele osmootsele rohule (Vollmer et al.,
2008). Kui peptidogliikaani vorgustikku tekiks auk, siis toimuks rakusisese osmootse rohu
mojul bakteriraku 16hkemine. Lisaks aitab peptidogliikaan hoida raku kuju ning osaleb
rakujagunemise regulatsioonis. Samuti on see piisavalt poorne, et 1dbi lasta olulisi toitaineid ja
teisi viiksemaid iihendeid (Royet & Dziarski, 2007). Nii gram-positiivsetes kui ka gram-
negatiivsetes bakterites koosneb peptidogliikaan lineaarsetest gliikaanahelatest. Need
omakorda koosnevad vaheldumisi paiknevatest N-atsetiiiilglikoosamiini (GIcNAc) ja N-
atsetiiiilmuraamhappe (MurNAc) jddkidest, mis moodustavad peptidogliikaani struktuuris
selgroo. GIcNAc ja MurNAc jiadgid on omavahel seotud B(1—4) gliikosiidsidemega (Vollmer
et al., 2008). Koik MurNAc jadgi laktiitilrihmad on seotud peptiididega, mis tavaliselt
sisaldavad nelja L- ja D-aminohapet. Peptiidid on omavahel ristseotud kas otse vo1 lithemate

peptiidide kaudu (joonis 1) (Royet & Dziarski, 2007).
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Joonis 1. Peptidogliikaani struktuur bakteris Escherichia coli. Gliikaanahel koosneb
vahelduvatest P(1—4) gliikosiidsidemega seotud GIcNAc ja MurNAc jadkidest ning on
termineeritud 1,6-anhiidroMurNAc jddgiga. Kollane osa mérgib pohilist korduvat disahhariid-
tetrapeptiidset subiihikut (monomeeri). Vasakus servas on dra toodud antud monomeeri skeem.
Keskmises osas on ndidatud ristseotud peptiidi. Punasega on maérgitud amiidrithm, mille
kaudu on peptiidide tiived iiksteisega seotud (Vollmer et al., 2008).



Poliisahhariidse selgroo struktuur on konserveerunud koikides bakterites. Esinevad vaid
moned iiksikud véikesed variatsioonid. Suuremad erinevused on peptiidide ehituses. Gram-
negatiivsetel bakteritel ja gram-positiivsete klassi Bacillus esindajatel on peptiidi struktuuris
kolmandaks aminohappeks meso-diaminopimeliinhape ehk DAP (joonis 2). Enamikes gram-
positiivsetes bakterites on kolmandaks aminohappeks aga L-liisiin (joonis 2). DAP-tiilipi
peptiidid on tavaliselt otse ristseotud, kuid liisiin-tiilipi peptiidid on seotud oligogliitsiinist
koosnevate sildadega, mille pikkus vOib varieeruda erinevates bakterites. Lisaks kolmandale
aminohappele on gram-positiivsetes ja gram-negatiivsetes bakterites erinev peptidogliikaani
hulk. Gram-positiivsetel bakteritel on paks rakukest ning mureiin vdib moodustada ligi poole
raku kuivmassist. Gram-negatiivsetel bakteritel on dhem {iihekihiline mureiinkest, mis asub

sisemise plasmamembraani ning védlimise membraani vahel (Royet & Dziarski, 2007).
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Joonis 2. DAP-tiiiipi ja liisiin-tiiiipi peptidogliikaanid (Royet & Dziarski, 2007, kohandatud).

Muropeptiidideks nimetatakse selliseid struktuure, mis on tekkinud peptidogliikaani
poliimeeri ensiimaatilisel lagundamisel ehk lithidalt on tegemist peptidogliikaani

fragmentidega (Boudreau et al., 2012).



1.2. Peptidogliikaani biosiintees ja lagundamine bakteris Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli soikseseisundist viljumiseks, kasvamiseks ja jagunemiseks on
vajalik remodelleerida peptidogliikaani vorgustikku (Adams & Errington, 2009; Dworkin &
Shah, 2010). Kui elutingimused halvenevad, v&ivad bakterid jaada metaboolselt inaktiivsesse
olekusse ehk soikeseisundisse. Hetkel teatakse vihe sellest, millised muutused tidpsemalt
toimuvad E.coli peptidogliikaani struktuuris soikeseisundisse minemisel, kuid on leitud, et
soikeseisundis on ristsidemete arv suurenenud ning gliitkaanahelad on lithenenud (Keep et al.,
2006). Samuti on modnel juhul soikeseisundis olev bakter mdodtmetelt viiksem kui aktiivselt
kasvav ja jagunev rakk (Stevenson, 1978; Gasol et al., 1995). Kui elutingimused jille
paranevad, hakkavad bakterid uuesti metaboolselt aktiivseks muutuma ja suurenevad
mootmetelt monevorra (Dworkin & Shah, 2010). Edasi toimub tsiiklitena elongatsioon ehk
raku pikenemine ja jagunemine kaheks tiitarrakuks (Adams & Errington, 2009). Et saaksid
toimuda sellised protsessid, kus raku suurus ja kuju muutub, on vajalik muuta ka rakku
kooshoidva jdiga struktuuriga rakukesta suurust. Rakukesta kasv on diinaamiline protsess, kus
toimuvad samaaegselt nii peptidogliikaani siintees kui lagundamine. Hiidrolaasid teevad
peptidogliikaanist rakukesta viikesed sisseldoiked. Samal ajal siinteesitakse uut
peptidogliikaani, mis sisestatakse sisseldigete kohtade pealt rakukesta koosseisu (Typas et al.,

2012).

Nii gram-negatiivsetes kui ka gram-positiivsetes bakterites toimub peptidogliikaani biosiintees
pohiliselt kolmes etapis. Esimeses etapis siinteesitakse tsiitoplasmas aktiveeritud nukleotiidi
prekursorid (UDP-N-atsetiiiilgliikosamiin ja UDP-N-atsetiililmuramiiiilpentapeptiid). Teises
etapis seotakse nukleotiidi prekursorid sisemise membraani tsiitoplasma poolsel kiiljel oleva
undekapreniiiil-fosfaadiga ning moodustub lipiidiga seotud disahhariid-pentapeptiidi
monomeeri subiithik (lipiid II). Valk FtsW-RodA keerab lipiid II timber, nii et nukleotiidi
prekursoriga seotud suhkrujidik jddb sisemise membraani periplasmaatilise ruumi poole.
Kolmandas etapis kataliitisivad gliikosiiiiltransferaasid lipiid II-e poliimeriseerimist, mille
kdigus vabaneb undekapreniiiil-piirofosfaat. Selle protsessi tulemusena moodustuvadki
gliikaanahelad. D,D-transpeptidaasid seovad virskelt siinteesitud peptidogliikaanahelad rakku
timbritseva rakukesta koosseisu, ristsidudes omavahel gliikaanahelate kiiljes olevaid peptiide

(Typas et al., 2012).

Bakteriraku kasvamiseks on vajalik ka liiiisida peptidogliikaani vorgustikku, et oleks ruumi,

kuhu mahuksid virskelt siinteesitud glilkaanahelad. Ilma liilisita toimuks lihtsalt rakukesta
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paksenemine. Hiidrolaasid on olulised raku kuju, suuruse ja peptidogliilkaani paksuse
kujundamisel ning on hddavajalikud rakujagunemisel kahe tiitarraku lahknemisel. Escherichia
coli’s on ligi 12 periplasmaatilist peptidogliikaani hiidrolaasi, mis tiheskoos vdivad 16hkuda
pea igat rakukestas olevat gliikosiid- ja amiidsidet (Typas et al., 2012). Endopeptidaasid
hiidroliitisivad ristsidet, mis jddb iihe gliikkaanahelaga kiiljes oleva D-Ala ja naaber
glilkaanahela kiiljes oleva DAP-i vahele. Periplasmas asuvad MurNAc-L-Ala amidaasid
(AmiA, AmiB, AmiC), mis hiidroliiiisivad MurNAc-i ja temaga seotud peptiidahela vahelist
sidet. Amidaasid vabastavad mureiinist tri-, tetra- ja pentapeptiide periplasmasse.
Transgliikosiilaasid hiidroliitisivad gliikkaanahelas olevate suhkrute MurNAc ja GIlcNAc
vahelisi sidemeid ning seedttu moodustub suhkrujddgis MurNAc 1,6-anhiidro side ja tekib
anhiidro-MurNAc. On olemas ka D,D-karboksiipeptidaasse aktiivsusega ensiilimid, mis
muudavad suhkrujidigiga seotud pentapeptiidid tetrapeptiideks. Peamine muropeptiid, mida
ensliimide poolt rakukesta koosseisust vabastatakse, on GIcNAc-anhiidro-MurNAc-L-Ala-y-
D-Glu-meso-Dap-D-Ala, ehk liihemalt GIcNAc-anhiidro-MurNAc-tetrapeptiid. Vihemal
midral vabaneb GlcNAc-anhiidro-MurNAc-tripeptiide ja GlcNAc-anhiidro-MurNAc-
pentapeptiide. Suurem osa nendest anhiidromuropeptiididest jddb periplasmasse 10ksu (Park
& Uehara, 2008). Viike osa neist satub 14bi poriinide ekstratsellulaarsesse ruumi (Johnson et
al., 2013). AmpG on pohiline permeaas rakukesta taaskasutusrajas, mis transpordib
periplasmast tsiitoplasmasse GlcNAc-anhiidro-MurNAc-tetrapeptiide (Park & Uehara, 2008).
Lisaks on olemas ka oligopeptiidide transporter Opp, mis transpordib mureiini voi osaliselt
anhiidromuropeptiidide koosseisust vabastatud tripeptiidid (L-Ala-y-D-Glu-m-DAP) ja
tetrapeptiidid (L-Ala-y-D-Glu-m-DAP-D-Ala) tsiitoplasmasse, ja spetsiifiline
fosfotransferaasi siisteem, mis transpordib rakuseinast pdrit aminosuhkruid tsiitoplasmasse.
Tsiitoplasmas lagundavad anhiidromuropeptiide N-atsetiiiilgliikoosaminidaas NagZ, anhiidro-
MurNAc-L-Ala amidaas AmpD ja L,D-karboksiipeptidaas LdcA. Nende t60 tulemusena
tekivad tihendid GIcNAc, anhiidro-MurNAc, D-Ala ja L-Ala-y-D-Glu-mDAP tripeptiidid.
Tripeptiidid lisatakse UDP-MurNAc-i koosseisu ja tekkinud iihend siseneb mureiini siinteesi
rajasse. Tripeptilde vOidakse ka lagundada iiksikuteks aminohapeteks. Modlemad
aminosuhkrud GIcNAc ja anhiidro-MurNAc konverteeritakse GlcNAc-6-fosfaadiks, mis
seejarel deatsetiileeritakse ja moodustub GIcN-6-fosfaat. See iihend siseneb kas rakuseina
prekursori UDP-GIcNAC siinteesi rajasse voi gliikoliiiisi kataboolsesse rajasse (joonis 3). Kui
rakul puuduks vOime rakuseina materjalide taaskasutusrada, kaotaks rakk iihe generatsiooniga

ligi 45% oma rakuseina ressurssidest. Tédnu sellele, et Escherichia coli’s on olemas selline
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taaskasutusrada, kaob iga generatsiooniga vaid 6-8% kogu rakuseina materjalidest keskkonda.

Sarnane taaskasutusrada on olemas ka gram-positiivsetes bakterites (Reith & Mayer, 2011).

Escherichia coli

Ala-Glu-DAP(-Ala) (m GlcNAc-anhiidro-MurNAc-
Ala-Glu-DAP-Ala

f MurNAc GlcNACc
MppA Periplasma

ale

MNagE Rakumembraan

Tsiitoplasma
v
AmpD GlcNAc-anhiidro-MurNAc-
Ala-Glu-DAP Ala-Glu-DAP-Ala ! PEP
NagZ - AnmK
LdcA g; anhiidro- S MurNAc-6-P
Ala MurNAc
Mpl MurQ
NagK 4
L % GlcNAc =—> GlcNAc-6-p €&=———
v NagA

M iini GlmM 4
urelini & UDP-MurNAc-Ala- c UDP- GIlmU NagB
%= €&——— GlcN-1- hﬁ J P - > S| >
stntees SlEnap GlcNAc e Glee-p Freee m

Joonis 3. Peptidogliikaani taaskasutusrada bakteris Escherichia coli. Transgliikosiilaaside ja
endopeptaaside t06 tulemusena tekivad periplasmasse anhiidromuropeptiidid. Permeaas
AmpG on peamiseks anhiidromuropeptiidide transportijaks tsiitoplasmasse. Oligopeptiidide
transporter Opp kasutab spetsiifilist seondumisvalku MppA-d, et transportida periplasmast
tsiitoplasmasse rakukestast pirit vabu peptiide. Aminosuhkruid transpordib tsiitoplasmasse
spetsiifilised fosfotransferaasi siisteemid NagE ja MurP. Tsiitoplasmas toimub iihendite
edasine lagundamine ja saadud produktide edasi suunamine kas mureiini siinteesi vOi
gliikoliitisi radadesse (Reith & Mayer, 2011, kohandatud).

Mitmete kliinises kasutuses olevate antibiootikumide sihtmérgiks on kasvavas rakus just
peptidogliikaani biosiinteesi inhibeerimine (Royet & Dziarski, 2007). Uhed sellised
antibiootikumid on B-laktaamid. Nende hulka kuuluvad niiteks penitsilliinid, karbapeneemid
ja tsefalosporiinid. PB-laktaamid seonduvad transpeptidaasidega, mis muidu Kkataliilisivad
ristsidemete moodustumist peptiidide vahel. Kui transpeptaasid on seotud antibiootikumiga,
siis on nende ensiimaatiline aktiivsus inhibeeritud ning gliikaanahelaid ei seota enam
omavahel ldbi peptiidiihenduste. p-laktaamide ehituses olev tsiikliline amiid ehk laktaam on
analoogne peptidogliikaani ehituses olevale terminaalsele D-alaniiiil-D-alaniin dipeptiidile
ning seetdttu on laktaam konkureerivaks inhibiitoriks transpeptidaasidele. [-laktaamide
toimel on kiill rakuseina siintees takistatud, kuid bakteri enda hiidrolaasid jdtkavad raku

kasvamise ajal peptidogliikaani lagundamist. Lopuks bakter sureb, sest peptidogliikaanist
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rakukesta tehakse sisseldikeid, mida ei tdideta uute peptidogliikaani fragmentidega. Bakter ei
suuda enam vastu seista raku sees olevale rohule ning 16hkeb. B-laktaamid mdjuvad nii gram-
negatiivsetele kui ka gram-positiivsetele bakteritele. Lisaks P-laktaamidele on olemas ka
gliikopeptiidid, mis samuti inhibeerivad rakuseina siinteesi. Gliikopeptiidid seonduvad
peptidogliikaani struktuuris oleva D-alaniiiil-D-alaniin dipeptiididega ning seelébi takistavad
transgliikosiilaaside ja transpeptidaaside t66d. Gliikopeptiidid on efektiivsed ainult gram-
positiivsete bakterite vastu voditlemisel, kuna gram-positiivsete bakterite puhul on parem
ligipads peptidogliikaani vorgustikule. Gram-negatiivsetes bakterites asub rakukest kahe
membraani vahel ning pole nii ligipddsetav gliikopeptiididele. Lisaks on olemas ka
antibiootikume, mis inhibeerivad muude erinevate peptidogliikaani osade siinteesi, takistavad
peptidogliikaani  prekursorite transporti tsiitoplasmast periplasmaatilisse ruumi voi

integreeruvad rakumembraani ja depolariseerivad selle (Kohanski et al., 2010).

1.3. Muropeptiidid signaalina
1.3.1. Muropeptiid signaalina bakteri ja eukariiootse raku vahel
1.3.1.1. Interaktsioon parmiga

Bakterid elavad tihti poliimikroobsetes kogukondades, kus lisaks neile elavad ka
eukariiootsed mikroobid. Uheks selliseks eukariiootseks mikroobiks on pirmseen Candida
albicans. See seen on osa inimese normaalsest mikrofloorast, kes elab soolestikus, urotrakti
limaskestadel ja vidhesel méidral ka naha pinnal. HIV infektsiooni korral voi kui
antibiootikumide raviga on elimineeritud konkureerivad mikroobid, voib ta koloniseerida ja
tungida ka peremehe teistesse kudedesse ning pohjustada seal pdletikku ehk kandidoosi. C.
albicans voib eksisteerida kolmes erinevas vormis: pirmirakkudena, pseudohiiiifsete
rakkudena véi hiitifsete rakkudena. Voime iile minna eri vormidele on seotud virulentsusega.
Hiiilifset vormi on vaja teistesse kudedesse tungimiseks ning parmiraku vorm on vajalik vere
kaudu edasi levimiseks (Berman & Sudbery, 2002). Peptidogliikaanist périt GlcNAc
stimuleerib iileminekut pdrmi vormist hiilifsesse vormi. Kuna C. albicans elab pohiliselt
gastrointestinaalses traktis, siis arvatakse, et seal ongi peamiseks GlcNAc-1 allikaks 1dheduses
elavad bakterid (Dworkin, 2014). Lisaks vdivad muropeptiidid seonduda adeniiliiiil tsiiklaasi
leutsiini rikka domeeniga valgus Cyrlp ning seelébi tugevalt soodustada edasist C. albicans-i

hiitifilist kasvu (Xu et al., 2008).
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1.3.1.2. Interaktsioon taimega

Taimed on Oppinud &dra tundma erinevaid patogeenidega seotud molekulaarseid mustreid ehk
PAMP-e (pathogen associated molecular patterns), et ohu korral voimalikult kiiresti sisse
lillitada vajalikud kaitsemehhanismid. PAMP-ideks vdivad olla prokariiootides esinevad
erinevad struktuurid ja molekulid, mis on iildlevinud erinevate liikide hulgas. Uheks selliseks
molekulaarseks mustriks on enamikes bakterites leiduv peptidogliikaan (Oldroyd, 2013). On
leitud, et niiteks bakteri Staphylococcus aureus peptidoglikaan voi peptidogliitkaani
tootlemisel liisostafiiniga saadud muropeptiidid stimuleerivad erinevate kaasasiindinud
taimsete kaitsegeenide ekspressiooni, sealhulgas geeni PR1 (pathogen-related, class I)
ekspressiooni taimes Arabidopsis thaliana. Bakterite Xanthomonas campestris ja
Agrobacterium tumefaciens muropeptiidid on samuti vdimelised indutseerima PRI
ekspressiooni (Dworkin, 2014). PR geenid kodeerivad valke, mille hulka kuuluvad rakuseina
hiidroliiiisivad ensiitimid ning patogeenide membraani 10hkuvad defensiinid. I klassi kuuluvad
need PR valgud, mida hakatakse tootma biotroofsete patogeenide sissetungimisel (Spoel &
Dong, 2012). Taimes Arabidopsis thaliana on olemas peptidogliikaani dratundmiskompleksid,
mis tunnetavad peptidogliikaani ja muropeptiidide olemasolu keskkonnas. Antud kompleks
koosneb LysM domeeni (LYM1 v0i1 LYM3) sisaldavast valgust ja transmembraansest LysM
retseptorkinaasist CERK1. LysM domeenid tunnevad dra peptidogliikaani koostises olevaid
oligosahhariide ning seonduvad nendega (Oldroyd, 2013). Seondumisel toimub CERKI1
autofosforiileerimine. Edasi toimub immuunvastust vahendavate intratsellulaarsete

substraatide transfosforiileerimine ning taimsete kaitsegeenide ekspressioon (Dworkin, 2014).

1.3.1.3. Interaktsioon loomaga

Muropeptiidid voivad olla olulised signaalmolekulid looma ja bakteri vahelise siimbioosi
loomisel. Nditeks vabastab bioluminestseeruv bakter Vibrio fischeri oma rakuseina
koosseisust mDAP-tiilipi monomeere, mis koosnevad GIcNAc-ist, MurNAc-ist, D-
glutamiinhappest, diaminopimeliinhappest ja kahest alaniinist. Need monomeerid koos
lipopoliisahhariididega kutsuvad Hawaii rannikuvetes elutseva kalmaariliigi Euprymna
scolopes’es esile lima eritumise kalmaari valgusorganist. Selle koha all, kus lima eritub,
asuvad viikesed poorid, mis on iihendatud valgusorgani sisemusega. Limasse hakkavad
kogunema V.fischer bakterid ja sealt liiguvad nad edasi pooride kaudu valgusorgani sisemusse,
kus nad hakkavad valgust tootma. Kalmaar kasutab bakterite poolt toodetud valgust selleks, et

kuuvalguses varjata oma siluetti temast allpool olevate réovloomade eest. Lisaks on leitud, et
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muropeptiidid on olulised ka bakterite perekonna Wolbachia  esindajate siimbioosi

sdilitamiseks oma peremehega — iimarussiga (Cloud-Hansen et al., 2006).

Peptidogliikaan ja muropeptiidid on seotud immuunsiisteemi ja soolestiku arengu ning
funktsioneerimisega. Nditeks on peptidogliikaan védga oluline imetajate soolestikuga seotud
limfoidse koe arengus. On ndidatud, et soolestikus elavate gram-negatiivsete bakterite
rakuseinast périt monomeersed muropeptiidid on vdimelised indutseerima isoleeritud
liimfoidsete folliikulite (ILF) teket hiirtes. Need folliikulid on olulised tasakaalu hoidmisel
soolestiku mikrofloora ja immuunsiisteemi vahel (Dworkin, 2014) ning neil on roll lokaalse
immuunvastuse indutseerimisel (Tsuji er al., 2008). Lisaks on leitud &dddikakirbeste
seedekulglast peptidogliikaani dratundvad valgud (PGRP, peptidpglycan-recognition proteins).
Uheks peamiseks selliseks sensorvalguks on PGRP-LE, mis tunneb #ra ja seondub organismi
enda mikrofloorast pirit DAP-tiitipi monomeersete muropeptiididega. Selle seondumise 1dbi
indutseeritakse organismi enda mikrobioota vastu immuuntolerantsus (Bosco-Drayon et al.,

2012).

Patogeensete bakterite rakuseina koosseisust vabastatud muropeptiidid on loomadele
signaaliks, et patogeenid on tunginud organismi ja on vaja kdivitada immuunvastused.
Kaasasiindinud immuunsiisteemi hulka kuuluvad immuunsensorid, mida kutsutakse mustrit
dratundvateks retseptoriteks (PRR, pattern-recognition receptors). Need retseptorid on
voimelised dra tundma mikroobseid PAMP-e, sh muropeptiide (Boudreau et al., 2012).
Imetajates on sellisteks olulisteks retseptoriteks Nodl ja Nod2 (nucleotide-binding
oligomerization domain -1 and -2) retseptorvalgud (Chaput & Boneca, 2007). Nendel
retseptoritel on kolm domeeni: ligandi dratundev C-terminaalne leutsiini rikas kordusdomeen,
oligomerisatsiooni vahendav ja ATPaasse aktiivsusega NOD domeen ning N-terminaalne
CARD (caspase-recruitment domain) domeen (Boudreau et al, 2012). Nodl tajub
keskkonnas dra m-DAP sisaldavaid muropeptiide ning Nod2 tunneb dra muramiiiil dipeptiide.
Peale muropeptiidide detekteerimist keskkonnas, Nodl ja Nod2 aktiveeruvad ning nende
kaudu kutsutakse organismis esile immuunvastus ja hakatakse tootma tsiitokiine (Dworkin,

2014).
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1.3.2. Muropeptiid signaalina bakterites ja bakterite vahel
1.3.2.1. Antibiootikumide resistentsuse induktsioon

Mbnedel gram-negatiivsetel bakteritel on olemas mehhanism, mille kaudu muropeptiidid
indutseerivad bakteris B-laktamaasi tootmist. B-laktamaas on ensiiiim, mis hiidroliilisib B-
laktaami rongast ning seeldbi muudab ta antibiootikumi B-laktaami inaktiivseks. Selliseks
mehhanismiks, mille kaudu muropeptiidid indutseerivad p-laktamaasi siinteesi, on lébi
AmpG-AmpR-AmpC raja. B-laktaamsete antibiootikumide mdjul vabaneb suurel hulgal
GlcNAc-anhiidro-MurNAc-oligopeptiide rakukesta koosseisust periplasmasse, kust nad
transporditakse edasi AmpG transporterite kaudu tsiitoplasmasse. Ensiiim NagZ eemaldab
GlcNAc-anhiidro-MurNAc-oligopeptiididest suhkrujidfigi GIcNAc, mille tulemusena hakkab
tsiitoplasmas ~ akumuleeruma  anhiidro-MurNAc-oligopeptiidid. =~ Need  muropeptiidid
interakteeruvad LysR tiilipi transkriptsioonilise regulaatoriga AmpR (Zeng & Lin, 2013).
AmpR on bakteris B-laktamaasi (AmpC) kodeeriva geeni aktivaator (Lindquist et al., 1989).
Tavaliselt on AmpR seotud UDP-MurNAc-pentapeptiidiga ning nii on AmpR-i aktiivsus
maha surutud. Kui aga tsiitoplasmas anhiidro-MurNAc-tripeptiidide kontsentratsioon tduseb,
asendavad nad AmpR-i koosseisus UDP-MurNAc-pentapeptiidi. AmpR-i konformatsioon
muutub, ta muutub aktiivseks ning indutseerib transkriptsiooni geenilt ampC (Jacobs et al.,
1997). On olemas ka teisi mehhanisme, kuidas indutseeritakse [-laktaamide
resistentsusgeenide ekspressiooni, kuid nende puhul pole tipselt teada, kas muropeptiidid on

otseselt seotud nende mehhanismide aktiveerimisega (Zeng & Lin, 2013).

1.3.2.2. Statsionaarsest seisundist viljumise reguleerimine

Bakterid vdivad ebasoodsad elutingimused iile elada minnes soikeseisundisse. Soikeseisundis
on bakter metaboolselt inaktiivne, ta ei jagune ega kasva enam. Sellisesse seisundisse
minekut voivad esile kutsuda mitmed pohjused, nagu néiteks toitainete puudumine,
ekstreemsed temperatuuri ja rOhu muutused, liigne kuivus voi ka antimikroobsete ithendite
esinemine keskkonnas (Dworkin & Shah, 2010). Perekonna Bacillus esindajad moodustavad
ebasoodsate elutingimuste iileelamiseks spoore. Spoorid on viga vastupidavad erinevate
stressifaktorite suhtes ning bakterid voivad spoorina eksisteerida sadu aastaid. Isegi kui bakter
on soikeseisundis, peab ta pidevalt jdlgima iimbritsevat keskkonda ning elutingimuste
paranemisel kdivitama soikeseisundist vdljumise mehhanismid. Kui spoor on moodustunud
toitainete puudumise vOi vihesuse tOttu keskkonnas, siis vOib spoori idanemiseks olla

signaaliks spetsiifilised toitainete molekulid. Need molekulid seonduvad spoori sisemisel
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membraanil olevate retseptoritega ning kiivitatakse spoori idanemine. Spoori siidamikust
vabastatakse suurel hulgal kaltsiumiga seotud dipikoliinhapet (Ca-DPA) ning rakku hakkab
1abi akvaporiinide vesi sisse liikkuma. Vee sissevooluga aktiveeritakse ensiiimid, mis
hakkavad liilisima spoori siidamikku iimbritsevat peptidogliikaanist korteksit. Korteksi
hiidroliitisimisel hakkab spoori siidamik paisuma ning veelgi rohkem vett liigub rakku sisse.
Vee osakaalu suurenemine voimaldab ensiilimide aktiveerimist, makromolekulide siinteesi ja
metabolismi kdivitamist, kuni 16puks rakk on vdimeline jille kasvama ja paljunema (Setlow,
2008). On leitud, et ka muropeptiidid vdivad juba vdga viikeste kontsentratsioonide juures
(£1 pg/ml) indutseerida spooride idanemist. Bacillus subtilis’e spooridel on olemas
membraanseoseline Ser/Thr kinaas (PrkC), mille ekstratsellulaarses domeenis on PASTA
(penitsilliini ja Ser/Thr kinaasiga seotud) kordused. Need kordused on vajalikud
peptidogliikaani fragmentide dra tundmiseks ja sidumiseks. Kui muropeptiidid seonduvad
PrkC-ga, siis viimane fosforiileerib olulise ribosomaalse GTPaasi EF-G (elongatsiooni faktor
G) (Shah et al.,, 2008). EF-G osaleb mRNA ja tRNA translokaliseerimisel ja ribosoomide
taaskasutamisel ning seeldbi on tal oluline roll ka translatsiooni stimuleerimisel spoori
idanemisel (Shah & Dworkin, 2010). Soikeseisundis olevad spoorid sisaldavad spetsiifilisi
mRNA-sid, mida aktiivselt kasvavas ja jagunevas rakus enam ei leidu. Seega translatsiooni
taaskdivitamine vOib olla esimene biosiinteetiline samm spoori transformatsioonil
metaboolselt aktiivseks rakuks. Siiski on ebatdenidoline, et EF-G fosforiileerimise kaudu
translatsiooni kéivitamine on tdhtsaim mehhanism spoori soikeseisundist véiljumisel (Shah et
al., 2008). Hiljuti on leitud, et PrkC on vOimeline reguleerima WalRK kahekomponendilist
signaalsiisteemi. WalRK koosneb sensor kinaasist WalK ja vastuse regulaatorist WalR. WalK
autofosforiileerub ja annab fosfaatrithma edasi regulaatorvalgule WalR, mis aktiveerib voi
inhibeerib mitmete geenide ekspressiooni. Geenid, mille ekspressiooni antud
signaalsiisteemiga reguleeritakse, on koik seotud peptidoglilkaani metaboliseerimisega.
Konserveerunud WalRK regulonis olevate geenide hulka kuuluvad mitmed peptidogliikaani
hiidrolaase kodeerivad geenid. Peale WalK vdib WalR-i fosforiileerida ka PrkC. Kdige enam
mojutab PrkC WalR reguloni ekspressiooni just kasvu aeglustumisel statsionaarses faasis,
kuna selles faasis hakkab sensorkinaasi WalK aktiivsus langema (Libby ez al., 2015).
Voéimalik, et selle signaalsiisteemi kaudu modifitseeritakse rakukesta nii, et vee osakaal
spooris saab suureneda ja seelédbi kiivitatakse soikeseisundist viljumine viljumisel (Shah et

al., 2008).

Mittesporuleerivatel bakteritel on teised mehhanismid ebasoodsate elutingimuste iileelamiseks.
Nad voivad jadda VBNC (viable but nonculturable) seisundisse vOi elada stressitingimused
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iile persisteritena (Dworkin & Shah, 2010). VBNC seisundis olevad bakterid on kiill elus,
kuid nad ei kasva ega suuda moodustada uusi kolooniaid ning nende metaboolne aktiivsus on
viga madal (Oliver, 2005). Persisteriteks nimetatakse selliseid baktereid, kes on tolerantsed
mitmete antibiootikumide suhtes. See tolerantsus on tekkinud tdnu sellele, et sellised bakterid
ei kasva ega jagune, mistOttu rakuseina siinteesi voi ka translatsiooni ei toimu. Kuna mitme
antibiootikumi toimemehhanismiks on rakuseina siinteesi, transkriptsiooni, replikatsiooni voi
translatsiooni inhibeerimine, siis need antibiootikumid ei saa enam avaldada mdju bakteritele,
kus need protsessid on juba eelnevalt inhibeeritud raku enda poolt. Antibiootikumid on
kaotanud oma sihtmirgi. Vorreldes VBNC seisundis olevate bakteritega, moodustavad
persisterid ainult vdikese fraktsiooni kogu populatsioonist (Dworkin & Shah, 2010) ning kui
elutingimused paranevad, muutub ainult osa persisteritest aktiivselt kasvavateks rakkudeks.
Ulejdinud jisvad siiski persisteritena populatsioonis piisima (Balaban et al., 2004). Uheks
selliseks mittesporuleerivaks bakteriks on Micrococcus luteus, kes elutingimuste halvenedes
jaab sellisesse olekusse, kus tema metaboolne aktiivsus on vihenenud ning ta ei kasva ega
jagune enam (Mukamolova et al., 2006). 1998. aastal leiti, et peale soikeseisundist viljumist
hakkavad aktiivselt kasvavad ja jagunevad Micorcoccus Iuteus’e rakud sekreteerima
viliskeskkonda rpf (resuscitation-promoting  factor) molekule, mis voivad juba
pikomolaarsetes kogustes indutseerida iilejadnud ldheduses olevate bakterite véljumist
soikeseisundist (Mukamolova et al., 1998). Hiljem on leitud, et rpf-sarnaseid molekule
sekreteerivad ka mitmed teised gram-posititvsed G+C rikkad mittesporuleeruvad
aktinomiitseetide hdimkonda kuuluvad bakterid (Nikitushkin er al., 2016). Rpf molekulid on
ensiiimid, mis hiidroliiiisivad rakukesta ja nii vabastatakse rakukesta koosseisust
muropeptiide (Mukamolova et al., 2006; Nikitushkin et al., 2013). Hetkel ei ole veel tédpselt
selge, kuidas rpf indutseerib soikeseisundist viljumist. Kuna aktiivselt kasvavas ja jagunevas
rakus toimub iiheaegselt nii rakuseina lagundamine ja siintees, siis rpf-i peptidogliikaani
hiidroliiiisiv toime voib soikeseisundis olevas bakteris indutseerida rakuseina biosiinteesi ja
seeldbi ka raku kasvamise hakkamise. Teise hiipoteesi kohaselt on rpf valgu vahendatud
rakuseina hiidroliiiisil vabanenud muropeptiidid signaaliks soikeseisundist véljumisel. Seda
hiipoteesi toetab fakt, et niiteks rpf-i sekreteerival bakteril Mycobacterium tuberculosis on
olemas sarnaselt Bacillus subtilis’ele membraanseoseline Ser/Thr kinaas (PknB). Sellel
kinaasil on samuti olemas PASTA domeenid, mis on vOimelised dra tundma muropeptiide
(Nikitushkin er al., 2016). PknB kinaasi ekspresseeritakse korgel tasemel eksponentsiaalse
kasvu ajal ning tal on roll bakteri aktiivse kasvu ja jagunemise reguleerimisel ning raku kuju

méiéramisel (Hett & Rubin, 2008). PknB tunneb &ra just kasvavaid peptidogliikaaniahelaid
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ning tinu sellele saab ta infot selle kohta, kus tdpsemalt toimub rakuseina juurdekasv ja kuhu
on vaja suunata uusi muropeptiide. VOimalik, et PknB reageerib ka rpf-1 poolt vabastatud
muropeptiididele ja kdivitab rakus protsessid, mis on vajalikud soikseseisundist véljumiseks
(Nikitushkin efr al.,, 2016). Lisaks on ndidatud, et muropeptiidid tdepoolest indutseerivad
bakterites Mycobacterium smegmatis ja Mycobacterium tuberculosis soikeseisundist viljumist,
kuid antud katsetes ei ndidatud, et just rpf-i poolt vabastatud muropeptiidid indutseerivad

bakterite drkamist (Nikitushkin er al., 2013).

Escherichia coli on samuti mittesporuleeruv bakter, kes vdib ebasoodsad elutingimused iile
elada persisteritena (JOers et al., 2010) vdi VBNC seisundisse jdddes (Signoretto et al., 2002).
Voimalik, et tegemist iihe ja sama metaboolse seisundiga, mis on defineeritud erinevalt.
Hiljuti on meie laboris avastatud, et muropeptiidid indutseerivad ka Escherichia coli’s
soikeseisundist viljumist (Arvi Joers, avaldamata andmed). Kui baktereid kasvavad
statsionaarsesse faasi, siis toitainete ammenduses nende kasv peatub, metaboolne aktiivsus
viheneb oluliselt ning nad jddvad soikeseisundisse (Bacun-Druzina et al, 2011). Kui
statsionaarses faasis olevad bakterid viidi iile virskesse sootmesse ja neile lisati erinevates
kontsentratsioonides muropeptiide, oli n#ha, et muropeptiidide juuresolekul toimub
soikeseisundist viljumine kiiremini kui kontrolls6otmes, kuhu ei oldud lisatud muropeptiide.
Samuti leiti, et drkamiskiirus on muropeptiidide kontsentratsioonist soltuv. Mida suurem
muropeptiidide kontsentratsioon, seda kiirem on viljumine soikeseisundist (Arvi Joers,

avaldamata andmed).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmiirgid

Varasemalt on leitud, et E.coli tiivi K-12 BW25113 on vdimeline reageerima muropeptiididele
ning sellest soltuvalt kiiremini vdljuma statsionaarsest faasist ja muutuma metaboolselt
aktiivseks jagunevaks rakuks (Arvi JOers, avaldamata andmed). Seda, kuidas bakter tunneb
dra muropeptiide keskkonnast ja millise mehhanismi kaudu muropeptiidid indutseerivad

kiiremat véljumist statsionaarsest faasist, ei ole veel teada.

Kiesoleva to0 eesmirk oli identifitseerida geenid, mis on seotud muropeptiididest sdltuva

statsionaarsest faasist védljumisega.
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2.2. Materjalid ja metoodika
2.2.1 Kasutatud bakteritiived, sootmed, praimerid, puhvrid

Tabel 1. Eksperimentides kasutatud E.coli tiived

Tiivi Genotiiiip Allikas

K-12 BW25113 rruB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 Baba et al., 2006
A(rhaBAD)568 rph-1

K-12 BW25113 rruB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 Baba et al., 2006
AcpxA (Keio A(rhaBAD)568 rph-1 AcpxA

kollektsioon)

K-12 BW25113 rruB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 Baba et al., 2006
AompF (Keio  A(rhaBAD)568 rph-1 AompF

kollektsioon)

K-12 BW25113 rruB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 Baba et al., 2006
AcpxR (Keio A(rhaBAD)568 rph-1 AcpxR

kollektsioon)

K-12 BW25113 rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 Baba et al., 2006

AcpxP (Keio A(rhaBAD)568 rph-1 AcpxP

kollektsioon)

Suuremas mahus kasvatati baktereid MOPS minimaalsootmetes (Neidhardt et al., 1974), mis
sisaldasid siisinikuallikana 0,1% voi 0,2% gliitserooli (Gly) vodi 0,1% gliikkonaati (Glt).
Skriiningu 1dbinud kultuur pandi iileoks kasvama LB tardsootmetega tassidele. Gliitserooli
sdilituskultuurist voetud baktereid kasvatati koigepealt LB sootmes, enne kui nad kiilvati
edasi  MOPS  sootmesse.  Selekteerimiseks  lisati  sOOtmetesse  kanamiitsiini
16ppkontsentratsiooniga 25 pl/ml. Dihiidrofolaadi reduktaasi (DHFR) kodeerivat geeni
sisaldavates bakterites oli olemas ka plasmiid, mis sisaldas klooramfenikooli resistentsusgeeni.
Selliste bakterite selekteerimiseks lisati sootmesse lisaks kanamiitsiinile ka klooramfenikooli
16ppkontsentratsiooniga 50 pl/ml. Skriiningu ajal antibiootikumitdotluse etapi lédbiviimiseks

lisati kultuurile ampitsilliini kontsentratsiooniga 100 pg/ml.

Baktereid kasvatati temperatuuril 37 °C Sanyo loksutitel kiirusel 220 rpm. Bakterikultuuri
optilise tiheduse modtmiseks lainepikkusel 600 nm erinevatel ajahetkedel kasvatati baktereid
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samuti 37 °C juures, kuid kasv toimus 96-kannuga plaatidel BioTek Synergy™ Mx
mikrotiiterplaadilugejas.

Tabel 2. PCR reaktsioonides kasutatud praimerid

Praimeri nimi 5°— 3’ jarjestus

EZTnExt TTGGTTGTAACACTGGCAGAGC

EZTnInt AAGCTCTCATCAACCGTGGCGG

DHFR FP-1 GGCGGAAACATTGGATGCGG

DHFR FPint TCTAGAGTCGACCTGCAG

CEKG2C GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT
CEKG4 GGCCACGCGTCGACTAGTAC

Tabel 3. Eksperimentides kasutatud puhvrid

Puhvri nimi Koostis

12,5 mM 1 mM Na,HPO4*7H,0; 11,5 mM NaH,PO4* H,0; pH 5.8

naatriumfosfaatpuhver

1x TAE puhver 40 mM Tris-atsetaat, | mM EDTA, pH 8,0

2.2.2 Peptidogliikaani puhastamine ja muropeptiidide preparaadi valmistamine

Bakteritiivi (K-12 BW25112) pandi iiledoks kasvama 3 ml MOPS Gly 0,2% sodtmesse.
Jargmine pédev pandi kahte kolbi 50 ml MOPS Gly 0,2% st6det ning modlemaid inokuleeriti 1
ml iile6o kultuuriga. Baktereid kasvatati sootmes kuni OD (lainepikkusel 600 nm) oli
ligikaudu 1,5. Baktereid tsentrifuugiti 15 minutit 5000 g juures tsentrifuugis Sigma 4K15C
rootoriga 13350/11150. Supernatant valati dra, bakterid voeti iiles 10 ml deinoniseeritud vees,
viidi kokku {iihte tuubi ning lisati vett kuni 50 ml-ni. Baktereid tsentrifuugiti uuesti samadel
tingimustel, supernatant eemaldati ja bakterid voeti iiles 15 ml-s deinoniseeritud vees. Peale
kolmandat tsentrifuugimist samadel tingimustel vdeti bakterid iiles deioniseeritud vees nii, et
koguruumala oli 2,4 ml ning jéeti iiledd seisma +4 °C juurde. Kolmandal pideval lisati
bakteritele 1,6 ml 10% SDS-i (naatriumdodetsiiiilsulfaati). Seejdrel keedeti segu 30 minutit
100 kraadi juures vesivannis ning jaeti iile 60 toatemperatuurile. Neljandal pdeval keedeti
segu veel 10 minutit ning jagati siis kahte 2 ml Eppendorfi tuubi. Seejérel pesti segus olevaid
peptidogliikaane veega, et eemaldada SDS. Selleks fuugiti segu 15 minutit 13 500 g juures
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tsentrifuugis ScanSpeed mini rootoriga GRF-m2.0-12. Supernatant eemaldati, sade voeti iiles
2 ml deioniseeritud vees ning viidi 1ibi uus tsentrifuugimine. Selliseid pesemise etappe tehti 5
korda. Viimased 3 pesu tehti deioniseeritud vee asemel 12,5 mM naatriumfosfaadipuhvris.
Peale viimast pesemist suspendeeriti modlemas Eppendorfi tuubis sade 450 pl-s

naatriumfosfaadipuhvris.

Saadud suspensioon sisaldas peamiselt peptidogliikaane. Muropeptiidide saamiseks oli vaja
peptidogliikaane enstimaatiliselt toodelda. Selleks lisati iihele peptidogliikaani sisaldavale
segule 200 pl-s naatriumfosfaadipuhvris lahustatud mutanoliisiini (>4000 tihikut/mg, Sigma-
Aldrich). Teine segu jdi ensliimtodtluseta ja kasutati kontrollina. Peale ensiilimtootlust
inaktiveeriti ensiiiim, hoides reaktsioonisegu 20 minutit temperatuuril 80 °C Biosan CH-100

termostaadil.

2.2.3 Plaadikatse lahjendusreaga

Tépne muropeptiidide kontsentratsioon saadud preparaadis ei ole teada ning erinevad
eelkirjeldatud meetodil valmistatud preparaadid vodivad sisaldada erineval hulgal
muropeptiide. Et umbkaudu teada saada, kui palju on vaja muropeptiidide preparaati kasutada
bakterite kiiremaks véljutamiseks statsionaarsest faasist, tuli teha muropeptiidide
lahjendusreaga plaadikatse. Selleks kasvatati K-12 BW25113 tiive baktereid 4 pideva 5 ml
MOPS Gly 0,1% sootmes. Baktereid tsentrifuugiti 15 minutit 5000 g juures tsentrifuugis
Sigma 4K15C rootoriga 13350/11150. Supernatant eemaldati ning bakterid suspendeeriti 10
ml virskes MOPS Gly 0,1% so6tmes. Seejdrel voeti 96-kannuga mikrotiiterplaat, mille dértes
olevatesse kannudesse lisati 200 pl vett. Mikrotiiterplaadil testiti erinevaid muropeptiidide
kontsentratsioone. Kannudesse lisati 100 pl statsionaarsete bakterite suspensiooni ja igasse
kannu lisati erinevates kontsentratsioonides muropeptiidi preparaate. Negatiivse kontrollina ei
lisatud s66tmesse midagi ning positiivse kontrollina lisati so6tmesse 3 pl Bacillus subtilis’est
parit muropeptiide. Statsionaarsest faasist véljumist jalgiti kultuuri OD-e muutuse
vaatlemisega ajas lainepikkusel 600 nm BioTek Synergy™ Mx mikrotiiterplaadilugejas. Kui
statsionaarse faasi rakud muutuvad uuesti metaboolselt aktiivseks, siis nad suurenevad
modtmetelt mOnevorra ja hakkavad jagunema. Kui rakkude hulk suureneb kultuuris, suureneb
ka kultuuri optiline tihedus. Seega saab optilise tiheduse jdlgimisega ajas méérata, millal on

bakterid statsionaarsest faasist viljunud ja hakanud uuesti aktiivselt jagunema.
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2.2.4 Statsionaarsest faasist viljumisel muropeptiidele mittereageerivate bakterite
skriining

Skriinimisel kasutati kahte erinevat transposoonmutageneesiga loodud E.coli tiive K-12
BW25113 bakterite raamatukogu. Esimeses raamatukogus olevad bakterid sisaldasid
pETgfpAGGAGG(3) plasmiidi ning selle raamatukogu loomisel kasutati EZ-Tn5™ <DHFR-
1>Tnp Transposome™ Kit-i (Epicentre Biotechnologies). Raamatukogu loomisel
inserteerusid DHFR resistentsusgeeniga EZ-TnS transposoonid (joonis 4) juhuslikesse
kohtadesse bakteri genoomis ning nii loodi terve hulk erinevaid bakteri kloone, kus
transposooniga oli katkestatud juhuslikud geenid. Keskmiselt katkestas iiks transposoon iihe
geeni ainult ithes rakus. Teises raamatukogus olevad bakterid ei sisaldanud plasmiide ning
raamatukogu  konstrueeriti  kasutades EZ-Tn5S™<KAN-2>Tnp Transposome™  Kit-i
(Epicentre Biotechnologies), milles transposoonid sisaldasid selekteerimiseks vajalikku
kanamiitsiini kodeerivat geeni (joonis 4). Esimese raamatukogu tegi Arvi Joers ja teise Vallo

Varik TU tehnoloogiainstituudist Tanel Tensoni grupist.
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- >
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Joonis 4. Transposoonraamatukogude Kkonstrueerimisel kasutatud transposoonid.
Kanamiitsiini resistentsusgeeniga transposoon sisaldas praimerite EZTnExt ja EZTnInt
seondumissaite ning dihiidrofolaadi reduktaasi kodeeriva geeniga transposoon sisaldas
praimerite DHFR FP-1 ja DHFR FPint seondumissaite.

Skriiningu eesmirk oli 14bi selektsiooni suurendada nende bakterite hulka kultuuris, milles oli
transposooniga katkestatud sellised geenid, mis on olulised muropeptiidide dratundmiseks ja
sellest soltuvalt kiiremaks statsionaarsest faasist viljumiseks. Raamatukogud olid olemas
gliitserooli sdilituskultuuridena. Sealt voeti baktereid ja pandi LB s60tmetesse kasvama, kuni
OD 600 nm juures oli vahemikus 0,5-0,7. LB kultuuridest tehti 1/1000 lahjendused MOPS
Gly 0,1% sootmetesse ja baktereid kasvatati nendes sootmetes 4 paeva. Peale seda viidi 1 ml

kultuuri 15 ml-sse tuubi ja baktereid fuugiti 10 minutit 5000 g juures tsentrifuugis Sigma
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4K15C rootoriga 13350/11150. Supernatant valati dra, rakud voeti iiles 2 ml virskes MOPS
Gly 0,1% sootmes, kuhu oli lisatud 40 pl muropeptiidide preparaati. Suspensioon viidi
tuubidest iile kolvidesse ja bakteritel lasti kasvada 4 tundi. Peale seda tehti ampitsilliinit6otlus.
Selleks lisati kultuurile ampitsilliini 10ppkontsentratsiooniga 100 pug/ml ja lasti sellel mojuda
tund aega, samal ajal kui bakterid loksutil olid. Peale antibiootikumitostlust bakterid
tsentrifuugiti 10 minutit 5000 g juures tsentrifuugis Sigma 4K15C rootoriga 13350/11150,
supernatant valati dra ja rakud suspendeeriti 10 ml vidrskes MOPS Gly 0,1% sootmes.
Baktereid kasvatati jille 4 pieva MOPS Gly 0,1% sootmes ja ring algas otsast peale. Selliseid
skriiningu etappe tehti kokku 4 korda.

2.2.5 Arb-PCR

Arb-PCR-1  kasutati  EZ-Tn5  transposooni  insertsioonikohtade  tuvastamiseks
transposoonraamatukogust pirit bakterite genoomis. Arb-PCR-iga amplifitseeriti DNA 10ike,
mis sisaldasid transposooni otsapoolset jirjestust ja transposooniga kiilgnevat bakteri

genoomset jdrjestust (joonis J).
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Joonis 5. Ulevaade arb-PCR-ist. Transposoon on joonisel kujutatud ristkiilikuna, mille
otstes on kolmnurgad. Esimeses ringis PCR-is kasutatakse kahte praimerit. Uhe praimeri
seondumissait on transposooni sees (tumesinine nool). Teine praimer on semidegeneratiivne
(punane/roosa nool). Praimeri 5° ots on spetsiifilise jarjestusega ning 3’ ots on sellise
jarjestusega, mis lubab praimeril seonduda erinevatesse piirkondadesse bakteri genoomis.
Esimesest PCR-1 reaktsioonist saadud produkte kasutatakse matriitsina teise ringi PCR-is.
Teise ringi PCR on vajalik selleks, et kindlustada, et amplifitseeritavad DNA 16igud on pirit
transposooni kdorvalt. Teisel ringil kasutatakse kahte uut praimerit. Uks praimer seondub
transposooni otsa jdrjestusele (helesinine nool), teine praimer on identne esimeses tiirus
kasutatud semispetsiifilise praimeri 5’ jarjestusega ja seondub matriitsi otsjdrjestusega (roosa
nool). Arb-PCR-i tulemusena saadakse DNA 10igud, mis sisaldavad osaliselt transposooni
jarjestust ja osaliselt bakteri genoomset jérjestust (Das et al., 2005, kohandatud).

Antud katses amplifitseeriti DNA 16ike ainult iihelt poolt transposooni. PCR-i reaktsioonisegu
16ppmaht oli 20 pl. Segu sisaldas 0,2 mM dNTP-e, 1x B puhvrit (Solis BioDyne), 0,5 uM
transposooni jirjestusega seonduvat praimerit, 0,5 pM bakteri genoomse jirjestusega
seonduvat praimerit, 2 mM MgCl,, SU Taq poliimeraasi (Solis BioDyne), baktereid ja

ilejaanud mahus Milli-Q vett.

Esimeses PCR-i tiirus lisati reaktsioonisegule praimerid EZTnExt ja CEKG2C juhul, kui

segus olevad bakterid olid pirit kanamiitsiini resistentsusgeeniga transposoonraamatukogust.
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Reaktsioonisegusse lisati praimerid FP-1 ja CEKG2C juhul, kui PCR-i segus olevad bakterid

olid périt plasmiidiga bakteritega loodud transposoonraamatukogust.
Esimese ringi PCR koosnes kahest etapist ja see viidi 1ibi jargmistel tingimustel
I.  Esimene etapp: touch down PCR, kokku 5 tsiiklit
1. DNA denaturatsioon 95 °C 30 sekundit

2. Praimeri seondumine matriitsile 44 °C kuni 36 °C 30 sekundit (esimeses tsiiklis oli
temperatuur 44 °C ja viimases tsiiklis 36 °C, iga tsiikliga alandati temperatuuri 2 °C

vorra)
3. DNA siintees 72 °C 90 sekundit
II.  Teine etapp: kokku 30 tsiiklit
1. DNA denaturatsioon 95 °C 30 sekundit
2. Praimeri seondumine matriitsile 44 °C 30 sekundit
3. DNA siintees 72 °C 2 minutit

Touch down PCR-i etapis muudeti praimeri seondumise faasis temperatuur jirjest
madalamaks selleks, et semidegeneratiivne praimer kindlasti seonduks erinevatesse
kohtadesse bakteri genoomses DNA-s. Madalamatel temperatuuridel praimerite

seondumisspetsiifilisus viheneb ja DNA jirjestuses on rohkem kohti, kuhu ta v6ib seonduda.

Teise ringi PCR-is kasutati kanamiitsiini resistentsusgeeniga rakkude puhul praimereid

EZTnInt ja CEKG4 ning plasmiidiga rakkude puhul praimereid FP-int ja CEKG4.
Teise ringi PCR koosnes 30 tsiiklist ja see viidi ldbi jargmistel tingimustel
1. DNA denaturatsioon 95 °C 30 sekundit

2. Praimeri seondumine matriitsile 54 °C vdi 60 °C 30 sekundit (kui reaktsioonisegusse
lisati praimerid EZTnInt ja CEKG4, siis oli temperatuur 60 °C, ning praimerite FP-int
ja CEKG4 puhul oli temperatuur 54 °C)

3. DNA siintees 72 °C 2 minutit
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2.2.6 Geelelektroforees

PCR-i produkte analiiiisiti geelelektroforeesil. Selleks valmistati 1,2% agaroosgeel, mis
sisaldas etiidiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,5 pg/ml. Geel asetati foreesivanni ning
sinna valati 1XTAE puhvrit. Proovidele lisati 3 pl foreesiviarvi (DNA Gel Loading Dye 6X,
ThermoFisher Scientific) ja segud kanti agaroosgeelile. PCR-i produktides olevate DNA
fragmentide umbkaudseks suuruse médramiseks kanti geelile ka DNA markerit (GeneRuler 1
kb Plus DNA Ladder, ThermoFisher Scientific). Geelelektroforees toimus 40 minutit pingel 95

volti. Hiljem visualiseeriti DNA fragmendid UV valguses.

2.2.7 DNA puhastamine geelist ja sekveneerimine

DNA puhastamiseks geelist kasutati GEL/PCR Purification Mini Kit’i (Favorgen) ja Smarter

Nucleic Acid Sample Preparation kit’i (Stratec).

DNA fragmentide sekveneerimiseks kasutati Eesti Biokeskuse tuumiklabori teenust.
Tuumiklaboris kasutatakse sekveneerimise ldbiviimiseks firma Applied Biosystems
kapillaarsekvenaatoreid (Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer ja Applied Biosystems
3730x1 DNA Analyzer).
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2.3. Tulemused
2.3.1 MP mittereageerivad mutandid transposooni raamatukogust

Enne skriinimist tehti drkamiskatse, et leida optimaalne aeg ampitsilliintootluse tegemiseks.
Selleks kasvatati baktereid 4 pieva MOPS Gly 0,1% so6tmes, mille jdrel viidi bakterid uuesti
virskesse sodtmesse ning suspensioon jagati kahe katseklaasi vahel. Uhte katseklaasi lisati
muropeptiide, teise peptidogliikaane. Iga tunni aja tagant 8 tunni jooksul vdeti osa
kultuuridest vilja ja moddeti kultuuride optilisi tihedusi. Nii saadi kaks erinevat kasvukdverat,
kus vdis ndha, millal drkasid bakterid muropeptiidide juuresolekul ja millal peptidogliikaanide
juuresolekul. Ampitsilliinitootluseks valiti aeg, millal muropeptiididega kultuuri OD oli
hakanud tdusma, samal ajal kui .peptidogliikaanidega kultuuri OD oli veel piisivalt madalal

tasemel.

Skriinimisel kasvatati bakterid MOPS Gly 0,1% so6tmes 4 péaeva. Kui bakterid viia uuesti
virskesse soOtmesse, hakkavad elluyjddnud bakterid taas kasvama ja jagunema.
Muropeptiidide lisamisel sootmesse viljusid osad bakterid kiiremini statsionaarsest faasist kui
ilejadnud. Voimalik, et osades hilisemates &drkajates oli transposoon katkestanud selliseid
geene, mis on vajalikud muropeptiidide dratundmiseks ja sellest soltuvalt kiiremaks kasvu ja
jagunemise taasalustamiseks. Ampitsilliinitootlus tehti sellisel ajahetkel, kus muropeptiididele
reageerivad bakterid olid juba alustanud statsionaarsest faasist véljumist, samal ajal kui
muropeptiididele mittereageerivad bakterid olid eeldatavalt alles mittekasvavas olekus. Nii
elimineeriti osad muropeptiididele reageerivad bakterid. Ampitsilliintootlusega ei suudetud
elimineerida selliseid baktereid, mis voisid kiill dra tunda muropeptiide, kuid kellel liks
kauem aega oma metabolismi timberkorraldamiseks ja aktiivselt jagunevaks rakuks
muutumiseks. Sellised rakud elimineeriti siis, kui bakterid viidi uuesti virskesse soOtmesse
ning kasvatati jélle statsionaarsesse faasi. Selle perioodi jooksul oli eelis nendel rakkudel, kes
drkasid kiiremini iiles. Kui liiga aeglaselt statsionaarsest faasist viljuvad rakud 16puks iiles
drkasid, moodustasid suurema osa kultuurist kiiremate drkajate populatsioonid. Samuti oli
enamus toitaineid kiiremate drkajate poolt dra tarbitud ning seetdttu mitmed aeglasemad
drkajad ei saanud aluse panna oma populatsioonidele. Pdrast mitut skriiningu etappi
moodustasid eeldatavalt suurema osa kultuurist need bakterid, milles olid transposoonid

katkestanud muropeptiididest sdltuva statsionaarsest faasist viljumiseks vajalikud geenid.

Uurimaks, kas skriining oli edukas, tuli teha plaadikatse muropeptiidide ja peptidogliikaanide

juuresolekul ja vaadata, millised transposoonraamatukogust périt kloonid ei reageeri
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muropeptiididele statsionaarsest faasist véaljumisel. Selleks kiilvati skriiningu ldbinud kultuur
LB agarplaadile. Jargmisel pédeval valiti agarplaadilt juhuslikult 29 kolooniat (14 iihest ja 15
teisest raamatukogust). Nendega viidi 1dbi katse, kus testiti, kas muropeptiidid mojutavad
valitud kloonide statsionaarsest faasist viljumise kiirust vOi mitte. Katsete tulemusena leiti
kolm klooni, mille puhul oli muropeptiidide mdju statsionaarsest faasist viljumise kiirusele

palju viiksem vorreldes wt tiivega (joonis 6).

wt tiivi Kloon 1
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Joonis 6. Skriiningu kiigus leiti kolm klooni, millele muropeptiidid ei avaldanud nii
suurt méju nagu wt tiivele. Skriiningu 1dbinud kultuurist valiti juhuslikud kloonid ja viidi
1abi drkamiskatse. Kasvusootmele lisati muropeptiide (5 pl muropeptiidide preparaati 100 pl
kultuuri kohta). Negatiivsele kontrollile e1 lisatud s6otmesse midagi. Statsionaarsest faasist
véljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jargi ajas.

2.3.2 Transposoonide insertsioonide asukohad mutantsete kloonide genoomis

Arb-PCR-iga saadi DNA fragmendid, mis sisaldasid tihes otsas transposooni jirjestust ja
teises otsas klooni genoomset jirjestust. Erinevate DNA fragmentide lahutamiseks viidi ldbi

geelelektroforees. Esimesel geelelektroforeesil oli DNA hidgu geelis palju (see tihendab, et
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PCR-iga saadi palju erineva suurusega DNA fragmente). Seetottu Idigati DNA fragmentide
rikkamad osad geelist vilja, DNA puhastati geelist, viidi 14bi uus arb-PCR (ainult teine arb-
PCR-i ring) ja uus geelelektroforees. Lopuks saadi 500 kuni 2000 aluspaarised DNA

fragmendid (joonis 7), mis puhastati geelist ja viidi sekveneerimiseks Eesti Biokeskuse

tuumiklaborisse.
Kloon 1 DNA
marker

|
', <—==5000 bp
- gt o ~7— 1500 bp

e AL ™

<=Z—500 bp
Kloon 2 Kloon 3

DNA
S, ' marker

<=15000 bp
| . -_

1 <7=—11500 bp

(] ES] W]

GRS

I——'I <=—1500 bp

Joonis 7. Geelelektroforeesil lahutatud DNA fragmendid. Joonisel on kujutatud teistkordse
geelelektroforeesi tulemusi. Kastiga on iimber tdmmatud nendele bindidele, mis 1digati
geelist vilja ja millest puhastati DNA fragmendid, mis viidi sekveneerimiseks Eesti
Biokeskuse tuumiklaborisse.

Sekveneerimistulemusi analiilisiti programmis SnapGene. Kuna transposoonide jirjestus oli
eelnevalt teada, sai tdpselt méddrata, kus 10ppes transposooni jérjestus ja kus algas genoomne

jarjestus. Referentsjarjestuseks voeti bakteri E.coli tive BW25113 kogu genoomi jérjestus
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ning otsiti, milliste geenide jarjestusse kuuluvad sekveneeritud PCR-i fragmentide genoomsed
jarjestused. Leiti, et kloonides 2 ja 3 oli transposoon katkestanud geeni ompF. Katkestus
toimus samas geenis, kuid erinevates kohtades. Kloonis 1 oli transposoon inserteerunud geeni

cpxA.

2.3.3 KEIO kollektsioonist piarit mutantide Arkamiskineetika

Keio kollektsioon on komplekt E.coli K-12 BW25113 tiive mutante, kus igas mutandis on iiks
mitteolulistest (nonessentials) geenidest deleteeritud (Baba et al., 2006). KEIO kollektsioonist
valiti vilja mutandid, mille genoomist olid deleteeritud geenid ompF ja cpxA, ja nendega viidi
labi drkamiskatse, kus sai ndha antud geenide deleteerimise mdju drkamiskineetikale erinevate
muropeptiidide kontsentratsioonide juuresolekul. Arkamiskatse erines algsest lahjendusreaga
plaadikatsest mitme tunnuse poolest. Esiteks oli mikrotiiterplaadil vahetult enne OD muutuse
jalgimise algust igas kannus 2-kordse lahjenduse asemel 20-kordne bakterite suspensiooni
lahjendus. Teiseks tehti siisinikallika vahetus. Baktereid kasvatati statsionaarsesse faasi 4
pdeva MOPS Gly 0,1% sootmes, kuid peale tsentrifuugmist voeti rakud iiles MOPS Glt 0,1%
s0otmes lles ning muropeptiidide lahjendusrida tehti samuti MOPS Glt 0,1% so6tmesse.
Suurema lahjenduse tegemine ja siisinikuallika vahetamine aeglustavad bakterite viljumist
statsionaarsest faasist ning seetdottu on muropeptiidide efekt drkamisel selgemini nihtav.
Kolmandaks sisaldas kdige suurema muropeptiidide kontsentratsiooniga kann mitte 5 pl, vaid
4 ul muropeptiidide preparaati, ning iga jargnev kann sisaldas poole vihem muropeptiide kui

talle eelnev kann.

Wt tiives (joonis 8) viljusid bakterid statsionaarsest faasist erinevatel kiirustel, soltuvalt sellest,
kas sootmesse oli lisatud erinevates kontsentratsioonides muropeptiide voi peptidogliikaane.
Peptidogliikaani juuresolekul oli bakterite &drkamine aeglaseim ja mida korgem oli
muropeptiidide  kontsentratsioon  kasvusootmes, seda kiiremini véljusid bakterid
statsionaarsest faasist. ompF mutandis (joonis 9) reageerisid bakterid muropeptiididele, kuid
ainult siis, kui muropeptiide oli kasvusootmes piisaval hulgal. Madalamad muropeptiidi
kontsentratsioonid (< 1 pl muropeptiidide preparaati 100 pl kultuuri kohta) ompF mutandile
moju ei avaldanud, samal ajal kui wr tiivel oli erinevus kontrollist veel detekteeritav. cpxA
mutandil (joonis 10) oli drkamiskineetika kohati sarnane ompF mutandi omaga - madalamad
muropeptiidide kontsentratsioonid (< 1 ul muropeptiidide preparaati 100 pl kultuuri kohta) ei
avaldanud moju  statsionaarsest faasist  viljumisele. Korgemad muropeptiidide

kontsentratsioonid (= 2 pl muropeptiidide preparaati 100 pl kultuuri kohta) suutsid kiirendada
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cpxA mutandi drkamist. ¢pxA geeni deleteerimisel oli muropeptiidide mdju statsionaarsest

faasist védljumisele vihenenud rohkem kui geeni ompF deleteerimisel.

wt

0,21
0,19
0,17
0,15
0,13
0,11
0,09 *
0,07
0,05
6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00
Aeg (h)
—+—MP (4 pl) —=—MP (2pl) —+—MP (1pl) MP (0,5pl) —#—MP (0,25pul) —e—MP (0,125pl) ——Peptidogliikaan (4 pl)

0D600

Joonis 8. wt tiive drkamiskineetika erinevate muropeptiidide kontsentratsioonide ja
peptidogliikkaani juuresolekul. Lithend MP tidhendab muropeptiide. Joonisel on toodud
muropeptiidide ja peptidoglitkaani preparaatide kontsentratsioonid 100 pl kultuuri kohta.
Statsionaarsest faasist véaljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jirgi ajas. Antud katset
on korratud 3 korda. Joonisel on esitatud representatiivne tulemus.

ompF-

0,21
0,19
0,17
0,15
0,13
0,11
0,09
0,07
0,05
6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00
Aeg (h)
—+—MP (4 pl) —=—MP (2ul) —+—MP (1pl) MP (0,5ul) —~—MP (0,25pl) —e—MP (0,125ul) —— Peptidoglikaan (4 pl)

OD600

Joonis 9. ompF mutandi drkamiskineetika erinevate muropeptiidide kontsentratsioonide
ja peptidogliikaani juuresolekul. Liithend MP tihendab muropeptiide. Joonisel on toodud
muropeptiidide ja peptidogliikaani preparaatide kontsentratsioonid 100 pl kultuuri kohta.
Statsionaarsest faasist véaljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jirgi ajas. Antud katset
on korratud 3 korda. Joonisel on esitatud representatiivne tulemus.
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Joonis 10. cpxA mutandi Arkamiskineetika erinevate muropeptiidide kontsentratsioonide
ja peptidogliikaani juuresolekul. Liithend MP tihendab muropeptiide. Joonisel on toodud
muropeptiidide ja peptidogliilkaani preparaatide kontsentratsioonid 100 pl kultuuri kohta.
Statsionaarsest faasist véaljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jirgi ajas. Antud katset
on korratud 3 korda. Joonisel on esitatud representatiivne tulemus.

2.3.4 CpxRA signaalsiisteemi mutantide drkamiskineetika.

CpxA geeni poolt kodeeritud valk on osa CpxRA kahekomponendilisest signaalsiisteemist,
kuhu kuuluvad ka geenide cpxR ja cpxP poolt kodeeritud valgud (Fleischer et al., 2007). Et
uurida, kas ka teistel Cpx siisteemi geenidel on roll muropeptiididest sdltuva statsionaarsest
faasist véljumisele, voeti KEIO kollektsioonist mutandid, millest oli deleteeritud geenid cpxR
ja cpxP, ja viidi labi drkamiskatse. Katsetest leiti, et cpxP geeni deleteerimisel (joonis 11) on
muropeptiidide moju drkamisdiinaamikale sarnane wt tiivele. Kui muropeptiidide preparaadi
kontsentratsioon oli 1 pl voi rohkem 100 pl kultuuri kohta, oli drkamine kiirem vorreldes
drkamisega peptidogliikaani juuresolekul. Kui muropeptiidide preparaadi kontsentratsioon oli
vaiksem kui 0,5 pl 100 pl kultuuri kohta, siis drkamiskiirus ei erinenud oluliselt kontrollist
(peptidogliikaani juuresolekul drkamiskiirusest). cpxR geeni deleteerimisel (joonis 12) oli
drkamiskineetika vdhemalt sama hea kui wr tiivel. Mida korgem oli muropeptiidide

kontsentratsioon, seda kiiremini toimus ka drkamine.
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Joonis 11. cpxP mutandi drkamiskineetika erinevate muropeptiidide kontsentratsioonide
ja peptidogliikaani juuresolekul. Liithend MP tihendab muropeptiide. Joonisel on toodud
muropeptiidide ja peptidogliikaani preparaatide kontsentratsioonid 100 pl kultuuri kohta.
Statsionaarsest faasist véaljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jirgi ajas. Antud katset
on korratud 3 korda. Joonisel on esitatud representatiivne tulemus.

cpxR-
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0ODe600

Joonis 12. ¢pxR mutandi #drkamiskineetika  erinevate = muropeptiidide
kontsentratsioonide ja peptidogliikaani juuresolekul. Liihend MP tihendab muropeptiide.
Joonisel on toodud muropeptiidide ja peptidogliikaani preparaatide kontsentratsioonid 100 pl
kultuuri kohta. Statsionaarsest faasist véljumist jalgiti OD 600 nm juures suurenemise jirgi
ajas. Antud katset on korratud 3 korda. Joonisel on esitatud representatiivne tulemus.
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2.4. Arutelu

Oma magistritdoos iiritasin ma identifitseerida geene, mis on seotud muropeptiididest sdltuva
statsionaarsest faasist viljumisega bakteris Escherichia coli. Varasemalt on meie laboris
testitud, kas muropeptiidid voiksid toimida 1dbi teadaolevate  muropeptiidide
metaboliseerimise radade kaudu, kuid leiti, et need rajad ei ole seotud kiirema drkamisega
(Marta Pereira, Arvi Joers, avaldamata andmed). Kiirema statsionaarsest faasist véljumise
indutseerimine toimub hetkel veel teadmata signaaliraja kaudu. Kiesoleva todga lootsingi

saada rohkem teada antud signaalirajast.

Cpx signaalirada (joonis 13) on kahekomponentne signaalitransduktsiooni siisteem, mille
kaudu tajutakse stressitingimustes kuhjunud valesti voltunud rakumembraanist périt valkude
hulga suurenemist periplasmas ning kiivitatakse vastavad reparatsioonimehhanismid. Cpx
regulatsioonisiisteemi  kuulub transmembraanne sensorkinaas CpxA, mis koosneb
periplasmaatilisest domeenist ja konserveerunud tsiitoplasmaatilisest signaliseerimise
domeenist. CpxA on voimeline autofosforiileeruma ja kandma fosfaatrilhma ile vastuse
regulaatorvalgule — CpxR-ile. CpxR-P aktiveerib voi ka inhibeerib mitmete geenide
transkriptsiooni (DiGiueseppe & Silhavy, 2003). Peamiselt aktiveeritakse nende geenide
transkriptsioon, millelt kodeeritakse periplasmas olevate valesti pakitud valkude
elimineerimiseks vajalikke chaperone ja proteaase, ning inhibeeritakse nende geenide
transkriptsioon, mis kodeerivad mitmeid mahukaid ja energiakulukaid valgulisi
membraanikomplekse (Raivio, 2014). Lisaks on leitud, et CpxR-P mdjutab ka sisemise
membraani valke, peptidogliikaani metaboliseerivaid ensiiiime ja muid rakulisi regulaatoreid
kodeerivate geenide ekspressiooni (Vogt & Raivio, 2012). CpxA aktiivsust reguleerib
periplasmaatiline valk CpxP. Kui CpxP valk on seondunud CpxA periplasmaatilise domeeniga,
on CpxA autokinaasne aktiivsus maha surutud. CpxA kiitub sellisel juhul fosfataasina ja
kataliiiisib CpxR-P defosforiileerimist (Fleischer et al., 2007). Kui aga periplasmas hakkavad
stressi  olukorras akumuleeruma valesti pakitud valgud, seondub CpxP nendega ning
periplasmas olev DegP proteaas degradeerib tekkinud CpxP-valk kompleksid. CpxP
degradeerimisel ei ole CpxA autokinaasne aktiivsus enam inhibeeritud ning ta voib
autofosforiileeruda ja kanda fosfaatriihma iile regulaatorvalgule CpxR (Vogt & Raivio, 2012).
Cpx signaalirada voib aktiveerida ka adhesioonil hiidrofoobsetele pindadele vilismembraani-
seoseline lipoproteiin NIpE (Otto & Silhavy, 2002), kuid aktivatsiooni tdpne mehhanism ei

ole teada.
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Joonis 13. Ulevaade Cpx signaalirajast bakteris Escherichia coli. Mitte-stimuleeritud
olekus (vasakpoolne diagramm) kditub CpxA fosfataasina ning hoiab vastuse regulaatorit
CpxR defosforiileeritud olekus. Sellisena on CpxR inaktiivne. CpxP inhibeerib CpxA
aktivatsiooni, toendoliselt ldbi otsese kontaki. Cpx signaalirada vOidakse stimuleerida mitmel
viisil (mérgitud siniste nooltega). Bakteri adhesioonil hiidrofoobsele pinnale aktiveerib
vilimine membraani lipoproteiin NIpE CpxA kinaasse aktiivsuse ning kéivitab seeldbi Cpx
signaalsiisteemi. Kui periplasmas kuhjuvad valesti voltunud valgud, siis aktiveeritakse samuti
CpxA kinaasne aktiivsus ldbi inhibiitorvalgu CpxP degradeerimise. Teatud kasvu ja
tsentraalse metabolismiga seotud signaalide kaudu vdidakse CpxR fosforiileerida ja
aktiveerida ka ilma CpxA kaasabita. Stimuleeritud olekus (parempoolne diagramm)
degradeerib proteaas DegP inhibiitormolekuli CpxP, CpxA autofosforiileerub ja annab
fosfaatriihma edasi regulaatorvalgule CpxR, mis seondub DNA-ga, et reguleerida erinevate
geenide transkriptsiooni. Ulesreguleeritud geenid on miitgitud roheliselt ja allareguleeritud
geenid punaselt (Vogt & Raivio, 2012; kohandatud).

Kiesolevas t60s leiti, et CpxA valku kodeeriva geeni deleteerimisel on muropeptiidide moju
statsionaarsest faasist viljumisele viahenenud, kuid CpxP ja CpxR valke kodeerivate geenide
deleteerimisel tundlikkus muropeptiidide suhtes ei vidhene. CpxA puudumisel vdib CpxR
saada fosfaatrithma ka atsetiiiil-fosfaadist, mida toodavad ensiitimid fosfotransatsetiilaas ja

atsetaatkinaas atsetiiiil-CoA-st. Seega ei ole CpxA kinaasne aktiivsus tingimata vajalik, et
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fosforiileerida CpxR-i (Wolfe et al, 2008). Kuna CpxA voib kiituda fosfataasina ja

defosforiileerida CpxR-i ning seeldbi inhibeerida CpxR mdju erinevate geenide
ekspressioonile (Fleischer et al., 2007), siis CpxA puudumisel vdib CpxR-P hulk suureneda

ning bakteris on isegi stressi puudumisel stressivastuse rajad aktiveeritud. CpxR-P inhibeerib
mitmeid geene, mis kodeerivad erinevaid rakupinnal olevaid valgulisi komplekse, nagu
nditeks piilid ja viburid (Vogt & Raivio, 2012), OmpF poriinid (Batchelor et al., 2005) ja
muud transporterid (Raivio et al, 2013). Voimalik, et bakteris Escherichia coli on olemas
hetkel veel tundmatu pinnaretseptor, mis tunneb dra muropeptiide ekstratsellulaarses ruumis
ja kéivitab statsionaarsest faasist vdljumise mehhanismid. CpxR-P vOib inhibeerida energia

sadstmiseks ka selliste retseptorite ekspressiooni ning seetdttu vihenebki muropeptiidide

moju statsionaarsest faasist viljumise kiirusele cpxA mutandis.

Sarnaselt cpxA tiivele peaks ka cpxP tiives olema CpxR pidevalt aktiivne ja mdjutama
muropeptiidide toimet. Fakt, et seda katses nédha ei ole, viitab vdimalusele, et ainult cpxP
deleteerimisest ei piisa CpxR aktiveerimiseks ja eksisteerivad muud mehhanismid CpxA-

CpxR reguleerimiseks.

Cpx signaalsiisteemi aktiveerimisel inhibeerib CpxR-P erinevaid transportereid kodeerivate
geenide ekspressiooni (Raivio et al., 2013). Cpx siisteem reguleerib ka mitmeid muid
protsesse, mis moduleerivad rakuseina stabiilsust — ristsidemete arvu suurendamist
peptidogliikaanis ja peptidogliikaankihi kindlamat sidumist vélimise membraani kiilge
(Surmann et al., 2016). Selliste muudatuste tagajdrjel voib rakuseina poorsus viheneda. Kui
rakuseina poorsus ja transporterite arvukus viheneb, siis on voimalik, et muropeptiidid lihtsalt
el paiase rakku ega saa indutseerida rakkude kasvamahakkamist. Kui ¢pxA mutandis on Cpx
signaalsiisteem pidevalt aktiivne, isegi stressi puudumisel, siis see vOib seletada, miks just
cpxA-d kodeeriva geeni deleteerimisel muropeptiidide mdju mutantide drkamiskiirusele on

vihenenud.

Kiesolevas t60s leiti skriinigu kdigus lisaks katkestatud cxpA geeniga kloonidele ka sellised
kloonid, kus oli transposooniga katkestatud ompF geen. OmpF (outer membrane protein F)
on iiks hiidrofiilsetest pooridest raku vilimises membraanis, mis lubab viiksemate toitainetel
ja signaalmolekulidel péddseda periplasmaatilisse ruumi. OmpF poriin  koosneb
periplasmaatilisel poolel olevast 8 lithikesest B-juuksendela struktuurist ja ekstratsellulaarsel
poolel olevast 8 pikast irregulaarsest loop struktuurist, mis on omavahel seotud

antiparalleelsete B-ahelatega (kokku 340 aminohapet). Poriini saavad ldbida ainult vdiksemad
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kui 600 Da suurused molekulid (Kefala et al., 2010). On leitud, et need E.coli mutandid,
millel ei ekspresseerita vilimisel membraanil ompF poriine, on osade [B-laktaamide (sh
ampitsilliini) suhtes resistentsed (Harder ef al., 1981). See vdib seletada, miks minu skriini
kidigus suurenes nende kloonide hulk kultuuris, kus transposoon oli katkestanud ompF geeni,
kuid hilisemas katsetes ompF mutandid ikkagi reageerisid muropeptiididela sarnaselt wt-ga.
Skriinimise kdigus elimineeriti ampitsilliiniga need kloonid, mis reageerisid muropeptiididele
ja mis hakkasid seetottu kiiremini kasvama. OmpF geenikatkestusega kloonid vaisid kiill
reageerida muropeptiididele ja varem kasvama hakata, aga kuna nad olid ampitsilliini suhtes

vihem tundlikud, siis neid ei elimineeritud skriinimise faasis.

Edaspidises t60s tuleks jdtkata nende geenide identifitseerimist, mis vdivad olla seotud
muropeptiidide &dratundmisega ja sellest soltuvalt statsionaarsest faasist véljumise

indutseerimisega.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva to6 eesmirk oli identifitseerida geenid, mis on seotud muropeptiididest sdltuva
kiirema statsionaarsest faasist viljumisega. Skriiningu kdigus leiti kolm Escherichia coli
klooni, millele muropeptiidid ei avaldanud enam nii suurt moju drkamiskiirusele vorreldes wt
tiivega. Nendes kloonides olid katkestatud geenid cpxA ja ompF. Edasistes katsetes leiti, et
ompF geeni deleteerimisel avaldavad muropeptiidid mdju drkamiskiirusele ainult kdrgemates
kontsentratsioonides. OmpF on vilismembraanis olev akvaporiin, mis lubab viiksematel
molekulidel ldbida membraani. Selle puudumine vo&ib takistada muropeptiidide piisu
periplasmasse, kuid vahed wt ja ompF mutandi vahel ei ole suured. Geeni cpxA deleteerimisel
oli muropeptiidide mdju oluliselt vdhenenud vorreldes wr tiivega. CpxA geeni poolt
kodeeritud valk on osa CpxRA kahekomponendilisest signaalsiisteemist, mis on aktiivne just
rakukesta ja -membraaniga seotud stressi puhul. Voimalik, et cpxRA signaaliraja kaudu
inhibeeritakse monda tundmatut muropeptiidide retseptorit kodeeriva geeni ekspressiooni ja
kui nende retseptorite ekspressioon on vihenenud, siis on vidhenenud ka tundlikkus
muropeptiididele. Teiseks on ndidatud, et antud signaalrajaga inhibeeritakse mitmete
transporterite siinteesi ja seetdttu on voimalik, et muropeptiidid ei pdédse nii efektiivselt enam
rakku, kui CpxRA signaalirada on aktiivne. CpxRA signaalsiisteemi kuuluvad ka CpxR ja
CpxP. Neid valke kodeerivate geenide deleteerimisel jdi muropeptiidide mdju

drkamiskiirusele samasuguseks nagu wt tiiveski.
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SUMMARY

Identifying the genes in Escherichia coli that affect muropeptide dependent

exit from stationary phase

Bacteria can survive growth-adverse conditions by entering metabolically inactive state.
When living conditions improve, some of the bacteria re-initiate their growth. Growing and
dividing bacteria might start to release signals into the medium that can induce exit from
dormancy in the bacteria that are still dormant. For example, during the germination of
Bacillus subtilis spores, cell wall muropeptides are released into the growth medium. They are
recognized by other Bacillus subtilis spores and the dormant spores also re-initiate growth.
Recently it was found out in our labratory that muropeptides also induce exit from dormancy
in Escherichia coli cells, but the exact mechanism how they do it is not known. In this work it
was discovered that when deleting cpxA and ompF' genes, the impact of muropeptides on the
waking up kinetics is reduced. ompF encodes the outer membrane porin OmpF that allows
passive diffusion of small molecules across the outer membrane. When bacteria are lacking
these porins, muropeptides might not get across the outer membrane so easily and binding to
receptor is hindered. Deleting cpxA gene has even bigger effect on muropeptide sensitivity.
CpxA encodes a protein that is a part of the CpxRA two-component signalling system. This
signalling system is activated during variety of envelope stresses. It is possible that through
this signalling system the expression of the genes that encode still unknown muropeptide
receptor are inhibited and therefore, muropeptide sensitivity is reduced. Two additional
components of CpxRA system, CpxR and CpxP, do not play a role in muropeptide sensitivity

of growth resumption.
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