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KASUTATUD LUHENDID

Amp — ampitsilliin

g — suhteline tsentrifugaaljoud

GASP - kasvueelis statsionaarses faggmith advantage irstationaryphase
GFP — roheline fluorestseeruv vatitéenfluorescenprotein)

Glc — glukoos

Gly — glutserool

Glt — glukonaat

MOPS — 3-(N-morfoliino)propaansulfoonhag ((N-norpholino)ropanesulfonic acig
PBS - fosfaatpuhvriga soolalahyphidsphatebufferedsaline)

Rpf — kasvamahakkamist soodustav fakRegquscitatiorpromotingfactor)
rpm —p6ordeid minuti kohtadtationsper minute)

VBNC - elus, kuid mittekultiveeritawiable but non-culturable)



SISSEJUHATUS

Geneetiliselt identsetest rakkudest koosnevad mikpmpulatisoonid sisaldavad tihti
mitmesuguste fenottupidega rakke (Lidstrom ja Kdapp2010). Erinevused rakkude
fusioloogias vbivad osutuda kasulikeks oludes,kaskkond muutub nii jarsult, et tavaparaste
kaitsemehhanismidega seda kompenseerida ei saatUbbiline heterogeensus tdstab
tdenaosust, et populatsioon elab Ule olud, kusstrastuse indutseerimine liiga kaua aega
votaks. Uks fenotiiiibilise heterogeensuse vorme essigientsus — bakterite véime elada
mittegeneetiliste mehhanismide abil tle kokkupuadgbiootikumidega ja hiljem kasvamist
jatkata. Seelédbi etendab bakterikultuuride loomampérfenotiibiline mitmekesisus olulist
rolli bakteriaalsete infektsioonide pikaajaliselspiiisel ja kordumisel (Bigger, 1944; Lewis,
2008).

Bakteriaalsete infektsioonide raviks kasutataksetib@otikume, mis on teatud

mikroorganismidele surmavalt vdi paljunemist peatamdjuvad ained. Enamasti toimivad
nad labimikroobi elutdhtsate protsesside inhibeerimise,tattis on nende moju aktiivselt

kasvavatele ja jagunevatele rakkudele oluliseltresmu kui soikeseisundis rakkudele.
Soikeseisundis bakterid ei jagune ning nende mésabomn vegetatiivse rakuga vorreldes
oluliselt aeglasem (Dworkin ja Shah, 2010). Mitmagtorid on arvanud, et keskkonnas
leiduvad mikroobid viibivad valdva osa ajast soikdnolekus (Lewis, 2007). Mdnede
bakteriliikide soikeseisund on vegetatiivsest raknerfoloogiliselt selgesti eristatav, monede

puhul nagLE. coliei pruugi aga visuaalseid erinevusi tekkida (Dwogk Shah, 2010).

Kaesoleva bakalaureusetto teoreetilises osas étakdge bakterikultuuri kasvufaase ja
antakse Ulevaade bakterite soikeseisunditest. |#atgkse pohjusi, miks erinevad
bakteriliigid soikeseisunditesse sisenevad ja laidsealt véljuvad ning selgitatakse

metaboolselt aktiivsete rakkude rolli soikeseisamdkkude aktiveerumisel.

TOO praktilises osas uuritakse, kuidas susinikanidijtu statsionaarsesse faasi lailudoli
rakud uuele susinikuallikale reageerivad ja Kkigedkse senitundmatut sekreteeritavat

faktorit, mis stimuleerib soikeseisundis populatsiouuesti kasvama hakkama.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Bakterite paljunemisviisid

Kasvamine ja paljunemine on bakterifiisioloogia kdigdhjalikumalt uuritud valdkond.
Baktered jagunevad pooldumise teel. Bakterirakk vidas méotmetelt, kromosoom ja
plasmiidid replitseeruvad, kromosoomid liiguvad ugBooluste suunas, raku keskele tekib
vahesein ning tutarrakud eralduvad uksteisest. dBidt rakutstikkel Uhest jagunemisest
jargmiseni jagatakse kolme ossa: eristatakse B faks sinnist kromosoomi replikatsiooni
alguseni, C faasi, mille kaigus replitseeritakseonkosoom, ning D faasi, mis jaab
kromosoomi replitseerumise ja rakujagunemise valf@lang et al, 2009). Need faasid
vOivad Kiirelt kasvavates bakterites generatsiganidhendamiseks ka kattuda (Wagtcal,
2009). Eksponentsiaalse kasvufaasi rakud pooldukaidnende mass on kahekordistunud.
See tagab rakkude konstantse suur(M&ng et al., 2009). Reduktiivse jagunemise korral
toimub jagunemine enne massi kahekordistumist,entillemusena on tekkivad tatarrakud
vaiksemad kui vanemrakk. (Waegja.l 2009). Reeglina on jagunemine vordne ja tekibskak
suuruselt sarnast tutarrakku, kuid esineb ka eudubel] mille kdigus moodustuvad rakud on
erinevad kas suuruse, funktsiooni voi metaboliisdalduse poolest. Naitel&ulobacteron
veebakter, kes kinnitub pindadele kinnitusjatkd alig tema pooldumine on diferentseeriv:
moodustub sessiilne, kinnitumisjatkega rakk jaulikviburiga rakk (Wagner ja Brun, 2007).
Ka Bacillus subtilisepuhul tekib eksponentsiaalses kasvufaasis kalpi tailtke: Gksikud voi
kahekaupa paardunud liikumisvéimelised bakteridyrpmnale kinnitunud rakuketid (Kearns
ja Losick, 2005).Escherichia coli keda selles t66s pikemalt kasitletakse, on Kiatise
mudelorganism, Gram-negatiivne pulgakujuline bagkkers paljuneb pooldumise teel ning

eluneb soojavereliste loomade soolestikus.

Lisaks pooldumisele esineb eeltuumsete hulgas miigqeseid véhemlevinud
paljunemisviise, kuid Uheks huvitavamaks naitekgpaljunemine sporulatsiooni erivormide
kaudu. Kui harilikult tekib sporogeensetes bakésritihe raku kohta tks endospoor, siis
Metabacterium polysporamarakus voib tekkida kuni tiheksa spoori, mis ekualidgisumisel
vabanevad (Waret al, 2008). Epulopiscium fischelsonpuhul (iiks suuremaid baktereid)
vOib Uhes isendis kasvada aga kuni seitse metadbalstiivset tutarrakku, kes valjumisel

samuti emaraku havitavad (Angettal, 2004).



1.2 Bakterikultuuri kasvufaasid

Mikroobipopulatsiooni kasvu suletud kultuuris kigab kasvukdver, millel on jargmised
faasid: stardi- ehk lag-, eksponentsiaalne, staésiome, surma- ja hiline statsionaarne faas
(joonis 1). Harvadel juhtudel vdib kasv olla kadaarne, nditek€aulobacteli puhul, kuna
pooldub vaid sessiilne rakk, motiilses vormis vdetakter umbes 1/3 rakutsuklist (Wagner
ja Brun, 2007).

Lag- ehk stardifaasis kohanevad mikroobirakud ueskkonnaga. Suureneb rakkude DNA-,
RNA- ja valkudesisaldus ning kasvab rakkude makspBnentsiaalses kasvufaasis jagunevad
rakud Uhtlase kiirusega. Eksponentsiaalset kassufaatakse alanuks juba enne regulaarse
jagunemise algust, kuna enamasti hinnatakse vdtlalkide kasvu spektrofotomeetri abil.
Lugemiks olev optiline tihedus annab vedelikus aldiomassi, mitte rakkude hulga ning

biomassi logaritmiline kasv algab juba varem kkkiade logaritmiline jagunemine.

log elusrakkudest mL1

w H v OOy 00 v

Aeg (pdevad)

Joonis 1. Bakterikultuuri kasvufaasid. 37°C juures rikkas aereeritud vedelsd6tmes kasvanud
Escherichia coli rakud. 1 — lag- ehk stardifaas, 2 — eksponentsiaalne faas, 3 — statsionaarne
faas, 4 — surmafaas, 5 — hiline statsionaarne faas. Katkendjooned madrgivad erinevate
mutantide pidevat kasvu ja domineerimist — GASP-tslikleid. X-teljel on aeg paevades, y-teljel
logaritm elusrakkude arvukusest milliliitris. (Navarro Llorens et al., 2010)

Eksponentsiaalses faasis on populatsiooni kasvuébwérdeline sdltuvus rakkude arvu
logaritmi ja aja vahel, mis vBimaldab maarata kuwliukasvukiirust ja generatsooniaega.
Eksponentsiaalse kasvufaasi rakud on killaltki daeasised - geneetiliselt on nad identsed,

kull aga varieerub rakujagunemisel emarakust kasaadud regulaatormolekulide ja

organellide hulk, mist6ttu vdib rakkude fenotiimeda (Eldar, 2010).



Kui suletud bakterikultuuris langeb toitainete ksmritratsioon ja kuhjuvad jaakained, muutub
ebasoodsaks pH, tempratuur voi méni muu keskkamgiatus, siis pidurdub mikroobide
kasv ning kultuur siseneb statsionaarsesse faa€ineM juhul on vdimalik eristada
eksponentsiaalse ja statsionaarse faasi vaheldkai lkeglustumise faasi, teinekord (soltuvalt
sootmest) vOib see Uleminek olla killalt jarsk @dalepp, 2012). Statsionaarses faasis
rakkude jagunemist enam ei toimu ning rakkude Hatdbiliseerub (Roostalat al, 2008).
Looduslikes tingimustes elavatele bakteritele jagnhmasti kasvuks piisavalt toitaineid vaid
piiratud aja jooksul, mistdttu on nende kasv uldjulimiteeritud ning rakkude vaga aeglane
paljunemine vdi viibimine statsionaarses faasispayem reegel kui erand (Finkel, 2006).
Statsionaarsesse faasi tleminekul muutub olulis&kude fisioloogia, nad vbivad soltuvalt
ligist hakata tootma sekundaarseid metaboliiteunagtibiootikumid, bakteriotsiinid voi
hulgatunnetuseguorum sensingmolekulid, muutuda transformatsioonikompetentsetedi
sporuleeruda (Finkel, 2006). Statsionaarsesse fjaades toimuvad ulatuslikud muutused
bakterite geeniregulatsioonis. Ligi %0 E. coli geenidest on kas otseselt vbi kaudselt
reguleeritud statsionaarse faasi sigmafakisti poolt (Navarro Llorenset al, 2010).
Statsionaarsesse faasi Uleminekul pakseneb pelitidagikint, vaheneb sisemembraani
voolavus, taandava jagunemise teel véheneb rakdalgiftuumala suhe, kromosoom
kondenseerub ning assambleeritaksee ribosoomidekkaknpleksid (Navarro Llorenst al,
2010).

Statsionaarse faasi rakud elavad varuainete arwve gdilitavad mone aja potentsiaali
paljuneda, seejarel hakkab elusrakkude arvukus lamoonis langema - kultuur siseneb
surmafaasi. Selle kdigus 90-99% rakke hukkub nimigulari rakkude arvukus stabiliseerub
teatud tasmele, naiteks LB-s66tmes langsbherichia colirakkude arvukus 10"9 CFU/ml-t
107 CFU/ml-le (Navarro Llorenst al, 2010). Jargnevat faasi nimetatakse hiliseks
statsionaarseks faasiks, mis erinevalt surmafdasstestatsionaarsest faasist on diinaamiline
— rakud nii paljunevad kui ka surevad, samas plalbuuri tldine elulemus enam véhem
stabiilsena. Hilises statsionaarses faasis saalek@alu bakterid, millel on mdéne juhusliku
mutatsiooni tottu kasvueelis just toitainevaestegirmustes. Selliseid mutante nimetatakse
GASP ehkgrowth advantage in stationary pha$enotiiiibiga mutantideks ning neid on
vOimalik LB-s60tmes jalgida alatds. coli kultuuri kimnendast kasvupéevast (Finkel, 2006;
Navarro Llorenset al, 2010). Erinevaid mutante tekib pidevalt juurdekui moni neist
osutub teistest kohasemaks, tfrjub ta vanempopoaisvalja ja votab seniks kultuuri Ule,
kui tuleb jargmine, kohasema mutatsiooniga alamfadpioon (Navarro Llorenst al, 2010).
Sellist vaheldumist on kujutatud ka joonisel 1,Wdaasis 5, kus erinevad punktiirjooned
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tahistavad erinevate GASP mutatsioonidega alamptpobnide osakaalu antud
kultuuris(Navarro Llorengt al, 2010). GASP mutatsioone voib esineda mitmetieeeates
geenides olenevalt kasvutingimustest, rikka adrekrsdo0tme puhul enamasti siisipoS
alleelis, mis kodeerib statsionarse faasi sigmafitks. Mutatsioon selles alleelis tingib selle
sigmafaktori funktsiooni osalise kao. GASP fenoiltggitavad mutatsioonid vdivad esineda
veel sgaA sgaBja sgaC geenides, mis vbimaldavad mutantidel paremini wdimakkudest
keskkonda sattunud aminohappeid susinikuallikarsutieala (Finkel, 2006; Navarro Llorens
et al, 2010). Arvatakse, et GASP mutatsioonid tekivad muude msidahide hulgas, mis
mismatch-reparatsioonististeemi (MMR) ja vigadealfiblimeraaside DNApol IV ja V t60
kaigus ette tulevad. Kuna statsionaarses faasimm@amad DNA ahelad metlleeritud, et ole
MMR slsteem vigastuste korral suuteline m&aramanbeu ahelat parandada tuleb, mis
omakorda tdstab tekkinud mutatsiooni sailimise &snist (Finkel, 2006.). DNA kahjustuste
korral indutseeritavad alternativsed DNA polimeidalV ja V vbimaldavad kill jatkata
DNA replikatsiooni kahjustatud kohtadest, ent himd silnteesitavase ahelasse vale
nukleotiidi oluliselt sagedamini kui DNA polumeraldis (Finkel, 2006.)

1.3 Soikeseisund

Vastusena mitmesugustele potentsiaalselt eluotdlikeuutustele kasvukeskkonnas voivad
bakterid siseneda soikeseisundisgerthancy, mis vdimaldab neil pikka aega ebasoodsaid
tingimusi taluda. Soikeseisundiks nimetatakse pddat seisundit, mille kestel on
eluvbimelise bioloogilise Ghiku metaboolne aktiigsnadal (Keegt al, 2006). Soikeseisund
vOib baktereid kaitsta naiteks nalja, kuivuse, mensete temperatuuride, UV-kiirguse voi
kas peremeesorganismi voi konkureerivate mikroolmdelt keskkonda eritatud toksiliste
Uhendite eest (Dworkin ja Shah, 2010). Soikeseisufikterid ei jagune ning nende
metabolism on vegetatiivse rakuga vorreldes olliliseglasem vdi laboris detekteerimatu,
viimasel juhul on tegu taieliku soikeseisundiga @kn ja Shah, 2010). Mdnede
bakteriliikide soikseisund on vegetatiivsest rakmsirfoloogiliselt selgesti eristatav, ménede

puhul ei pruugi aga visuaalseid erinevusi tekkidegrkin ja Shah, 2010).

Soikunud rakud vdivad olla levisteks uutesse ekgugsse jdudmisel ja nende hdivamisel,
mangides suurt rolli ka patogeneesis. Kui immuutesisil soikeseisundis baktereid
elimineerida ei 6nnestu, jddvad nad haiguskolde&bkjustades korduvaid infektsioone ning
kroonilisi haigusi. Samuti on soikeseisundis patmge probleemiks toiduainetddstuses,
naiteks botulismitekitaja Clostridium botulinurh spooride sdailumine ja idanemine
konservides (Dworkin ja Shah, 2010; Errington, 2003



1.3.1 Endospoorid

Uheks p6hjalikult uuritud soikeseisundi vormiks endospoorid, mis on kuivuse, UV-
kiirguse, toksiliste kemikaalide ning temperaturiimiste suhtes vaga vastupidavad ja
vOivad sdilitada idanemisvGime aastamiljonitekse@land, 2000). Tuntud sporogeensed
bakterid on naitekBacillus spp. jaClostridium spp. Sporuleerumine on aegandudev ja
energiakulukas protsess ning valik sporuleerudavéga tapselt reguleeritud (Errington,
2003). MullabakteBacillus subtilisel on naljaga toimetulekuks ka mitmeid teisi €teafiaid,
naiteks kemotaksis, ludtiliste ensuumide sekratd@ag keskkonda, antibiootikumide
suinteesimine ja sekretsioon vdhendamaks toidukenksirteiste bakterite poolt (Errington,
2003). Sporuleerumist peetakse viimaseks variandikda rakendatakse siis, kui muudest
abindudest pole kasu (Errington, 2003). Reeglinaodnstub Uhe bakteriraku kohta Uks
metaboolselt inaktiivne endospoor, millel on veexaedipikoliinhappe-, fosfoglitseraadi- ja
kaltsiumirikas siidamik, kus paiknevad ribosoomignSASP-valkudega seotud DNA, ja mis
on umbritsetud peptidoglikaanist korteksi ning uakka spoorikestaga (Dworkin ja Shah,
2010). Spooride teke on etapiviisiline protsessllemigas staadiumis avalduvad kindlad
geenid. Bacillus subtili®e puhul vallandab sporuleerumise nélg koos suure
populatsioonitihedusega. Esmalt moodustub sporataiseptum, rakus eristub kaks
piirkonda, millest Ghest saab spoor ja teisest akkar(joonis 2). Tekib kahekihilise
membraaniga Umbritsetud eelspoor ning selle Umloadostub korteks. Seejarel moodustub
selle Umber paks kaitsev kest ja eelspoor kipsebaeseks endospooriks. Viimase etapina
emarakk lltsub ning spoor vabaneb (Errington, 20@&oruleeruvad bakterid eritavad
kasvukeskkonda sporulatsiooni parssivat valku SdpAnis takistab teiste rakkude
sporulatsiooni ja sporulatsiooni tapmisfaktorit Skfmis ltdsib sama liiki baktereid, kes
hetkel ei sporuleeru (Errington, 2003). Lulsunukkualest vabanevad toitained kindlustavad

selle, et sporuleeruvad rakud saavad sporulatsiépuale viia (Errington, 2003).
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Spoorikate

Kasv | ) :'7._.‘_:_
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moodustumine

jagunemine ) Ivahesein
\--...________...-'-
Emarakk
Astimmeetriline Eelspoori
jagunemine timbritsemine

Joonis 2. Bacillus subtilis’e sporulatsioonitsiikkel. (Errington, 2003)

Mitmed rakusisesed parasiidid nag@€hlamydia spp. moodustavad metaboolselt
mitteaktiivseid elementaarkehi ninBorrelia bugdorferi rakud Umarkehi (“round body")

(Dworkin ja Shah, 2010), mis on samuti soikeseisundmideks.

1.3.2 VBNC seisund

Elus, ent kultiveerimatu seisundvidble but non-culturable Iihendatult VBNC) on
bakterirakkude olek, kus nad ei ole vGimelised kasa neis tingimustes, kus nad harilikult
kultiveeritavad on (Oliver, 2005). Kull aga voivaellised baktered mdne aja parast jalle
metaboolselt aktiivseks muutuda ja jagunema haK&tiver, 2005). VBNC seisundit
kutsuvad esile nélg, muutused osmootses rohuspaikakontsentratsioonis, valge valgus,
toidule lisatavad sailitusained, raskemetallid \@isvuks sobimatu temperatuur (Oliver,
2010), aga ka pikaajaline statsionaarses faaskmine (Shleevaet al, 2004). VBNC
seisundis rakkudel on terve, rikkumata membraamganbraanipotentsiaal (Oliver, 2005;
Oliver, 2010). Oliver toob oma 2005. aasta to0gayat ligi 60 bakteriliiki on vdimelised
VBNC seisundisse langema, kuid vaheste puhul aldatéd kultiveeritavuse taastumist.
Antibiootikumid VBNC seisundis rakke ei tapa (Oliy010). Selles osas, kas VBNC on
11



tbeline fusioloogiline seisund vdi peegeldab vaittapud arusaamu bakteritele vajalikest
kasvutingimustest, jddvad teadlased siiski erianstate (Dworkin ja Shah, 2010; Oliver,
2010). VBNC seisundis rakkudest radkimisel on &dethioluline pdoérata tdhelepanu

katsesuisteemile, kus nad on detekteeritud.

1.3.3 Persisterid

Vaike osa bakterite Uldpopulatsioonist on metakablaaktiivsed ka siis, kui tingimused on
kasvuks soodsad (Lewis, 2008; Balakanal, 2004). Sellise kaitumise eelis tuleb ilmsiks
muutuvates keskkondades, tehes need rakud oluliséltem tundlikuks néiteks
antibiootikumide suhtes, kuna antibiootikumid mépdad eeskatt metaboolselt aktiivseid
rakke (Balabanet al, 2004; Leeet al, 1944, Luidalepp, 2012). Baktereid, kes elavad
mittegeneetiliste mehanismide abil Ule tootlemisdtéritsiidsete antibiootikumidega ja on
vOimelised jatkama kasvamist, kui antibiootikum d@svukeskkonnast eemaldatud,
nimetatakse persisteriteks (Luidalepp, 2012; LgairRozen, 2006). Morfoloogiliselt pole
persistereid vBimalik vegetatiivsetest rakkudestada.

Kaks mdistet, resistentsus ja persistentsus, ttadt mikroobi tundetust antibiootikumi
vastu, kuid neil on oluline vahe. Resistentsus isi\pvastupanuvdime antibiootikumi suhtes,
mis vOimaldab tal ka antibiootikumi juuresolekulskada. Resistentsus tekib geneetilise
muutuse tottu organismi parilikkusaines ja paraskie ka jareltulevatele pdlvedele.
Persistentsus on fenottdbiline, ajutine nahtus, jarglastele tle ei kandu: persistentsete
rakkude jarglaskond on mikoobivastasele ainele saumallik kui algne populatsioon
(Balaban, 2004), persisterid ei kasva antibiootikgyouresolekul. Perisistentsuse asemel
kasutatakse vahel ka mdistet fenottubiline tolewnt (Jayaraman, 2008; Levin ja Rozen,
2006)

Persisteri moiste vottis kasutusele 1944. aasideadlane Joseph Warwick Bigger peatselt
parast penitsilliini rakendamist meditsiinis, kuérkas, et vaike osataphylococcus pyogenes
var. aureuse rakke elas ule penitsilliniga t6otlemise jekgi kasvamist, kui antibiootikum
sootmest eemaldati (Bigger, 1944). Ullatuslikultutos ellujaanud rakkude jarglaskond
penitsillinile sama tundlikuks kui algne populatsin (Bigger, 1944). Tegu ei olnud
mutantidega, mida tdendab lisaks eelnevale ka lasjabtaoliste bakterite esinemissagedus
on kaugelt suurem kui juhuslikest mutatsioonides¢rtev resistentsus olla voiks (Drake,
1991). Bigger viis labi kolm erinevat eksperimemtis naitasid, et penitsilliin tapab ainult
jagunevaid rakke. Selle pohjal jareldas ta, etgmarid jddvad ellu just seetbttu, et nad ei
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jagune (Bigger, 1944). Olgugi et penitsilliini tagmehhanism tollal veel paris selge polnud,
osutusid Biggeri oletused 0Oigeks ja kehtivad tdespgi. On oluline silmas pidada, et
persisterid on geneetiliselt homogeenses bakteniptpoonis tekkinud juba enne
kokkupuudet antibiootikumiga, mitte selle t6ttu ([@zanet al, 2004). Oma 2004. aasta t60s
naitasid Balaban ja kolleegid kujukalt, et persiste ndol on tegu bakteritega, kes ei
pooldunud juba antibiootikumitdotiusele eelnevasodsas kasvukeskkonnas. Selline
bakterikultuuride loomupérane fenotuubiline mitm&kas etendab suurt osa bakteriaalsete

infektsioonide pikaajalisel pisimisel ja kordumi@®igger, 1944; Lewis, 2008).

1.4 Fenotiiiibiline mitmekesisus

Pohiliseks fenotllubilise mitmekesisuse tingijaketpkse nii bakterites kui péaristuumsetes
rakkudes véltimatuid stohhastilisi kdikumisi rakubduliste molekulaarsete komponentide

hulkades ja nende aktiivsustes. Kui varem peetnig&sepressiooni "mura" pigem segavaks,

mida rakud kindlasti minimeerida plutavad, siis @sal ajal on hakatud tunnustama selle
rolli raku peamistes funktsioonides. Geeniekspoessimira tulemusena vbivad geneetiliselt
identsed rakud Uksteisest kaitumiselt erineda isagiades keskkonnatingimustes. Uhtlasi on
sel roll evolutsiooniliste adaptsioonide tekkesy&wdimaldab geeniekspressiooni reguleerida
viisil, mida tapselt reguleeritud ekspressioonudaaks, jattes ruumi juhuslikele muutustele.

(Eldar ja Elowitz, 2010; Lewis, 2007)

Rakukomponentide ebatlihtlase jaotumise tottu kakaréku vahel ei pruugi isogeensete
rakkude fenotlilip juba algusest peale olla idenihe. parilikkusaine jaguneb alati tapselt
pooleks, siis muude rakukomponentide sattuminerakkudesse on ligikaudne. Organellide
vOi molekulide puhul, mida on rakus hulgaliselt,of¢ nende tapne jaotumine oluline, kuid
madala koopiaarvuga valkude ja mRNA-de jaotuminengiii tihti votmerolli rakkude

edasises metabolismis. Madala koopiaarvuga vallaidek eeskétt paljud olulised
regulaatormolekulid, naiteks transkriptsioonifakdprmis mdjutavad tugevalt nende poolt
reguleeritavate valkude taset. Transkriptsioonitsieerimisel lUlitatakse geen sisse —
sunteesitakse mitu koopiat mRNA-d, millelt omakorddinteesitakse valku. Harva
sunteesitava mMRNA sintees toimub stohhastilistesgbeina, mistottu ei ole selle
kontsentratsioon rakus kogu aeg Uhtlane (Eldar I@wviEz, 2010). See, et Uhelt mMRNA
molekulilt stinteesib sama valku korraga palju rdmee, loob lisavGimaluse ebaihtluse
vOoimendumiseks. Oluliseks uhtlustavaks faktoriksamy: kui valgu eluiga on pikem kui
sunteesipursete vaheline periood, on valgu keskmitase rakus Usna puUsiv.
Geeniekspressiooni tase on otseselt mojutatudeligistelnevatelt geenidelt pursetena
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toodetud ja ajas Uhtlustunud transkriptsioonifaktofa teiste oluliste molekulide hulgast
rakus. See vOib omakorda kaasa tuua mittegenéegdidikkust. Olenevalt rakujagunemisel
kaasa saadud biomolekulide hulgast on rakud algpsede ebavordses olukorras, hoolimata
geneetilisest identsusest. Sel moel vbib geenidspreksioon aeglaselt koikuda Ule
pdlvkondade, nii et bakterid justkui ,maletaks",sringimustes nende eellasrakk elanud on.
(Eldar ja Elowitz, 2010)

1.5 Biofilmid

Et uurida ja moista bakterite kaitumist, tuleb néjsmilline on nende elupaik valjaspool
laborit. Kui laboris kasvatatakse baktereid tiHanktooniliste rakkudena vedelkultuuris, siis
looduses elunevad bakterid enamasti pinnale kinndueksopoltisahhariidse limamaatriksiga
kaetud struktureeritud mikroobikogumites ehk brofdes (Jayaraman, 2008; Lewis, 2008).
Looduses esineb harva mikroobide puhaskultuure naaprite ja imbruskonna tajumine on
bakterite jaoks vaga oluline (Jayaraman, 2008; kewd007; Kaeberleiret al,2002).
Biofilmina elamine pakub mikroobidele kaitset alibste tegurite, vaenlaste ja
immuunsisteemi eest, tagab stabiilsema elukeskkammapakub vdimalust koloniseerida
uusi 6konisse (Lewis, 2008). Naiteks kiire voolwgekogudes uhutaks planktoonilised rakud
minema, kuid pinnale kinnitunult on neil vBimalugat pusima jadda (Lewis, 2008).
Hinnanguliselt on 65% arenenud maades esinevatésttsioonidest seotud biofilmidega,
kuna muidu antibiootikumide suhtes tundlikud ralaitlvad biofilmide koosseisus ravile

oluliselt kehvemini (Lewis, 2007).

1.6 Soikeseisundist valjumine

Et soodsate olude ilmnemisel uuesti kasvama jaipatna asuda, on soikeseisundis bakterite
jaoks oluline digel hetkel aktiveeruda (Sheah al, 2008). Piiratud arusaamine bakterite
loomulikus elukeskkonnas valitsevatest tingimustesh oluliseks takistuseks nii
soikeseisundisse sisenemisel kui sellest valjumideliste stiimulite Uhesel tuvastamisel
(Dworkin ja Shah, 2010). Soikeseisundist valjummé olla nii juhuslik ja taiesti séltumatu
rakuvalistest teguritest, mis on theks voimalikwksiandiks persisterite puhul (Balabanh
al., 2004), kui ka keskkonnast sdltuv otsus nagu sgeddanemine (Shabkt al, 2008).
Olgugi, et Uheks vaga oluliseks kasvutingimuseksatainete olemasolu, leidub mitmeid
teisi tegureid, millega bakter arvestama peab.Ksisodsatele tingimustele tuleb ara tunda
ka ebasoodsaid, naiteks antimikroobsete Uhenditdurtene keskkonnas. Soikeolekus
rakkude metaboolne aktiivsus on vaga madal vdi phudootuks, seega peab olude
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tunnetamine toimuma véimalikult 6konoomselt. Uhekéliseks viisiks on kindlaks teha, kas
teised organismi looduslikule niSile omased ba#itemtud keskkonnas elavad ja vastavalt
sellele soikeolekust valjuda (Kaeberlezh al,2002; Shahet al, 2008; Dworkin ja Shah,
2010).

1.6.1 Spooride idanemine

Spoorid voivad idaneda vastusena keskkonnas |eielevéoitainetele nagu aminohapped,
suhkrud vdi puriini nukleosiidid, v6i nende kombisiaonidele (Setlow, 2003). Lisaks
toitainetele voivad idanemist indutseerida ka mtagiirid nagu suur réhk, soolad, katioonsed
surfaktandid, lisostiim ja kaltsium-dipikolinaat t{®®, 2003). Oma 2008. aasta t60s
naitavad Shah ja kolleegid, Bt subtilise spooride idanemist kutsuvad esile metaboolselt
aktiivsete bakterite poolt keskkonda eritatavad apaptiidid, mis vdivad péarineda nii teistelt
sporogeensetelt kui Gram-negatiivsetelt bakteriteBakterite rakusein moodustub
peptidoglikaanist, mis koosneb vaheldumifi-(1,4) sidemetega uhendatud N-
atsetuulglikosamiini- ja N-atseltiUlmuraamhappegigst. N-atsettitiluraamhappejaagid on
Uhendatud lUhikesete peptiididega, mida nimetatakseopeptiidideks. Asporogeensete
gram-positiivsete muropeptiidid erinevad sporogetms Gram-positiivsete ja Gram-
negatiivsete muropeptiididest ihe aminohappe vfoanis 3). See erinevus on piisav, et
asporogeensete Gram-positiivsete muropeptil@idsubtilise spooride idanemist esile ei
kutsuks. (Shakt al., 2008).

GlcNAc-MurNac  GlcNAc-MurNac
L-Jli\la L-J:ﬁhla
y-IGIu y-Glu
L-|L5r5 m[me
D-|Ala D-|Ala

Joonis 3. Muropeptiidide vordlus. Vasakpoolne muropeptiid, mille kolmandas positsioonis
on L-LUsiini jaak, on iseloomulik enamikele asporogensetele Gram-positiivsetele bakteritele.
Parempoolne muropeptiid, mille 3. positsioonis on meso-diaminopimeelhappejaiak, on
iseloomulik sporogeensete Gram-positiivsete ja Gram-negatiivsete bakterite rakukestale.
(Shah et al., 2008)
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Kdige pdhjalikumalt on spooride idanemise mehhanisaritud Bacillus subtili&e naitel
(joonis 4). Esmalt tduseb spoorided jd zrf* tase ja spoorikesta pH tduseb 6,5-It 7,7-ni,
voimaldamaks enstumide t66d spoorikesta rehldreselinbeejarel vabaneb spoorikestast
suur kogus dipikoliinhapet ja sellega seotud’Gaone. Dipikolinhappe vahetab vélja vesi
ehk spoorikest hidreerub, mistbttu vaheneb spodaideus niiske kuumuse suhtes. Jargneb
spoori peptidoglikaanist korteksi hudrolits ningappaisub vee sisseimamise ja mikroobi
rakuseina kasvu tottu. Selle tulemusena on spairiggsavalt hiudreetunud, et voimaldada
proteiinide liikumist ja enstumaatilist aktiivust.0k eeltoodud protsessid kulgevad ilma
detekteeritava metabolismita. Nende etappide jaktiveerub raku metabolism, DNA-d
stabiliseerinud SASP valgud lagundatakse, algalronaidekulide siintees ning rakk vabaneb
spoorikestast (Setlow, 2003).

| faas
Korteks Katioonide vabanemine
Kesta osaline hiidreetumine

Vastupidavuse osaline
Aktivatsioon Kidii
—_— [

A Rakusein Il faas

Korteksi hiidroliis

Spoorikestad Kesta hiidreetumine ja

Viljakasvamine paisumine
Metabolism Vastupidavuse kadu
SASP-valkude degradatsioon Metaboolne aktiveerumine
Makromolekulide slintees
Valjumine spoorikestadest O

Kestajddgid

Joonis 4. Spooride idanemise mehhanism B. subtilis’e naitel. (Setlow, 2003)

Idanemise indutseerimisel seonduvad toitained s$p@orsisemembraanis paiknevatele
retseptoritele, mign B. subtili& puhulkodeeritud homoloogsete tritsistroonsgéA gerB

ja gerK operonide poolt (Paidhungat ja Setlow, 2000, 8¢tR003). Sarnaseid Ger-A tluupi
valke leidub ka teisteBacilluse ja Clostridiumii liikides (Setlow, 2003). Antud retseptorite
suhtes defektse®. subtilise spoorid toitainete juuresolekul ei idane, kurd \@Wimelised
idanema vastusena muropeptiididele (Shah al, 2008), lisosutmile, kaltsium-
dipikolinaadile ja dodekuulamiinile (Setlow, 2003Huvitaval kombel toimub selliste
mutantsete spooride aeglane, kuid pidev spontaaaremine, mille mehhanism on seni
selgusetuks jaadnud (Paidhungat ja Setlow, 2000@dNganemist esilekutsuvad ained, mis ei
ole toitained ega muropeptiidid, arvatakse toimivkibi toitainetete indutseeritud
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idanemismehhanismi, kuid jattes vahele selle mé@dhgtappe (Paidhungat ja Setlow, 2000).
Muropeptiidid indutseeriva8. subtilise spooride idanemist [&bi PrkC retseptori, miora
olemuselt sarnane eukartootide vaga konserveerdw@idllitilise domeeniga seriini-
treoniinikinaasile (Shabt al, 2008). PrkC fosfortleerib translatsiooni elosgadnifaktor G-

d (EF-G), see ilmselt reguleerib viimase aktiivsirC kinaasse aktiivsuse olulisust naitab
fakt, et spooride &rkamine on inhibeeritav stauposgmiga, mis on laia spetsiifikaga
proteiinkinaaside inhibiitor.

1.6.2 Viljumine VBNC seisundist

Valjumist VBNC seisundist on uuritud vaid vahestkterite puhul (Oliver 2005). Po&hiline
raskus seisneb katseststeemi leidmises, mille poleks kindel, et VBNC seisundis
populatsiooni véljakasv parineb mittekultiveeritapapulatsiooni liikmest, mitte VBNC
populatsiooni hulka juhuslikult sattunud kultiveaviast rakust (Oliver 2005). Merebakter
Vibrio vulnificuse populatsioon muutub mittekultiveeritavaks, ki@ \emperatuur alla 10°C
ning temperatuuri tdstmisel kasv taastub (Olived300liver 2010). Oliver’i sénul on tegu
selge naitega VBNC-seisundis bakteritest. Minu esel/6ib see olla lihtsalt selle bakteri
kasvatamiseks ebasobiv temperatuuegionella pneumophilaon amddbi Acanthamoeba
castellanii rakusisene parasiit, kuid vOib reostunud joogieed@nduda ka inimesele,
tekitades legionelloosL. pneumophilasiseneb siseneb soikeolekusse vastusena nalfge ni
hipokloritile, kuid tema aktiivsus taastub, kui dethkubeerida koo#\. castellaniivdi A.
polyphag&a (Oliver 2010).

Kui Micococcus luteus statsionaarsesse faasi jdudnud rakud kauemaksakad so6tmesse
seisma jatta, sisenevad need soikeolekusse, misaildab neil kuni seitse kuud elusana
pisida ja nende kultiveeritavus vdheneb mitme sjdurgu vorra (Mukamolovat al, 1998).
Kui lisada sellistele rakkudele hilise eksponemtisia kasvufaasi kultuurilt eraldatud s6é6det,
taastub nende kultiveeritavus peaaegu taielikelliselt konditsioneeritud s66tmest dnnestus
1998. aastal kirjeldadsl. luteuse sekreteeritav valk, mis stimuleerib vaga tugesaikunud
rakkude kasvamahakkamist (Mukamolostaal, 1998). Vastavalt toimele sai valk nimeks
Rpf - Resuscitation promoting factoRpf on sekreteeritav kasvufaktor, mis on vajailik
soikeolekust valjumiseks kui vegetatiivsete rakkidsvuks minimaals6otmes vaga vaikese
kiulvitiheduse korral ~ (Mukamolovaet al, 2002b). Tegu on enstimiga, mis juba
pikomolaarsetes kontsentratsioonides lllsib baktakuseina ning tingib vabanenud
muropeptiidide tottu Glejd&nud populatsiooni valjsensoikeseisundist (Mukamolowed al.,
2006). Hiljuti on avastatud, et et mitmete aktinktkate kultiveeritavus séltub Rpf perekonna
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valkudest. Sarnaseid geene on leitud mitmes¢stptomyceés liikidest jaCorynebacterium
glutamicunist (Mukamolovaet al, 1998).M. luteuse Rpf stimuleerib soikeolekust valjumist
lisaks sama liiki bakteritele ka teiste kdrge C+H&alslusega genoomiga Gram-positiivseid
organisme naguMycobacterium avium Mycobacterium bovjsMycobacterium kansasii

Mycobacterium smegmaiis Mycobacterium tuberculos{®ukamolovaet al, 1998).

Tuberkuloositekitajdycobacterium tuberculosiapab aastas rohkem inimesi kui Ukski teine
bakteriliik eraldi vottes (Mukamolovat al, 2002a). On leitud, et Rpf perekonna valgud
mangivad olulist rolliM. tuberculosi® virulentsuses (Kanet al, 2008). M. tuberculosi® ja

M. bovise genoomist on leitud viis geeni, mille produksa@rnanevadvicrococcus luteus
Rpf-valgule (Mukamolovat al, 2002a, Mukamolovat al, 2006). Nende geenide produktid
stimuleerivad samuti soikunud mikroobide kasvu fja aktiivsed pikomolaarsetes, monel
puhul isegi madalamates kontsentratsioonides (Mokaa et al, 2002a). Oma 2002. aasta
toos naitasid Mukamoloveet al, et M. tuberculosi® Rpf-laadsed valgud aitavad
soikeseisundist valjuda nii aeglase kasvigaovise, kui ka kiire kasvugsl. luteuse jaM.

smegmatie rakkudel.

On naidatud, eSalmonella enteric&erovar Typhimurium suudab VBNC seisundist valjuda
vastusena trihtidroksamaat siderofoor ferrioksaafia ning jaS. entericaS. Typhimurium
ning enterohemorraagilire. coli vastusena antiokstidant okslraasile ja enterolakperolt
sekreteeritava kuumuskindlale autoinduktorile (Riedt et al, 2002). Konealuse
autoinduktori struktuur on veel kindlaks tegematajid on kindel, et tegu ei ole

homoseriinlaktooniga ega autoinduktor-2 sarnaseskutiga (Reissbrodt et al., 2002).

1.6.3 Persisterite aktiveerumine

Persisteriteks nimetatakse baktereid, kes elavategeneetiliste mehanismide abil Ule
tootlemise bakteritsiidsete antibiootikumidega ja wdimelised kasvamist jatkama, kui
antibiootikum on kasvukeskkonnast eemaldatud. Kpggsistentsuse fenomen on tuntud juba
ligi seitsekimmend aastat, on selle olemusest véhda. Kuna persisterid moodustavad
bakterikultuurist vaga vaikese osa, on neid keeeuliurida. Pérast pikka pausi persisterite
avastamisest J. W. Biggeri poolt 1944. aastal hakiemomeni vastu 1980. aastail huvi
tundma ameeriklasest mikrobioloog Harris Moyed. ki Gnnestus isoleerida mitt. coli
K-12 tive mutanti, kelle kultuurides oli persistersagedus kdrgem kui metsiktlpi tlves.
Vastavalt mutatsiooni efektile sai muteerunud geiemekshipA - high persistence, kuna sel
geenil puudusid muud teadaolevad funktsioonid (Mojge Bertrand, 1983). Praeguseks on
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teada, ehipBA operonkodeerib toksiin-antitoksiin moodulit, HipB valk amtitoksiin ning
HipA on toksiin, mis fosforileerib elongatsioonitek Tu-d. (Maisonneuveet al,2011)
Toksiin-antitoksiin stisteem koosneb kahest Ukgjeisseonduvast valgust, toksiin on
stabiilne, antitoksiin ebastabiilne. Kui antitoksimingil pdhjusel enam ei toodeta, langeb

antitoksiini tase ja vabanenud toksiin inhibeedku kasvu.

Suurimad edusammud persisterite uurimisel on tettintase kiimnendi jooksul. Pdhiliseks
valjakutseks on olnud aparatuuri ja metoodika aaeride, mis lubaks baktereid tkshaaval
jalgida. Balaban ja kollegid avaldasid 2004. aastalnud artiklis faaskontrastmikroskoopiat
ja mikrofluidikat kasutava meetodi, mis vdimaldalpjda iga bakterirakku tavatingimustel ja
antibiootikumitdotluse ajal, uurida ellujaanud rakja saada infot nii nende kaitumise kohta

antibiootikumitdotlusele eelnenud ajal kui uuridanta jarglaskonda (joonis 5).

Ao0:00 Bo:59 C 1:45 D 6:50 E 7:38 Fs:39

| Growth medium (GM1) [Ampicilin(®)] Growth medium (GM2) ]

Joonis 5. Faaskontrastmikroskoobi fotod kollast fluorestseeruvat valku ekspresseerivate E.
coli hipA7 bakterite kasvamisest mikrofluidikaseadmes. Paneelidel A-C on kujutatud
Uledokultuurist varskesse s6otmesse viidud rakkude kasvamine, paneelil D on sama kultuur
vahetult parast kasvavate rakkude lGlsimist ampitsilliiniga ning paneelidel E ja F parast
ampitsilliinitootlust alles jaanud rakud - persisterid. Punane nool osutab parast
antibiootikumitootlust kasvama hakanud persisterile. (Balaban et al., 2004)

Selle meetodi pohiliseks puuduseks on analluseaekkude vaike hulk, kill aga véimaldab
edukalt jalgida iga raku kasvamist. Joonisel 5 afjutatud kollast fluorestseruvat valku
ekspresseerivait. coli rakke, kes on kuilvatud vaolise pinna ja pooll&ékiea membraani
vahele. Kanalite laius vastab ligikaudu Uhe bakrisele, nii et tekkivad mikrokolooniad
moodustavad plaadile helendavad triibbud. Ampiteitib6tius lldsib peptidoglikaani
slinteesivate bakterite rakuseina ja alles jaavad sw@ikeseisundis rakud. Punase noolega

osutatud rakk on persister, kes enne ampitsiligtiist ei kasvanud, kuid hiljem aktiveerus ja
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moodustas koloonia. Hoolikal vaatamisel vdib joeitideida veel kaks helendavat tappi,

rakku, kes soikeseisundist ei valjunud. (Balabtal., 2004)

Oma t66s lahenevad Balaban ja kolleegid persisterkullaltki matemaatiliselt ja jagavad
need loodud mudelite pdhjal kaheks alattiibiks: tdupersisterid, kes on tekkinud
statsionaarses faasis ning tutp Il persisterid,deepidevalt, kuid vaga aeglaselt kasvavad
rakud (Balabart al, 2004).

1.6.4 Aktiveerumine parast statsionaarset faasi

Uheks rakutsiikli etapiks, kus bakterite metaboaktévsus on madal ja pooldumist ei toimu,
on statsionaarne faas. Lisaks toitainetele voiviadisionaarsest faasist toibumiseks hoogu
anda ka teiste bakterite poolt sekreteeritavaddai@ma 2001. aasta t66s iseloomustavad
Weichart ja KellE. coli kasutatud s66tmest eraldatud molekuli, mis stienibbestatsionaarse
faasi rakkude aktiveerumist. Tehti kindlaks, etitawr aine oli kuumus- ja happekindel,
proteaasidele resistentne ja diallUsitav, samas dada ei olnud voimalik sd6tmest
etlllatsetaadiga ekstraheerida ega ioonvahetusiwgraafia abil eraldada. Kull aga
onnestus neil aktiivset materjali ekstraheediaagmlkillastatud supernatandist etanooli abil.
Leiti, et tegu on vaikese, mittevalgulise ja miteise orgaanilise molekuliga, kuid tapne
keemiline srtuktuur jai valja selgitamata. (WeidharKell, 2001)

2008. aastal tootati meie laboris valja metoodikanofldbiliselt heterogeensete
populatsioonide uurimiseks, mis pdhineb voolutsigemal ja helenduvate reportervalkude
sunteesil vbi nende valjalahjenemisel (Roostdlal 2008). See metoodika lubab kiiresti ja
usaldusvaarselt analttsida suurt hulka rakke. Setés leiti, et eksponentsiaalse faasi
rakkude jagunemine on homogeenne ning et statseméaasi rakud ei jagune. Statsionaarse
faasi rakkude kulvamisel varskesse st6tmesse erstks alampopulatsiooni - rakud, kes
muutusid Kiirelt metaboolselt aktiivseks ning hakikla jagunema, ning rakud, kes ei
aktiveerunud. Inaktiivne populatsioon oli ampiigiil suhtes tolerantne ning péarast
antibiootikumi eemaldamist hakkas osa neist jagumervastates seega persisteri

definitsioonile. (Roostalet al, 2008)

Varemesitatud mudeli kohaselt on statsionaarse fadsiuris n6 ,normaalsed rakud” ja

persistorid. Kui kultuur viia uuesti kasvutingimesse, siis hakkavad ,normaalsed* rakud
kohe kasvama ja need antibiootikumiga llulsidesgdgérgi vaid persistorid. Katsed meie
toogrupis on seadnud sellise lihtsa mudeli kahtlaié® Nimelt on vdéimalik saada samast

statsionaarse faasi kultuurist erinev hulk persesth soltuvalt sellest, milline on varske sé6de
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kuhu rakud viiakse (J6ert al 2010). Autorite poolt vélja pakutud mudeli kohaseimub
peale kasvutingimustesse viimist ajas heterogerask taastumine ja persistorite hulk
valjendab selleks hetkeks veel mitte kasvu alustaakkude hulka. Et erinevates s66tmetes
on arkamiskineetika erinev, siis ongi detekteerpavsistorite sagedus soéltuv konkreetsetest

kasvutingimustest (joonis 6).

stat kasv . AB Petri tass .
; Tundlikud
C . rakud
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Joonis 6. Bakterite kasvamahakkamise mudel. Parast varskesse s66tmesse viimist hakkavad
statsionaarse faasi rakud kasvama erinevatel aegadel. Need rakud, kes hakkavad kasvama
enne antibiootikumitootlust voi selle ajal, defineeritakse kui antibiootikumi suhtes tundlikud
rakud (A - C). Kui rakud hakkavad kasvama teatud aja jooksul parast antibiootikumi s66tmest
eemaldamist, nimetatakse neid persisteriteks (D). Kui rakud jatkavad kasvamist ja
moodustavad koloonia liiga hilja, et neid lle66 inkubeeritud Petri tassilt lugeda véiks, voi ei
arka Uldse, defineeritakse neid kui mittekultiveeritavaid rakke (E, F). Stat- statsionaarne faas,
AB — antibiootikum. (JGers et al., 2010)
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Soikeolekust valjumine voib olla nii konkreetne hdsti jagitav sindmus nagu spooride
idanemine kui ka morfoloogiliselt eristamatu nagergisterite muutumine metaboolselt
aktiivseteks rakkudeks. Morfoloogiliselt sarnasidiia ja soikeolekute vahele range piiri
tdmbamine on Upris keeruline, nagu ka erinevaltetatud soikeolekute range piiritlemine.
Persisterid, VBNC seisundis ja statsionaarsesdamdsvad rakud on paljuski sarnased. Nende
metabolism on vaga madalal tasemel ja morfoloaitlisad aktiivselt kasvavatest rakkudest
ei erine. Nii VBNC seisund kui persistentsus ornogmulik nii Gram-positiivsetele kui -

negatiivsetele bakteritele. Uks kriteerium vaheetaigeks on nende osakaal kultuuris.
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Kirjanduse andmetel moodustavad persisterid kuktiméga vaikese osa, enamasti antakse
kirjanduses nende hulgaks™6 10° populatsioonist (Kereat al, 2004, Moyed ja Bertrand,
1983), kuid kultiveerimatukgdib muutuda kogu populatsioon (Mukamolataal, 1998). Ka
statsionaarses faasis koosneb kogu populatsiodejagitinevatest rakkudest (Roostatial.,
2008). Meie téogrupis tehtud eksperimentide andnogtéegu osaliselt kattuvate terminitega.
Bakterite klassifitseerimine persisteriteks, mittitikkeeritavateks ja statsionaarses faasis
olevateks on mdnevdrra kunstlik ja soltub paljusksperimendi metoodikast. On keeruline
seada raame sellele, millise aja jooksul antibkumtiiga toddeldud kultuuris ellu jdanud ja
koloonia moodustanud bakterid klassifitseeruvadsiptariteks, millised kultiveerimatuteks,
kuna bakterid alustavad kasvamist erinevatel aég&aenuti on keeruline mé&aratleda raku
surnukstunnistamise hetke ja taie kindlusega ¢éddapika aja jooksul mittedrganud rakk
enam kunagi arkamiseks voimeline ei ole. Endospowdivad sailda eluvdimelisena vaga

pikka aega, miks siis mitte ka teistes soikeolekwigivad rakud.

On teada, et rakud valjuvad soikeseisundist vastuggtainetele. On aga ka arvatud, et lisaks
vOib see sundmus taiesti juhuslik ning valitsestatkeskkonnaoludest séltumatu. Seda
iseloomustab hasti skaudihiipotees (Epstein, 2008B)le mudeli kohaselt jaotub iga
klonaalne mikroobipopulatsioon kaheks erineva feibiga grupiks - metaboolselt aktiivsed
ja soikeolekus rakud, mille omavaheline suhe sOltyarasjagu valitsevatest
keskkonnatingimustest. Soodsates oludes on suosannakkudest aktiivsed, kuid vaike osa
metaboolselt inaktiivne. Kehvade tingimuste saabyédéavad ellu soikeseisundis rakud ning
moodustavad populatsiooni enamuse. Stohhastiligbéjustel aktiveerub aeg-ajalt mone
mikroobi metabolism - selliseid soikeseisundistjw@lid bakterieid nimetatakse skautideks.
Skaut ei ole spetsialiseerunud bakter ega gerssdtilranempopulatsioonist erinev mikroob.
Skaudi valjumine soikeolekust on madalal sagedimselevate juhuslike sindmuste tagajarg.
Seetbttu aktiveeruvad skaudid nii siis, kui nad thstavad populatsiooni enamuse, kui ka
siis, kui suurem osa rakke on aktiivsed. Juhul, &®ud kasvu ei soosi, tarvitab rakk oma
sisemised ressursid 16puni ning hukkub. Kui agakkesd on soodne, paneb skaut aluse
uuele mikroobipopulatsioonile. Selline strateegdiiks olla kohane muutuvates keskkondades
elavatele mikroobidele, kus hukkuvate bakterite ths® kaalub Ules keskkonna

monitoorimise arvelt sddstetud ressurss. (Eps2€09b)
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

E. colirakkude metaboolne aktiveerumine pérast soikeblekkillaltki puudulikult uuritud
protsess. Eeskatt peitub selle pdhjus vastava migmeajakajaamistes. Varasemad meetodid
on lubanud uurida bakterikultuure tervikuna, isetastades neid ndaiteks labi optilise
tiheduse muudu, kuid selliselt ei ole vdimalik Kedds teha, kas muutuse tingib koikide
rakkude jarglaskond vOi vaid vaheste kasvamahakanadkkude paljunemine.
Mikroskoopiameetodid v@imaldavad kull rakke Ukstedayélgida, kuid kvantitatiivseks
analtitsiks vajaliku hulga rakkude lugemine on vaggandudev. Meie laboris vélja tootatud
labivoolutsitomeetriameetod (Roostalet al, 2008) annab hea vdimaluse uurida
statsionaarses faasis rakkude aktiveerumiskingegtkiithaaval ja jalgida erineva fenottitbiga

alampopulatsioonide teket.
Kaesoleva t66 eesmarkideks olid:

e Susinikunaljast tingitult statsionaarses faasis vaile E. coli rakkude
aktiveerumisdiinaamika kirjeldamine vastusena uamsinallika lisamisele;

e kasvamahakkamist mojutavate faktorite iseloomustami
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1 Bakteritiived, s66tmed, plasmiidid

Kdikide eksperimentide labiviimiseks kasut&i coli K-12 tive BW25113(F-, A(araD-
araB)567 4lacz4787::rrnB-3), 1, rph-1, A(rhaD-rhaB)568 hsdR513 Tivi sisaldas
plasmiide pETgfp mut2 AGGAGG (3) ja pBAD-Crimsorsiiaene neist sisaldaBFPmut2
geeni IPTG-ga indutseeritaviac-promooteri all ja kanamdutsiini resistentsusgeéreine
plasmiid sisaldab punase fluorestseeruva valgu €enimgeeni arabinoosiga indutseeritava
pBAD-promooteri all ja klooramfenikooli resistensgeeni. Baktereid kasvatati alati
temperatuuril 37 °C. Vastavalt plasmiidide resistentsusmarkeritelsatii s66tmesse
kanamautsiini ja klooramfenikooli I6ppkontsentrateiga 25ug/ml. Kasutati MOPS s66det,
mis sisaldas susinikuallikana erinevaid suhkruidOR& s66de on keemiliselt defineeritud
minimaals6dde, mida saab kasutada erinevate sualflikatega ning milles saab tekitada

lammastiku- ja fosforinalga.

Tabel 1. Ké&esolevas t60s kasutatud so6tmed

Nimetus Iseloomustus Allikas

MOPS Gly Sisaldas susinikuallikana 0,1% glutserooli Neidhardtet al, 1974.
MOPS Glt Sisaldas susinikuallikana 0,2% glikonaati Neidhardtet al, 1974.
MOPS Glc Sisaldas susinikuallikana 0,2% glikoosi idNardtet al., 1974.

2.2.2 Katsete formaat

Baktereid kasvatati kolm, neli vdi viis pdeva 3Z juures MOPS Gly s66tmes, kuhu oli
lisatud kanamitsiini ja klooramfenikooli, kumbagb 21ig/ml, ning 1 mM arabinoosi.
Kultuuride kasvatamiseks kasutati kas Sanyo lok&utusel 220 rpm v6i Heidolph Unimax
1010 loksutit kiirusel 155 rpm. S66tme vahetamiseksyiti baktereid 15 v6i 7 minutit 5000
g juures, kasutades selleks vastavalt kas Sigm&@HKaugi rootoriga 11150 voi Eppendorf
MiniSpin fuugi rootoriga F-45-12-11. Supernatantmeédati ning bakterid suspendeeriti
samas mahus varskes vOi konditsioneeritud sootriedeselt lisati 1 mM IPTG-d.
Ampitsilliniga katsetes lisati koheselt ka ampiisi kontsentratsioonis 15@g/ml. Alates
uude sO0tmesse viimise hetkest voeti proove igae kamni tagant kuni kaheksanda
kasvutunnini ja ks proov voeti jargmisel paevadsferimendi kaigus vOetud proovid segati
1:1 30% glutserooli lahusega 1x PBS-s ja hoiustatlutsutmeetrilise analtusini -8@

juures.
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2.2.3 Libivoolutsiitomeetria

Koikides eksperimentides kasutati bakterite (Ghe urakasemel analllsimiseks
labivoolutsutomeetrit (FACSCalibur, Becton ja Dicgon). Kulmutatud proovid lahjendati
PBS-s 10ul proovi 500 ul PBS-i kohta, kui kasutati tuubisgémist, ja 1 pl 200 pl PBS-i
kohta, kui loeti plaadilt. Saadud andmete anallisghks kasutati programmi FlowJo 7.5

(Treestar, Inc.)
2.2.4 So06tme konditsioneerimine

So6tmete konditsioneerimiseks kasvatati rakke ¥gp&as Sanyo loksutil kiirusel 220 rpm
voi Heidolph Unimax 1010 loksutil 155 kiirusel rpahOPS Gly s66tmes antibiootikumide ja
arabinoosi juuresolekul. Seejarel vahetati soGéiske MOPS Glt vastu, kuhu oli lisatud
IPTG-d. Alates 4. kasvutunnist 10. kasvutunnini It(s@lt eksperimendist) voeti

voolutsitomeetriliseks analttsiks proov gamaldati konditsioneerimiseks piisav kogus
kultuuri. Eemaldatud kultuuris fuugiti rakud pdhgemaldati supernatant ning filtreeriti see
l&bi 0,2 um poorisuurusega filtri. Sel viisil kotgloneeritud sdddet sailitati kilmutatuna
-80°C juures. Konditsioneeritud s66tme moju testiti @ % pdeva MOPS Gly sd6tmes
kasvanud rakkudel, vahetades nende s66tme edatyel moel kas varske Vvoi

konditsioneeritud s66tme vastu. Kultuuridest vigdi kahe tunni jarel proov, mida analludsiti
hiliem voolutsitomeetri abil. Sel moel tehti kinkka millisel ajahetkel millistes

kasvutingimustes konditsioneeritud s66de omas kfigevamat efekti statsionaarse faasi

rakkude kasvamahakkamisdiinaamikale.

So66tme konditsioneerimisel 125 ml kolvis Sanyo dks220 rpm juures kasvasid rakud
kiiresti. Vorreldes neil tingimustel 7. ja 8. tuhkbnditsioneeritud s66tmeid (joonis 7, paneel
A), tuleb valja, et 7. tunnil konditsioneeritud si@madjutab margatavalt statsionaarse faasi
rakkude kasvamahakkamist, samas kui rakud 8. tamtlitsioneeitud so0tmes kasvada ei
suuda. Selle pdhjuseks on bakterikultuuri kiirewklsnditsioneeritavas sé6tmes — ilmselt ei
sisaldanud 8. tunnil konditsioneeritud s66de enaisayalt susinikuallikat, et véimaldada
jargmise kultuuri kasvu. Seetbttu otsustasime atsidootme konditsioneerimiseks
optimaalsemaid tingimusi. Konditsioneerides soddimtiolph Unimax 1010 loksutil 155 rpm
juures ja kasvatades 100 ml kultuuri 125 ml kolvtayvitas kultuur sisinikuallikat
aeglasemalt ja konditsioneeritud s66tme mdju vlewl varske kontrolls66tmega tuli

paremini valja (joonis 7, paneel B). Susinikuallléapemine polnud nii jarsk, mistéttu on see
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s6otme konditsioneerimiseks parem meetod kui esmBonditsioneeritud sé6tme all on

alati mdeldud kasutatud MOPS Glt sd6det.
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Joonis 7. Erinevatel loksutamiskiirustel ja eri aegadel konditsioneeritud s66tmete mdju
statsionaarse faasi rakkude kasvamahakkamisele. X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-
negatiivsete (soikeolekus) rakkude osakaal nullhetkel loetud GFP-negatiivsetest rakkudest.
Kontrolls66tmeks on varske MOPS Glt, tunnid tahistavad, mitmendal kultuuri kasvutunnil on
konditsioneeritud s66de konditsioneerimiseks eemaldatud. Katset on korratud kolm korda,
esitatud on representatiivne naide.
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2.2.5 Eksperimendid ampitsilliiniga

Katsete jaoks, kus varreldi rakkude kaitumist asifbiini juuresolekul ja ilma, kasvati ette 3
pdeva MOPS Gly s66tmel arabinoosi ja antibiootikdenjuuresolekul kasvanud kultuur.
Vana s06de vahetati kddOPS Glc vdi konditsioneeritud voi varske MOPS @4stu.

Ampitsilliin lisati alati so6tmevahetuse kaigus ksentratsioonis 15ag/ml. Ajahetk O vastab
katsetes sOO0tmevahetuse hetkele. Kultuuridest vpeiove iga kahe tunni jarel kuni
kaheksanda kasvutunnini ja Uks proov jargmisel g&ewng analtusiti voolutstitomeetri abil.

2.2.6 So6tme ekstraktsioon etiiiilatsetaadiga

Tundmatu rakkude kasvamahakkamist stimuleeriva Imoétdi eraldamiseks so6tmest
ekstraheeriti konditsioneeritud s6ddet etltlatsktma Selleks lisati 10 ml s66tmele 10 ml
etlUlatsetaati ja segati vortexil 5-10 minutit. @odkuni etltlatsetaadi- ja vesifaas eraldusid
vOi kiirendati faaside lahutumist tsentrifuugimisedrtiillatsetaadi faas eemaldati. S66tmele
lisati veel 5 ml etltlatsetaati ja protsessi karfatillatsetaat aurustati keeduklaasis ja lisati
3-5 ml destilleeritud vett. Kindlustamaks, et koghustuv materjal vees ules lahustuks,
loksutati keeduklaasi ning uhuti pipeti abil keeldasi pdhja ja seinu sellesama veega.
Negatiivse kontrolli jaoks ekstraheeriti samal meoérsket MOPS Glt s66det. Ekstraktid

alikvooditi 1 ml kaupa 1,5 ml katsutitesse ja $ili-80°C juures.

2.2.7 S66tme fraktsioneerimine C-18 poordfaasikolonniga

Pddrdfaasikromatograafia on vedelikkromatograailka Statsionaarse faasina, mis kolonnist
labi liikuvaid molekule enda kilge seob ja siislgalahti laseb, kasutatakse enamasti
silikageeli terakesi, mille kiilge on keemiliselbied alkttlrihmad. Mobiilne faas ehk eluent,
mis l&bi kolonni voolates uuritavaid aineid edasnkab, on pddrdfaasikromatograafia korral
sageli orgaaniline lahusti, nditeks metanool véettnitriili, segatuna algse puhverlahuse voi

veega.

So66tme fraktsioneerimiseks kasutati 3M Empore 7mmh/E18-SD pdordfaasikolonni.
Elueerimiseks kasutati metanooli kolmes eri kortsgsiooniga vesilahuses — 20%, 50% ja
80%. Kolonnist jooksutati l&bi 10 ml konditsiondad sottdet. Labijooks jagati kaheks,
esmalt eemaldati 2 ml labijooksnud soodet ja sekj&ui ka tlejaanud 8 ml oli kolonni
l&binud, voeti sellest 2 ml proga hoiustati -80 °C juures. Kolonni pesti 1,5 rektlleeritud
veega, mis sailitati analttsimiseks -80 juures. Kolonni elueeriti esmalt 300 ul 20%

metanooli vesilahusega, seejarel 300 pl 50% ja asena 300ul 80% metanooliga.
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Fraktsioonid koguti eraldi katsutitesse ja kuiviatdeto MAXI Dry Plus vaakumkuivatis
37 °C juures. Kuivatatud fraktsioonidele lisati In8 destilleeritud vett ja sailitati samuti
-80 °C juures.

Labijooksu, pesuvee ja fraktsioonide testimisek®pid sulatati ja lisati kdigile 0,2% Glt ja 1
mM IPTG-d. Pesuveele ja metanoolifraktsioonidekatii veel vett, 10x MOPS puhvrit,
lammastikuallikana 9,52 mM NY&I ja fosforiallikana 1,32 mM KEPQ,. Segud valmistati

nii, et segu I6ppmaht oleks 2 mi.

Testimiseks kasutati viis paeva MOPS Gly s60tmeslidtigh Unimax 1010 loksutil 155 rpm
juures kasvanud rakukultuuri. 2 ml kultuuri s66dghetati 2 ml labijooksu, pesuvee VvOi
metanoolifraktsiooni vastu ja vdeti proove iga kahenni tagant kuni kaheksanda
kasvutunnini ja Uks proov jargmisel paeval. Proosedjati 1:1 30% glutserooli lahusega 1x
PBS-s ja hoiustati voolutsiitmeetrilise analtitis®@ °C juures.
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2.3. Tulemused

Kaesoleva t60 eesmarkideks oli susinikunélja td@tatsionaarses faasks. coli rakkude
aktiveerumisdinaamika kirjeldamine ja kasvamahak&am mojutavate faktorite
iseloomustamine. Selleks kasutati jargneva Ulesebiia katseskeemi: Rakke kasvatati kolm,
neli voi viis paeva MOPS minimaals66tmes, kuhu kdiatud susinikuallikana 0,1%
glutserooli (Gly), kanamdutsiini 25 pg/ml ja kloorfanikooli 25 pg/ml ning arabinoosi 1 mM,
mida see E. coli tivi ei suuda susinikallikana kasutada. Arabinodisati punase
fluorestseeruva valgu Crimson sinteasilutseerimiseks. Statsionaarsesse faasi joudnud
rakud sisaldavad Crimsonit, kuid ei sisalda GFPRar(js 8A). Seejarel vahetati vana sddde
varske so6tme vastu (MOPS + 0,2% susinikuallikaty, arabinoosi enam ei olnud, ning lisati
IPTG indutseerimaks GFP ekpressiooni. Kasvama hakkarakud sinteesivad muude
valkude korval ka GFP-d (joonis 8B), samas kui eoikkus rakud jadvad GFP-
negatiivseteks. Nii markeerib GFP signaal rakkudetafoolset aktiivsust. Rakkude
pooldumisel vaheneb arabinoosi puudumise tottu €y sisaldus rakkudes, mistottu
vaheneb nende punane helenduvus (joonis 8C). Magrlt fluorestseeruv valk Crimson kui
roheliselt fluorestseruv valk GFPmut2 on vaga fissa, poolestusajaga vastavalt Ule viie ja
Ule seitsme péeva (Straekal., 2009; Blokpoekt al, 2003). Muutust rakkude helenduvuses
jélgiti voolutsttomeetri abil.
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Joonis 8. Lihtsustatud skeem bakterite metabolismi aktiveerumise ja rakujagunemise
jalgimise kohta ldbivoolutsiitomeetria abil kahe reportergeeni signaali tugevuse pdhjal.
Rakupopulatsioon on kujutatud ringina. X-telje vaartused naitavad punaselt fluorestseeruva
valgu Crimson’i signaali tugevust ning Y-telje vaartused GFP signaali intensiivsust. Paneelil A
on kujutatud olukorda, kus rakkudes on indutseeritud ainult Crimson, paneelil B on
indutseeritud nii Crimson kui GFP ning paneelil C on indutseeritud vaid GFP.
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2.3.1 Statsionaarsest faasist viljumisel voib bakterirakkude metaboolne aktiveerumine
olla heterogeenne

Uue susinikuallika lisamisel susinikunéljas statsiarses faasis bakterikultuurile hakkavad
rakud taas kasvama ja jagunema. See protsess l@ifnidhomogeenne, misjuhul on rakkude
reaktsioon uuele susinikuallikale dhtne, kui kaehegeenne, kui populatsioon jaguneb

erinevalt reageerivateks alamhulkadeks.

Joonisel 9 on naidatud olukorda, kus kolm paeva BA@R1% glutserooli (MOPS Gly)
sisaldaval minimaalsd66tmes kasvanud rakkudele satud kas MOPS 0,2% glikonaati
(MOPS Gilt) v6i 0,2% glikoosi (MOPS Glc). Esimeaghyl on kasvamaminek heterogeenne
— esmalt aktiveerub vaike hulk rakke, misjarel @hsasvamist suurem osa populatsioonist.
Teisel juhul on samast statsionaarse faasi kuBtuysérinevate rakkude k&itumine taiesti
erinev — kasvamahakkamine toimub dhtse grupinati Adedub vaike hulk rakke, kes ei

aktiveeru.

Heterogenne kasvamahakkamine glikonaadi lisameg®ub justnagu kahe lainena. Esmalt
reageerib vaike hulk rakke, kellest osa jduab jjdmuneda ja alles siis muutub enamus
populatsioonist metaboolselt aktiivseks. Sellinkuale kaitumine véimaldab spekuleerida, et

varakult kasvamalainud rakud mdjutavad kuidagshitnaid rakke.
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Joonis 9. Statsionaarset faasist valjumise diinaamika soltub silsinikuallikast. Statsionaarse
faasi rakud suspendeeriti varskes s66tmes, mis sisaldas susinikuallikana 0,2% gliikonaati
(paneel A) véi 0,2% gliikoosi (paneel B) ja lisati IPTGd. Ajahetk 0 vastab s66tmevahetuse
hetkele. Toodud ajapunktidel vdeti kultuurist proovid ning analtusiti voolutsiitomeetri abil.
Pseudovarvid naitavad rakkude esinemissagedust. Eksperimenti korrati kaks korda, esitatud
on representatiivne naide.
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2.3.2 Metaboolselt aktiveerunud rakud stimuleerivad statsionaarses faasis rakkude
aktiveerumist

Kui juba kasvavad ja jagunevad rakud suudavad mad@tveel soikeolekus rakkude
aktiveerumist, siis peaks viimaste aktiveerimigigiolema soltuv kasvavate rakkude hulgast.
Selle vaite kontrollimiseks saab kasutada ampitsjll mis mdjub ainult kasvavatele
rakkudele ning luUsib need, jattes soikeolekus dauutumata. Lisades neli pdeva MOPS
Gly sisaldavas so6tmes kasvanud rakkudele glukoakiiveeruvad rakud olenemata
ampitsilliini juuresolekust voi puudumisest ningljusiad soikeolekust kiiresti ja uhtselt
(joonis 10). Vahe ilmneb aga nende kultuuride pukuhu on teise susinikuallikana lisatud
glikonaati. llma ampitsilliinitddtluseta kultuurigheb esmalt kasvama vaike hulk rakke,
misjarel aktiveeruvad ulejaanud rakud. Kui pooldlivakud ampitsilliiniga ara ludsida, jaab
suurem osa rakke soikeolekusse. Sellistest tulesugireldub, et varem poolduvad rakud
mojutavad tbepoolest Ulejddnud rakupopulatsioorukdst ning stimuleerivad mingil moel

rakke soikeolekust valjuma.
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Joonis 10. Soikeolekust valjumise kiirus séltub kasvavate rakkude olemasolust. Neli pdeva
MOPS Gly s66tmes kasvanud rakkude s66de vahetati varske MOPS minimaals66tme vastu,
mis sisaldas sUsinikuallikana kas 0,2% glikoosi voi 0,2% glikonaati. Pooldunud rakkude
elimineerimiseks kasutati ampitsilliini kontsentratsioonis 150 pg/ml, paralleelkultuuri
antibiootikumi ei lisatud. X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-negatiivsete (soikeolekus)
rakkude osakaal nullhetkel loetud GFP-negatiivsetest rakkudest. Eksperimenti viidi labi kaks
korda, esitatud on representatiivne naide.
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2.3.3 Varem aktiveerunud rakud mdjutavad hilisemaid arkajaid sekreteeritava faktori,
faktor X-i kaudu

Bakterirakud vdivad Uksteist mojutada nii sekrdataeate faktorite kui otseste rakk-rakk
kontaktide kaudu. Sekreteeritavate faktorite tunaks naiteks on hulgatunnetusega seotud
molekulid, homoseriinlaktoonid, mida rakud Umbntasse keskkonda sekreteerivad ning
mille kontsentratsioonidele vastavalt nad reageeriviide). Rakk-rakk kontaktide abil
vOivad rakud naiteks uUksteise kasvu parsskacoli puhul on kirjeldatud CDI dontact
dependent inhibitionautoinhibitsioonististeem, mille kaigus parsib psgulatsiooni rakke
podrduvalt Ulejddnud rakkude kasvu (Aekial, 2009).cdiABI geeniklastri poolt kodeeritud
valgud CdiA ja CdiB parsivad naaberraku kasvu n@djl valk annab esimest kaht geeni

ekspresseerivale rakule immuunsuse nende valkugle parssiva toime suhtes.

Uurimaks, mil moel varem kasvama hakanud rakuddmtaid aktiveerujaid mojutavad, viidi
labi eksperiment konditsioneeritud s6é6tmega. Jukul, mjur on sekreteeritav, muutub
rakkude kaitumine mdjurit sisaldava s6otme korrRakk-rakk kontaktide I&bi toimiva efekti
korral on vaja metaboolselt aktiivsete rakkude sitdehalolu, mistbttu konditsioneeritud
sd0de rakupopulatsiooni k&itumist ei mojutaks.

Konditsioneeritud s6dde valmistati jargmiselt: MOBY sisaldaval s66tmes kasvanud rakud
viidi neljandal paeval varskesse MOPS Glt sisaldagasOttmesse. Kulruuri edenemist
monitooriti FACS’il ning rakud eemaldati s66tmeatj esmalt aktiveerunud rakud poolduma
hakkasid ning Ulejaanud populatsiooni GFP-tasent@ubakkas. Bakterid eraldati s66tmest
fuugimisel 15 minutit 5000 g juures, eraldati supadant ning filtreeriti I&abi 0,2 pum
poorisuurusega filtri. Selliselt konditsioneeritsi@bdet sailitati siigavkilmikus -80°C juures.

Konditsioneeritud MOPS Glt s66tme lisamine stats@ses faasis olevatele rakkudele
pdhjustas selge muutuse rakkude kasvamahakkamissaohikas vorrelduna varske MOPS
Glt sO00tmega (joonis 11). Konditsioneeritud sootrkerral oli rakkude ,arkamine®
soikeolekust kiirem ja Uhtlasem. Kuna rakuvaba std@liudab stimuleerida rakkude
aktiveerumist, on selge, et tegu on sekreteeritaidmeaine, mitte rakk-rakk

interaktsioonidega. Lihtsuse mottes nimetan setavsikst edasises tekstis nimega faktor X.
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Joonis 11. Statsionaarset faasist valjumise dinaamika soltub sekreteeritava faktori
olemasolust so6tmes. Rakke kasvatati 4 pdaeva MOPS Gly s66tmes, ajahetk O vastab
s6otmevahetuse hetkele. Paneelil A on vana s66de vahetatud vdrske MOPS Glt sisaldava
minimaalsé6tme vastu. Paneelil B on vana s66de vahetatud konditsioneertud MOPS Glt
s66tme vastu. Molemale s6é6tmele oli lisatud IPTG-d, indutseerimaks GFP ekspressiooni.
Toodud ajapunktidel vdeti kultuurist proovid ning anallisiti voolutsitomeetri abil.
Graafikute x-telg nditab punast helenduvust vastavalt rakkude Crimson-valgu sisaldusele
ning y-telg rohelist helenduvust vastavalt GFP-sisaldusele. Paneelil C on kahe kultuuri
kvantitatiivne vordlus. X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-negatiivsete (soikeolekus)
rakkude osakaal nullhetkel loetud GFP-negatiivsetest rakkudest. Eksperimenti korrati kuus
korda. Esitatud on representatiivne ndide.

Saamaks taiendavat kinnitust, et stimuleerivat nadjaldab sekreteeritav aine, kombineeriti
samas katses konditsioneeritud s66tme ja ampitsikiasutamist. Kui kasvama hakkavad
rakud juhinduvad oma kaitumises pohimiselt faktori Xlemasolust, siis ei tohiks

konditsioneeritud s66tme puhul kasvavate rakkudenakolu suurt rolli enam mangida. Selle
eelduse testimiseks lisati soikeolekus rakkudel@dksioneeritud sottdet koos ja ilma
ampitsiliinita. Joonisel 12 naidatud tulemuste pdhbib Oelda, et hoolimata ampitsilliini

juuresolekust hakkasid rakud konditsioneeritud @8t kiiresti kasvama. Seega piisab
kiireks aktivatsiooniks faktor X-i olemasolust jaidndav jagunevate rakkude juuresolek

erilist efekti ei oma.
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Joonis 12. Faktor X on peamine rakkude aktiveerumist mojutav tegur. Neli paeva MOPS Gly
s6otmes kasvanud rakkude s6dde vahetati kas varske MOPS Glt voi konditsioneeritud
s66tme vastu. Uhele paralleelidest lisati ampitsilliini (katkendjooned), teisele mitte
(pidevjooned). X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-negatiivsete (soikeolekus) rakkude
osakaal nullhetkel loetud GFP-negatiivsetest rakkudest. Eksperiment viidi labi Ghel korral.

2.3.4 Konditsioneeritud soode sailitab aktiivsuse ka kiilmutamisel

Kuna so0tme konditsioneerimine suures mahus hd@kssbluliselt selle komponentide
uurimist, oli oluline veenduda, et s66de sailitaacaktiivsuse ka kilmutamisel -80°C juures.
Selleks vorreldi Uhe ja sama konditsioneeritud m@defekti statsionaarse faasi rakkudele eri
aegadel parast s66tme kulmutamist. Konditsionekstidtmega viidi 1abi kaks eksperimenti,
Uks paeval parast s00tme konditsioneerimist ninget&kakskimmend Uks péaeva pérast
konditsioneerimist. Mdlema tarvis kasvatati MOPSy G$66tmes ette kolm péaeva
statsionaarses faasis viibinud bakterikultuur nudgreldi konditsioneeritud s66tme efekti
varske MOPS Glt s66tme lisamisega (joonis 13). Gaddlemuste pdhjal vbib 6elda, et ka
pikemaajalisel kilmutamisel konditsioneeritud sé&tomadused praktiliselt ei muutu, faktor

X jaab stotmesse alles.

34



1 e
I - A

t_tg _“"'-.__-“ iy
£09 =<
2 ""'-‘
o - -
g TS
08 e 'Z‘H.._,H
= -
[ D
= ~
[ “#®
gt
g07 s
=
=
)
b
g 0,6 \
a A
ke
o

0,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Aeg (tunnid)
—— konditsioneeritud sdode liledd killmutatuna —&— konditsioneeritud sodde, 21 paeva -80C
= 4= varske soode | #~ varske soode Il

Joonis 13. Konditsioneeritud s66tme aktiivsus sailib ka pikaajalisel kilmutamisel -80° C
juures. Neli paeva MOPS Gly s66tmes kasvanud rakkudele lisati kas konditsioneeritud s66det
vOi varsket MOPS Glt s6odet. Konditsioneeritud sootmega viidi labi kaks iseseisvat
eksperimenti, ks konditsioneerimisjargsel pdeval (sinised jooned) ning teine 21 pdeva
parast konditsioneerimist (rohelised jooned). Mdlemas eksperimendis oli kontrolliks varske
soode. X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-positiivsete (soikeolekus) rakkude osakaal
koikidest loetud rakkudest antud ajahetkel. Vorreldud on tulemusi eraldiseisvatest
eksperimentidest.

2.3.5 Faktor X'i puhastamine konditsioneeritud s66tmest
2.3.5.1 Faktor X'i ekstraheerimine etiiiilatsetaadiga

Faktor X'i ndol on tegu tundmatu ainega, mille ktawrist ega laengust pole midagi teada. Et
selgitada véalja, mis ainega on tegu, otsustasimekgroovida, kas seda ainet on vdéimalik
sootmest etudlatsetaadi abil vélja ekstraheeriddoul) kui tegu on ainega, mis on
vesikeskkonas lahustuv, kuid vdimeline iseseisvatgeptori abita membraane l&abima, on see
eeldatavasti osaliselt hudrofoobne. Etlllatsetadtasutatakse edukalt so6otmest
homoseriinlaktoonide ekstraheerimiseks. Etlillatdeta veest kergem, veega mittesegunev

ja hasti lenduv lahusti.

Ekstraheerimisel lisati 20 ml konditsineeritud siéle esmalt 10 ml etlllatsetaati, segati
Vortexi maksimumkiirusel 10 minutit, et faasid segls, faaside lahutumisel eraldati
etlllatsetaadi faas ning korrati tegevust 5 ml lat8étaadiga samal s66tmel. Seejarel

aurustati etillatsetaat ning kuivatusndusse lgadtilleeritud vesi, et eraldatud ained uuesti
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vees lahustada. EtlUlatsetaadi aurustumisel magglussmalt geel, mis téielikumal
kuivamisel vees lahustumatuks kilejaks polimeenksutus. Etlulatsetaat parsib bakterite
kasvu juba vaikeses koguses, mistottu oli olulikgigla, et kogu etlllatsetaat enne vee
lisamist ara oleks auranud. Sel pdhjusel polnudnadk ka testida, kas ekstraheeritud s6ode
sailitas aktiivsuse voi mitte. Katse kontrolliksotieldi samal viisil ka varsket MOPS Glt

sOodet.

Ekstraktsiooni onnestumist kontrolliti statsion@arfasi rakkudel, lisades neile vérsket
MOPS Glt s6odet, konditsioneeritud sdddet voi watm sootmete ekstrakte. Jooniselt 14 on
naha, et ekstrakti lisamine véarskele s66tmele ieerkila rakkude arkamist, seega s6otme

ekstraheerimine etlitlatsetaadiga ei ole faktorexaldamiseks efektiivne meetod.
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Joonis 14. Konditsioneeritud s66tme ekstaheerimine etillatsetaadiga. Pidevate joontega on
ndidatud ekstraheerimata s66tmed, katkendjoontega s66tmed, mida on etlilatsetaadiga
ekstraheeritud. X-teljel on aeg tundides, y-teljel GFP-negatiivsete (soikeolekus) rakkude
osakaal koikidest loetud rakkudest antud ajahetkel. Graafikul on naidatud viie katse
keskmised tulemused ja standardviga.
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2.3.5.2 Faktor X'i puhastamine sé6tmest péordfaasikolonni abil.

Paljud bakterite autokriinsed faktorid on hiudrofsett molekulid, seega otsustasime
vaatamata ebaedule ekstraheerimisel proovida a&wif X'i puhastamist poordfaasikolonnil.

Selleks kasutasime Empore™ 3M C18 poordfaasik@onn

Pddrdfaasikromatograafia puhul kasutatakse hiudbs®anembraaniga kolonni, mille puhul
jddvad hadrofiilses keskkonnas olevad hidrofoobsedlekulid seotuks hidrofoobse
kandjaga. Lisades membraanile vahempolaarseid mifigadahusteid tulevad sinna kinni

jdanud molekulid lahti ning véljuvad kolonnist. Michidrofoobsema molekuliga on tegu,
seda kauem jaab ta seotuks tahke kandjaga ningksedisentreeritumat orgaanilist lahustit

on vaja, et molekul membraanilt vabaneks.

Pddrdfaasikolonnist lasti 1abi voolata 10 ml kosuhheeritud sd0det. Koguti kokku
l&bijooksnud s6dde, esmalt 2 ml ja siis Ulejdanuani8 Seejarel pesti kolonni 1,5 ml
destilleeritud veega, mis koguti samuti kokku nitggtiti. Kolonnile kinnitunud materjal
elueeriti kolme eri kontsentratsiooniga metanoblisega (20%, 50% ja 80%), alustades
madalamast kontsentratsioonist liikudes korgemavietanooli sisaldavad fraktsioonid
kuivatati vaakumkuivati abil ning lisati destillé®d vesi, lahustamaks Ules fraktsioonis
sisaldunud aineid. Saadud lahuseid testiti soilkeslerakkudel (joonis 15) mille kaigus
iimnes, et tugevaim kasvamahakkamise diinaamikatenwafekt oli kolonnist labi jooksnud
sootmel. Metanoolifraktsioonidesse oli jaanud midiegsvu parssivat, samas kui kolonni
pesemiseks kasutatud vesi andis sama efekti, mekey8MOPS Glt s66de. Aktiivsus jai vaga
selgelt kolonni labijooksu, mistdttu vdib delda,tegu on pigem hidrofiilse molekuliga ja

hidrofoobset péordfaasikolonni faktor X'i puhastaekis kasutada ei saa.
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Joonis 15. Poordfaasikolonni labijooksude, pesuvee ning metanoolifraktsioonide mdju
testimine soikeolekus rakkudel. Punaste joontega on ndidatud kolonni ldbijooksud, siniste
joontega varske MOPS Glt ning kolonni pesuvesi ja oranzide joontega metanooli sisaldanud
fraktsioonid. Rohelise joonega on algne konditsioneeritud s66de, mida ekstraheeriti. X-teljel
on aeg tundides, y-teljel GFP-negatiivsete (soikeolekus) rakkude osakaal koikidest loetud
rakkudest antud ajahetkel. Katses kasutatud konditsioneeritud s66tmega viidi eksperiment
labi Ghe korra.
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2.4. Arutelu

Oma bakalaureusetoos kirjeldadtn coli tive BW25113 statsionaarse faasi susinikunaljas
rakkude kaitumist vastusena uuele susinikuallikadsin, et kasvamahakkamine voib olla
nii heterogeenne kui homogeenne. Lisades statsemdaasi rakkudele 0,2% glukoosi,
hakkavad kdik rakud Uhtselt kasvama, samas kuildis§2% glikonaati, on aktiveerumine
ajas heterogenne: osad rakud reageerivad kohe, agadalles hiljem. Viimasel juhul
sekreteerivad varem aktiveerunud rakud s66tmesskertatut ainet, mis stimuleerib tlejaanud
populatsiooni kasvamahakkamist. Nimetasin selle e aifaktor X-iks. Selle aine
iseloomustamiseks tdotasin vélja katseskeemi, @ismaldab konditsioneerida séoddet nii, et
see sisaldab rakkude kasvu tagamiseks piisava ilgimiika kontsentratsiooni juures
maksimaalset kogust faktor X-i. Rakuvaba kondits@ntud s6dde sailitab oma aktiivsuse ka
pikemaajalisel sdailitamisel -80°C juures. Proovigaktor X-i s6otmest etlilatsetaadi abil
ekstraheerida ning poo6rdfaasikolonni abil erald&d@] ebadnnestunult. On alust oletada, et

faktor X on oma olemuselt hudrofiilne aine.

Statsionaarse faasi rakkudele glukonaadi lisamjaglnes rakupopulatsioon kaheks eri
fenotllbiga alamhulgaks — Uhed, kes asusid koheakes ja teised, kes jaid alguses
inaktiivseks. Fenotlubiline heterogeensus tdheneiabama genotlibiga organismidel voib
samades oludes olla erinev fenotlilip ning see ebalteerite hulgas tldse haruldane nahtus.
Uks paremini uuritud naiteid oBacillus subtilis Gram-positiivne bakter, kelle geneetiliselt
identses populatsioonis esineb eksponentsiaalseaifieasis kaks vaga erinevat rakuttdpi:
pikkadeks kettideks liitunud sessiilseted rakutlikavad viburitega rakud (Kearns ja Losick,
2005). Sageli peetakse fenotlilbilise varieeruvusiaemist riskihajutusstrateegiakBet-
hedgingehk riskide hajutamine on strateegia, mis vahernugiulatsiooni kohasuse ajalist
varieeruvust, kuid langetab populatsiooni keskmisthasust ehk vahendab kogu
populatsiooni havimise ohtu ettendgematute oludanemisel (Simons, 2011). Uks
tuntuimaid nditeid bet-hedging strateegiast on kidmi Diaptomus sanguineies
munemisstrateegia — osa munadest koorub kohesaltaga aasta parast. Juhul, kui kohe
koorunud vastsed kalade poolt &ara suuakse, on iikkagikirpe, kes hillem uuele
populatsioonile aluse paneks (Simons, 2011).

On oluline eristada keskkonnast tingitud muutusgaoismi fenotlibis keskkonnast
sOtumatult olemas olevatest tunnusteBet-hedginu korral on juba enne keskkonna
muutumist vBimalik populatsiooni teatud tunnustesal alampopulatsioonideks jagada, kuid
keskkonnale reageerimise strateegiate puhul ilnwegie alles parast keskkonnamuutuse
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toimumist. Naiteks ei sOltu vesikirkdD. sanguineugs puhul see, milline osa munadest kohe
koorub ja milline osa ootele jadb munadest end@itji on &ra maaratud hetkel, kui emane
munad muneb — tegu on riskihajutamisstrateegiagao($s, 2011). Reageerimisstrateegia
puhul jalgivad rakud pidevalt keskkonda, milles né@flivad, ja kdituvad vastavalt. Naiteks
juhul, kui kasvukeskkonnas leidub teatud aminohapéta bakter ka ise siinteesida oskab, ei
kulutata selle stinteesiks eraldi energiat, vaidksa see sisse rakuvalisest keskkonnast. Alles
siis, kui valised varud ammenduvad, lulitataksesesisrastava aminohappe sinteesiks

vajalikud geenid.

Soikeolek ¢@ormancy on rakkude mitteaktivne seisund, kus margataaaie- ja
energiavahetust ei toimu. Tavaliselt lahevad orgaid soikeolekusse, kui keskkond muutub
ebasoodsaks (I6peb toit, temperatuur langeb jrefjteBirakud (ja muud organismid) vdivad
soikeolekusse jaadda ka valiskeskkonna paranedes ser on potentsiaalneet-hedging
strateegia, kuna sellest tulenev fenotuubiline eatvus voib muutlikes keskkondades
kasulikuks osutuda. Persisterid, kes on vdimeli$ledelama antibiootikumitootluse, ei ole
kultuuris mitte antibiootikumi leidumise t6ttu kageskkonnas, vaid on seal olnud juba
varem (Lewis, 2008; Balabaet al, 2004). Persisterite mittepaljunemise arvelt @gwk
populatsiooni keskmine kohasus kill maksimumist atead, kuid kuna paljunevad rakud on
soikeseisundis rakkudest marksa haavatavamad, qgoulgtsiooni sdailumine suurte
keskkonnamuutuste korral siiski tagatud ja pikdhaga kohasus maksimeeritud. Kas
persisterite esinemine on evolutsiooni véltel v&jgunenud kuibet-hedging ei saa veel

kindlalt vaita.

Statsionaarse faasi rakkude kahe-etapiline akiweire voib uue sidsinikuallika leidumisel
osutuda kasulikuks juhul, kui keskkond muutub jérsletaalseks. Sel juhul surevad
aktiveerunud rakud ara, kuid suur osa populatsgigééb alles. Just see juhtub katses, kus
sdotmele oli lisatud ka ampitsilliini. Paralleelkat mis tdestas, et sama kultuur on véimeline
teisele susinikuallikale Uhtselt reageerima, viitab kahe-etapilisus ei ole tingitud rakkude
sisemistest piirangutest (joonised 10 ja 12). KasWada sellist konditsioneeritud sdddet,
milles varem arganud rakud juba veidi aega kasvantidd siis hakkavad statsionaarse faasi
rakud Uhtselt kasvama ka glukonaadi korral. Sejéestdub, et kasvavad rakud sekreteerivad

sdotmesse ainet, mis stimuleerib soikeseisundlaidekaktiveerumist — faktor X-i.

Aktiivsete rakkude poolt keskkonda eritatud aingtmuleerivat moju soikeolekus rakkudele
on naidatud varemgi.Micrococcus luteus sekreteeritav valk Rpf pdhjustab juba

pikomolaarsetes kontsentratsioonides statsionadesess olevate rakkude kultiveeritavaks
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muutumist ja modjub stimuleerivalt mitte ainult ikgaslastele, vaid ka teistest liikidest
bakteritele (Mukamolovaet al, 1998). B. subtilise spooride idanemist pdhjustavad
muropeptiidid vOivad olla parit mistahes gram-néegselt vdi sporogeenselt gram-positiivselt
bakterilt (Shafet al, 2008). Ei saa valistada ka faktor X-i liikideedist mdju.

Kasvavate rakkude poolt kasvukeskkonda eritataaiatete tajumine on looduslikus elupaigas
vaga 6konoomne viis saamaks teada, kas olud kaswsivad. Lisaks toitainetele on veel
vaga palju keskkonnategureid, mille olemasolu wiigqumine kasvukeskkonna soodsaks voi
ebasoodsaks muudab. Nende koikide kontrollimineségea energiamahukas ja seega oleks
esmalt otstarbekas kontrollida, kas teised mikmobn voimelised selles keskkonnas
kasvama. Kui on, siis on olud soodsad téenaolisethuudele sarnases elupaigas kasvavatele
liikidele.

Selline regulatsioon jatab ohku kiusimuse, kuidasve&ruvad need rakud, kes teistele
signaliseerivad. Naiteks, kuidas toimub bakteripafsiooni soikeseisundis rakkude
aktiveerumine suletud sisteemis, kuhu uusi akiivsakke ei satu, nagMycobacterium
tuberculosi®& pdhjustatud latentse infektsiooni korral. Lisaedlele, et kasvamahakkamine
vOib toimuda vastusena erinevatele toitaineteleavatud, et see voib olla ka spontaanne.
Skaudihtpoteesi kohaselt toimub soikeolekus rakkaktveerumine pidevalt olenemata
keskkonnatingimustest ning et aktiveerumine vdila dingitud juhuslikust mirast raku
geeniekspressioonis (Epstein, 2009). Juhul, kuivedtunud rakk ebasoodsates oludes
kasvama hakkab, kasutab ta dra oma sisemised siesguhukkub. Kui aga rakk soodsates
oludes aktiveerub, saab ta paljuneda ja panna alusk kasvavale populatsioonile ning
signaliseerida soikeseisundis rakkudele, et keskkonsoodne (Epstein, 2009). Minu katsed
haakuvad skaudihtpoteesiga hasti, kuna esmalt kesJakanud rakkude poolt eritatav
sekreteeritav faktor X stimuleerib soikeseisundikude aktiveerumist.

Keskkonda sattuv signaal voib olla nii spetsiadlsalleks mdeldud molekul, kuid ka
paratamatult keskkonda sattuv aine, naiteks rakakesponendid. Raku kasvamise kaigus
hidroluusitakse peptidogliikaani vahelisi sidemeidisada uusi peptidoglikaanimonomeere.
Gram-negatiivsetel bakteritel on Ulejaagina tektavenuropeptiidide taaskasutamiseks vélja
kujunenud efektiivsed mehhanismid, kuid Gram-posidd bakterid ei suuda neid kaidelda ja
eritavad need keskkonda (Shat al, 2008). KunaE. coli on Gram-negatiivne, on

vahetdendaoline, et faktor X-i ndol on tegu muropeigia.
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Hulgatunnetusega seotud autoinduktormolekulid onlekutid, mis on spetsiaalselt
sunteesitud Umbritsevate organismidega suhtlenaigks] N-atstil-homoseriinlaktoonid on
suur signaalmolekulide klass, kuhu kuulub paljulisstt hidrofoobseid molekule, mistéttu
on neid vOimalik s66tmest etlllatsetaadi abil eksterida. Seetbttu otsustasime esmalt
proovida, kas ka faktor X-i on vOimalik samal ma#odtmest puhastada. Ekstraktsioon
etltlatsetaadiga on tehniliselt lihtne meetod, arkthsutamisel proov ei lahjene ning saadud
ekstrakt on soolavaba, viimaldades edasist anatiéss-spektromeetril. Viie korduskatse

pdhjal vbib delda, et see meetod on antud juhutdul

So6tme fraktsioneerimisel poordfaasikolonnil sagada, et faktor X ei ole piisavalt
hidrofoobne, et maatriksiga seonduda ning kondiesdtud s66tme aktiivsus jaab
labijooksu. Kolonni labijooksude korgem aktiivsudrreldes konditsioneeritud sd6tmega
(joonis 15) vdib tuleneda kérgemast glikonaadi &entratioonist. Kindlustamaks rakkude
kasvamist lisasin nii l&bijooksudele, pesuveelerketanoolifraktsioonidele 0,2% glikonaati.
Glikonaat on hudrofiilne molekul ja labib kolonmjstdttu oli selle tegelik kontsentratsioon
labijooksus ilmselt kdrgem. Korrektne on katsetr&ata koos teise negatiivse kontrolliga,
milleks on varske MOPS + 0.4% Gilt (teoreetilisétdeim kontsentratsioon, mida labijooks

vois sisaldada).

Jargmiseks sammuks faktor X-i puhastamisel on kasunaiteks ioonvahetuskromatograafiat
ja muid polaarsete molekulide eraldamise meetod®stle projekti |dppeesmargiks on faktor

X identifitseerimine.
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KOKKUVOTE

Kéaesolevas t60s uuritE. coli tive BW25113 statsionaarse faasi stsinikunalj&&ude
aktiveerumist vastusena uuele susinikuallikalesgoomustati kasvamahakkamist mdjutavaid
faktoreid. Leiti, et statsionaarsest faasist vélpen voib olla nii homogeenne Kkui
heterogeenne. Viimasel juhul stimuleerivad varemsvikena hakanud bakterid veel
statsionaarses faasis viibivate rakkude aktiveesun8elgitati valja, et tegu on tundmatu
sekreteeritava faktoriga, mida tekstis lintsusetesdfaktor X-iks nimetati. Faktor X sailib
kulmutamisel kullaltki hasti. Faktor X-i uurimisekgotati vélja katseskeem, mis véimaldab
sbodet nii konditsioneerida, et see simuleeriks simakalselt statsionaarses faasis rakkude
kasvamahakkamist, sisaldades sealjuures veel rekkagvuks piisavalt sudsinikuallikat.
Faktor X-i s66tmest eraldamiseks rakendati kahttoude ekstraktsiooni etlllatsetaadiga ja
fraktsioneerimist p6ordfaasikolonni abil. Sarna¥g#ichart’i ja Kell'i iseloomustatudt. coli
poolt stnteesitud kasvamahakkamist stimuleerivaidekulile ei olnud faktor X-i vdimalik
sootmest etlllatsetaadiga ekstraheeri&eichart ja Kell, 2001). Ka so66tme
fraktsioneerimisel poordfaasikolonniga jai kasvaaidamist stimuleeriv  aktiivsus
labijooksu. Sellest selgub, et faktor X on t6ersaitipigem hidrofiilne molekul. Edaspidises

t60s keskendun faktor X-i tuvastamisele muude noltet@bil.

43



SUMMARY

EXIT FROM DORMANCY AND THE FACTORS AFFECTING IT IESCHERICHIA
COLl

These thesis focuses on the resuscitation of cestaoaed populations dEscherichia coli
strain BW25113 in response to new carbon sourcéoarthe characterisation of the factors
affecting the resuscitation. The cultures were nosad at a single cell resolution using flow
cytometry. It was found that awakening from dormaman be homogenous as well as
heterogeneous. During heterogeneous resuscitdtienmetabolically active cells stimulate
the resuscitation of dormant cells. The spent nmdivas found to effect the dynamics of
resuscitation of stationary phase cells, and thiusvas concluded that the stimulatory
substance is a sectered metabolite. As its chermiicaiture is yet unknown it was referred to
as 'factor X’ in the text for simplicity. An assdgr studying factor X was developed. This
assay enables one to condition the medium sothibattimulatory effect is maximised, yet the
concentration of the carbon source is high enowuglenable bacterial growth. Also, it is
possible to store the conditoned media at -80 tCGafdeast three weeks without altering its

stimualtory effect.

In order to purify the factor X from the conditiahenedium two different methods were used.
First, the conditioned medium was extracted withyleacetate but this method proved to be
unsuccessful. Second, C-18 reversed phase columresuged to fractionate the conditioned
medium. The stimulatory effect remained in the @&tied sample and the fractions eluted with
methanol showed lower activity than the negativetiad (fresh MOPS Gilt). It was concluded

from these results that factor X is a hydrophikther than a hydrophobic substance. It is

planned to continue the present research projedetaify factor X.
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