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KASUTATUD LUHENDID

CFU — kolooniat moodustavate bakterite arv (colony forming unit)

DMSO - dimetiitilsulfoksiid

FACS - fluorestsents-signaali detekteeriv ldbivoolu tsiitomeeter (fluorescence activated cell
sorter)

GFP — roheline fluorestseeruv valk (green fluorescent protein)

LB — lysogeny broth

ODgoo — optiline tihedus 600nanomeetri juures (optical density)

ppGpp — guanosiin tetrafosfaat

TA — toksiini-antitoksiini



SISSEJUHATUS

Toksiini-antitoksiini (TA) siisteemid on prokariiootide seas laialt levinud. TA siisteemid
koosnevad stabiilsest toksiinist ja labiilsest antitoksiinist (Van Melderen ja Savedra De Bast,
2009). Neid ekspresseeritakse korvuti asetsevatelt ja iihtsele regulatsioonile alluvatelt
geenidelt (operonidelt) (Unterholzner jt., 2013). Toksiin on voimeline raku kasvu inhibeerima
vOi pohjustama raku surma, mojutades monda rakule kriitilise tdhtsusega protsessi.
Normaalselt kasvavates rakkudes neutraliseerib toksiini mdju temale vastav antitoksiin. TA
siisteemid ei ole raku kasvuks héddavajalikud, olles siiski bakterite ja arhede hulgas laialt
levinud. TA siisteemide laialdase esinemise tdttu spekuleeritakse, et nad soodustavad raku
ellujddmist.  Toksiinid  vdivad aidata rakul  kohaneda  pidevalt muutuvate

keskkonnatingimustega aeglustades ja peatades raku kasvu (Yamaguchi jt., 2011).

Persistentsus ehk multitolerantsus on geneetiliselt homogeense populatsiooni mone raku
voime lle elada erinevad stressifaktorid, nagu antibiootikumide vdi muude bakteritsiidsete
ainete mdju. Persisterid ei ole mutandid, vaid tundlikest bakteritest fenotiiiibiliselt erinevad
subpopulatsioonid. Suikeseisundist véljudes on need bakterid antibiootikumide suhtes sama

tundlikud kui iilejaanud populatsioon (Wen jt., 2014).

Lahenemine statsionaarsele faasile suurendab persisterite arvu. Populatsioonis esinevad
tundlikud rakud ja kahte tiilipi persistereid. I tiitipi persisterid parinevad statsionaarsest faasist
ning nende arvukus vidheneb kultuuri vananedes. II tiiiipi persisterid moodustuvad pidevalt
kasvu ajal, nende arvukus suureneb kultuuri ldhenemisel statsionaarsele faasile (Balaban jt.,
2004). Persisterrakkude moodustumist vdimendavad erinevad keskkonnatingimused nagu
antibiootikumide olemasolu, toitainete puudus, oksiidatiivne stress, ekstreemne pH ja
temperatuur ning peremeesorganismi immuunsiisteem (Wen jt., 2014). Vdoimalik, et
persisterite moodustumine on bakteripopulatsiooni ellujddmisstrateegia muutuvas keskkonnas

(Balaban jt., 2004).

Kéesoleva t60 kirjanduse iilevaate osas tutvustatakse TA siisteemide ja persisterite olemust
ning lag faasi ja bakterite kasvukiiruse mddtmise tildpohimdtteid. Praktilise t66 eesmargiks on
iseloomustada TA siisteemide ja nende aktiivsust mojutavate geenide moju bakterite kasvule:
kasvu Kkiirusele (growth rate) ja lag faasi pikkusele ehk kasvama hakkamise (kasvu
taastumise) kiirusele. TA siisteemide toomehhanismide teadmine aitab mdista persistereid ja

ravida paremini kroonilisi bakterinakkuseid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Bakterite kasvu fenotiiilibiline heterogeensus ja selle tdhtsus

1.1.1. Persisterid

Bioloogid on aastakiimnete jooksul uurinud kiiresti paljunevaid baktereid ja kasutanud neid
mudelorganismina erinevate bioloogiliste protsesside uurimisel. Bakterid suudavad
laboritingimustes kiiresti kasvada ja paljuneda, seetdttu on neid hea kasitleda kui kasvamise ja
paljunemise masinaid. Bakterid on suhteliselt lihtsad organismid, mida on seetdttu ka lihtne
uurida. (Fields ja Johnston, 2005). Ometi on looduses enamuses sellised bakterid, mis
parasjagu ei paljune, kuna keskkonnatingimused pole soodsad (nditeks ebasobiv pH voi
temperatuur, toitainete puudus). Isegi kasvu ja paljunemise jaoks soodsates tingimustes
leidub baktereid, mis ei jagune, vaid on uinunud olekus. Aja moodudes voivad sellised
bakterid uuesti jagunema hakata. Mittejagunevas olekus on bakterid erinevate
antibiootikumide suhtes tundetud. Bakteritsiidsed antibiootikumid tapavad aktiivselt
paljunevad rakke, kuid mittepaljunevaid rakke nad tappa ei suuda. Tdnu ajutiselt
,puhkavatele®, laiskadele bakteritele suudab bakteripopulatsioon ebasoodsad tingimused iile
elada. Kirjeldatud mittejagunevaid, uinunud olekus baktereid, mida bakteritsiidsed
antibiootikumid tappa ei suuda nimetatakse persisteriteks (voi persistoriteks). Strateegia

minna uinunud olekusse kaitseb rakke tundmatus keskkonnas (Lewis, 2007).

Persisterite puhul ei ole tegu mutantidega, vaid fenotiilibi poolest erineva
alampopulatsiooniga bakterikultuuris. Persisterid on multitolerantsed, mitte resistentsed, kuna
nende vastupanu antibiootikumidele on mo6dduv ning on tingitud mitteparilikust
fenotiitibilisest tolerantsusest (Dhar ja McKinney, 2007). Persisteritel on oluline roll
meditsiinis. Usutavasti on seos persisterite olemasolu ja krooniliste ning ravile allumatute
nakkuste vahel. Sellisteks tiitipilisteks haigusteks on tuberkuloos ja siiiifilis. Paljudel juhtudel
moodustavad patogeensed bakterid enda imber biokile, et end immuunsiisteemi eest
taiendavalt kaitsta. Biokile sees véivad moodustuda omakorda persisterid. Biokile nakkused
on {ildjuhul véga raskesti antibiootikumidega ravitavad. Siiski on biofilmist eraldunud rakud
enamasti antibiootikumidele tundlikud ning ka biofilmid ise iildiselt antibiootikumi
juuresolekul ei kasva, seega ei ole persisterid tavaliste rakkudega vdrreldes suurenenud
resistentsusega. Antibiootilise ravi 16ppedes avaldub infektsioon uuesti, kuna viike rakkude

alampopulatsioon (persisterid) jddb ellu, olenemata antibiootikumi kontsentratsioonist.



Persisterite molekulaarsete mehhanismide moistmine avaks tdenaoliselt voimaluse krooniliste

bakterhaigustega voitlemiseks. (Lewis, 2007).

Persisterite teke voib olla pohjustatud loomulikust varieeruvusest isegi geneetiliselt identsete
organismide vahel (Dhar ja McKinney, 2007). Bakteripopulatsioonis on kdik rakud identse
genoomiga, kuid siiski voivad kindlate valkude kontsentratsioonid erineda. Need
kontsentratsiooni kdikumised vdivad maérata, millisest rakust moodustub persister (Lewis,
2007). Olulisel kohal on ilmselt ka rakutsiikli faas, kuna tsiikkel ei ole bakteripopulatsiooni
siseselt  siinkroniseeritud. Rakutsiikli erinevates faasides voOib bakteri tundlikkus
antibiootikumi suhtes varieeruda. Antibiootikumitundlikkust voib maéddrata kasvukiirus.
Rakud, mis kasvavad aeglaselt voi ei kasva iildse, tunduvad olevat antibiootikumide suhtes
viahem tundlikud (Dhar ja McKinney, 2007). Persisterite sagedus on konstantne lag ja
varajases eksponentsiaalses faasis, suureneb hilises eksponentsiaalses faasis, maksimum
saavutatakse statsionaarses faasis (Lewis, 2007). Selle voimalikuks seletuseks voib olla teatud
geenide transkriptsiooni kdivitamine statsionaarsesse faasi sisenemisel, need geenid vdivad
vastutada persisterite tekke eest (Dhar ja McKinney, 2007). Uheks selliseks regulaatorgeeniks
on nditeks relA (Maisonneuve jt., 2013). Stohhastiliste protsesside esinemine toob kaasa

varieeruvuse, mis suurendab ellujadmise tdendosust (Lewis, 2007).
1.1.2. Bakteri kultuuri kasvu heterogeensuse maaramine

Klassikalised mikroobikultuuri kasvu modtmise meetodid ei arvesta sellega, et kasv vdib olla
heterogeenne. On leitud mitmeid viise, kuidas tuvastada populatsioonis eri kasvufaasis

olevaid rakke.

Bakterikultuuri kasvu heterogeensuse maaramise iiheks voimaluseks on jédlgida GFP (rohelise
fluorestseeruva valgu) hulga muutust ajas. Rakud, mis sisaldavad fluorestseerivat valku
kodeerivat plasmiidi, kasvatatakse indutseerija juuresolekul statsionaarse faasini. Tulemusena
moodustuvad erkrohelised rakud (Joers jt., 2010). Virskesse sO0tmesse inokuleerimisel
jagunevad rakud kahte alampopulatsiooni. Ainult murdosa algsest rakupopulatsioonist hakkab
jagunema, iga pooldumise jéarel lahjeneb GFP sisaldus neis kahekordselt. Teine osa rakkudest
ei pooldu, siilitades korge GFP sisalduse. Fluorestsentsi hulka on voimalik tihe raku tasemel

méiirata ldbivoolu tsiitomeetria meetodit rakendades (Roostalu jt., 2008).

Uhe raku tasemel on vdimalik bakteri kasvu jilgida ja mddta ka optilist mikroskoopiat
kasutades. Naiteks kasvatakse bakterid ldbipaistval mikrofluiidika kiibil, mikroskoopilistes

kanalites mikroskoobi all. Kindlate ajavahemike tagant bakterite pildistamise ja kolooniate
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modtmise kaudu tuletatakse lihe raku jirglaste kasvukiirused. Persisterite tuvastamiseks
lisatakse soO0tmesse antibiootikumi, mis pohjustab tundlike bakterite liiiisi, ning asendatakse
uue s6otmega. Vihesed rakud ehk persisterid on jdanud liiisimata ning on vdimelised uuesti

kasvama hakkama ja jagunema (Balaban jt., 2004).

ScanLag meetod voimaldab bakterite kasvu uurida tihest rakust parineva koloonia tasemel.
Automaatsed skidnnerid omandavad nende peale asetatud Petri tassidelt kindlate
ajaintervallida tagant infot, mille pohjal saadakse iga koloonia kasvukiirus ja lag faas.
Mitmedimensionaalse pildi saamiseks on voimalik lisada niiteks kolooniate kuju, tekstuur ja
vérvus. Samuti voimaldab meetod identifitseerida erinevaid kasvu fenotiilipe, néiteks pika lag

faasiga rakud, mis vdivad muutuda persisteriteks (Levin-Reisman jt., 2014).

1.2. Toksiini-antitoksiini siisteemid

1.2.1. Toksiini-antitoksiini stisteemide to0mehhanism

Pole tipselt teada, millised mehhanismid muudavad mdned bakterid soodsates
kasvutingimustes mittepaljunevaks. Uheks vdimalikuks kandidaadiks on toksiini-antitoksiini
stisteemid bakterites. TA siisteemid on mitmekesised ning laialdaselt levinud regulatoorsed
elemendid bakterite ja seente kromosoomidel ning plasmiididel. TA siisteemid koosnevad
toksiinist, mis to6tab toksiini tootva bakteri enda vastu ja antitoksiinist, mis neutraliseerib
vastavat toksiini. Toksiinid on vdimelised muutma voi takistama erinevaid rakule enamasti
kriitilise tdhtsusega protsesse. Nende protsesside hulka kuuluvad néiteks translatsioon, DNA
replikatsioon, tsiitoskeleti moodustamine, ATP voi rakuseina siintees. Soltuvalt antitoksiini
molekulaarsest ehitusest ning tema mdjust vastavale toksiinile on TA siisteemid jaotatud viide
klassi. Represseerivaks antitoksiiniks v&ib olla valk voi antisens-RNA. Antitoksiin on
ebastabiilne ja ta lagundatakse stressitingimustes Kiiresti proteaaside poolt. Stabiilsem toksiin
saab aktiveeruda, mille tagajérjel rakk kas sureb voi moodustab persisterraku (Unterholzner
jt., 2013). Senini ei teata, kuidas uinunud olekus rakud lilituvad tagasi kasvamise faasi
(Buddle jt., 2007).

1.2.2. Toksiini-antitoksiini stisteemide funktsioon

TA paaride peamiseks funktsiooniks rakus peeti algselt plasmiidide stabiliseerimist, kuid TA
operonide laialdane levik erinevate bakterite kromosoomides ei soosinud seda hiipoteesi.

(Schuster ja Bertram, 2013). Samuti voivad TA siisteemid olla olulised geneetilise
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informatsiooni horisontaalse leviku tagamises ja evolutsiooni kiirendamises, kuna TA
operonid asuvad sageli mobiilsetel geneetilistel elementidel, nagu plasmiidid ja
transposoomid (Gerdes, 2000). Kaua aega arvati, et TA geenide eemaldamisel ei juhtu
bakteriga midagi, kuna need ei mdjuta fenotiiiipi. Erinevates stressitingimustes vorreldi E. coli
(Escherichia coli) metsiktiiiipi tiive ja A5 bakteritiive. Eelnevate katsete pohjal oletati, et
deleteeritud mazEF ja relBE ning tdendoliselt ka teised kromosomaalsed TA siisteemid on
kasvu modulaatorid, mis indutseerivad aminohapete néljas po6rduva puhkeseisundi. Koikide
katsetingimuste korral inhibeerisid nii mutant kui metsiktiivi kasvu sarnaste mehhanismide
teel. Molema tiive normaalne kasv taastus stressiallika eemaldamisel, viidates TA siisteemide
rolli puudumisele kasvu inhibeerimises ja stressijargses taastumises (Tsilibaris jt, 2007).
Hiljutised katsed E.coli’ga on tdestanud, et TA paarid siiski osalevad stressivastuses ning
aitavad bakteritel ellu jddda kasvu parssivates keskkonnatingimustes (Maisonneuve jt., 2011,
2013). Samuti on leitud, et obligatoorsetel parasiitidel TA siisteemid puuduvad. Seega ei ole
TA paarid vajalikud stabiilses keskkonnas elavatele bakteritele. Organismid, millel TA

stisteemid esinevad, asustavad viga mitmekesiseid keskkondi (Pandey ja Gerdes, 2005).
1.2.3. Toksiini-antitoksiini siisteemid ja persisterid

Persisterite teket mojutavate geenide tuvastamine on olnud keeruline protsess, samuti on
persisterite tekkemehhanism endiselt ebaselge (Lewis, 2007). Esimene tdestatud persistergeen
tundub olevat hipBA TA paari toksiini geen hipA. hipBA paari eemaldamine t6i kaasa
persisterite taseme 10-100-kordse languse nii statsionaarses faasis kui biofilmi
populatsioonides (Keren jt., 2004; Maisonneuve jt.,, 2013). Persistoreid sisaldavas
mittejagunevate bakterite fraktsioonis on TA geenide mRNA {ileekspresseeritud. Korgel
tasemel on ekspresseeritud néditeks mRNA endoribonukleaasid relE ja mazF, mis inhibeerivad
translatsiooni ja pohjustavad poorduvat suikeseisundit (Shah jt., 2006; Keren jt., 2004).
Mitmed uuringud on tdestanud, et fenotiiliibi ndgemiseks tuleb &dra Idhkuda suur hulk TA
slisteeme, mitte ainult iiksikuid. Naiteks relBE ja mazEF TA siisteemide 16hkumisega ei
kaasnenud persisterite taseme langust, mis v3ib viidata sellele, et bakterite genoomis esineb
mitu sama funktsiooniga geeni ja iihe geeni deleteerimine ei pohjusta uue fenotiiiibi teket.
Loodi E. coli A10 bakteritiivi, millest oli eemaldatud 10 TA paari. Deleteerimine mdjutab
peamiselt persisterite arvukust, tundlike rakkude kasv on samasugune nagu juhul, Kkui

késitletavad 10 TA siisteemi on olemas (Maisonneuve jt., 2011).

Persisterite tase langeb, kui deleteerida TA aktiveerimiseks olulised geenid ppk, lon voi relA

ja spoT. Koiki teadaolevaid E. coli II tiilipi antitoksiine on vdimeline lagundama Lon
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proteaas, vastava geeni lon deleteerimise tulemusena langeb persisterite arvukus oluliselt. TA
lookuste poolt kodeeritud endonukleaasid on juhuslikult aktiveeritud, kui Lon proteaas
lagundab viikses kasvavate rakkude subpopulatsioonis antitoksiine. Lon proteaasi ainuke
teadaolev aktivaator on anorgaaniline poliifosfaat, mida siinteesib poliifosfaatkinaas (ppk) ja
lagundab eksopoliifosfataas (ppx). Tiivel, milles ppx oli deleteeritud, esines poliifosfaadi
akumuleerise tulemusena erakordselt korge persisterite arvukus ka kahe antibiootikumi
juuresolekul. Seega, persisterite arvukus on positiivses soltuvuses poliifosfaadi tasemega
rakus. Poliifosfaadi kontsentratsiooni kontrollib guanosiin tetrafosfaat (ppGpp), mis
inhibeerib eksopoliifosfataasi toimet. Valgud RelA ja SpoT on guanosiin tetrafosfaadi
stintetaasideks (Maisonneuve jt., 2013). Téahelepanuvaarselt on guanosiin tetrafosfaat ka ise
RelA positiivseks stimulaatoriks, seega siinteesitakse guanosiin tetrafosfaati positiivse

tagasiside printsiibil (Shyp jt., 2012).

1.3. Bakterite kasvu mootmine

1.3.1. Bakterite kasvu mootmise meetodid

Looduses esineb harva tingimusi, mis suudaksid tagada konstantse bakterikasvu.
Oligotroofsed keskkonnad ning mikroobidevaheline konkurents sunnib baktereid kiiresti
kohanema karmide ja muutuvate kasvutingimustega. Bakteritele on omane tsiikliline eluviis

on sobilik nii kasvuks kui ndlgimiseks (Llorens jt., 2010).

Eelmise sajandi kuuekiimnendatest kaheksakiimnendateni oli bakterite kasvukiiruste
modtmine oluliseks todvahendiks mikroobigeneetikas, biokeemias, molekulaarbioloogias ja
mikroobifiisioloogias. Kasvukiiruse méadramise klassikalised meetodid on aegandudvad ja
toomahukad. Bakterikultuuri kasvatati Erlenmeyeri kolbides konstantse temperatuuriga
ruumis vOi veevannis spetsiaalsetel loksutitel, et tagada piisav aeratsioon. Teatud
ajaintervallide tagant moddeti spektrofotomeetris valguse neeldumist kultuuris ehk optilist
tihedust. Ajapunktide ja optilise tiheduse kaudu arvutati kasvukiirus. Selline meetod
voimaldab parimal juhul modta samaaegselt umbes kahekiimne kultuuri kasvukiirust, olles

seega viheefektiivne ning toomahukas (Hall jt., 2013).

Bakterite kasvukiiruse madramist on holbustanud mikrotiiter plaadilugejad, mille abil on
voimalik samaaegselt mdota kuni 384 erineva kultuuri kasvu. Automaatsete mikrotiiter
plaadilugejate kasutuselevotu tulemusena on kasvukiirustega seotud andmeid hakatud taas

laialdaselt kasutama eri valdkondades. Mikrotiiter plaadilugeja mdddab optilist tihedust
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kindlate ajaintervallide jarel. Programmid nagu GrowthRates teevad automaatselt vajalikud
teisendused, leiavad eksponentsiaalse kasvu piirkonna ning arvutavad kasvukiiruse. Samuti

leiab programm maksimaalse kultuuritiheduse ja lag faasi pikkuse (Hall jt., 2013).
1.3.2. Bakterite kasvufaasid

Kasvukiiruse modtmise eesmdrk on médrata rakkude arvu muutust kultuuris ajaiihiku kohta
(Hall jt., 2013). Suletud siisteemis kasvatades ei ole kasvukiirus ajas konstantne tdnu
kasvukeskkonnas toimuvatele muutustele. Kultuuri kasvuga kaasneb toitainete
kontsentratsiooni alanemine, aeroobsetel bakteritel hapniku defitsiit ning jddkproduktide
kogunemine sd6tmes, mis pohjustavad kasvukiiruse langust. Nii iseloomustab mikroobset
kasvu neli kasvufaasi: lag-faas, log-faas ehk eksponentsiaalne, statsionaarne ja suremise faas.
Lag-faasis toimub mikroobiraku kohanemine uute keskkonnatingimustega, raku metaboolse
aparaadi ettevalmistamine kasvuks, ensiilimide indutseerimine, vajalike kasvufaktorite ja
ribosoomide siintees. Selliste timberkorralduste kdigus hakkab suurenema raku biomass, ilma
et toimuks rakkude jagunemist. Lag-faasi pikkus soltub inokuleeritavate rakkude kasvufaasist
ja hulgast, sealhulgas ka elusrakkude hulgast aga ka uue ja vana s66tme keemilise koostise
erinevusest (Heinaru ja Vedler, 2011). Lag-faasile jirgneb kiirendusfaas, mille jooksul
kasvukiirus suureneb, kuni joutakse eksponentsiaalsesse faasi, kus rakud jagunevad aktiivselt
ja konstantse intervalli jarel. Sellises olukorras on kasvavate rakkude arvust voetud logaritmi
graafikuks sirge. Log-faasi optilise tiheduse naturaallogaritmi kasutataksegi kultuuri
kasvukiiruse madramiseks. Kasvukiiruseks on rakkude arvu muutus minutis mdddetuna
optilise tiheduse muutusena minutis (Hall jt., 2013). Eksponentsiaalse kasvu kiirus sdltub
keskkonnatingimustest, olles aeglasem toitainetevasel sootmel ja kiirem toitaineterikkal
(Llorens jt., 2010). Eksponentsiaalse faasi jarel hakkab kasvukiirus vdhenema ning 15puks
seiskub statsionaarses faasis, kus juurdetulevaid rakke on sama palju kui hdvivaid rakke ja
elus rakkude arv ajas ei muutu. (Heinaru ja Vedler, 2011). Gramnegatiivsetel bakteritel on
statsionaarsesse faasi minek rangelt reguleeritud sigmafaktori RpoS poolt, mille tulemusena
hakatakse tootma stressifaktorite suhtes resistentsemaid rakke. Toitainete puudus ja karmid
keskkonnatingimused sunnivad rakke jddma statsionaarsesse faasi. Hinnanguliselt 60% Maa
biomassist moodustavad puhkavad mikroorganismid. Statsionaarne faas on strateegia raskete
olude iileelamiseks. Paljud grampositiivsed bakteriliigid elavad niljaperioodi iile suikunud
spooridena. Gramnegatiivsed liigid voivad moodustada resistentseid rakke, mis pole
suikeseisundis. Mbolemal juhul taastatakse toitainete kittesaadavusel kasv ning

statsionaarsesse faasi minnakse uuesti toiduallika 16ppedes (Llorens jt. 2010).
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Statsionaarse faasi fiisioloogia tundmine on oluline nii meditsiinis kui biotehnoloogias, kuna
just selles faasis toodetakse sekundaarseid metaboliite nagu antibiootikumid. Toitainete
ammendumisel kuhjuvad bakteriaalse metabolismi tulemusena jédkained ning kultuur ldheb
surmafaasi. Surmafaasis vdheneb elusrakkude arv, 90-99% populatsioonist sureb. Surnud
rakud vabastavad keskkonda toitaineid, mida saavad tarbida vdhesed ellujddjad. Elujoulisus
voib piisida konstantsena kuid voOi1 isegi aastaid. Viiendat kasvuperioodi nimetatakse
pikaajaliseks statsionaarseks faasiks. Iga faasi kestvus looduslikes tingimustes pole teada,

soltudes bakteriliigist ning 6kostisteemist (Llorens jt., 2010).
1.3.3. Kasvukover

Ideaalse kasvukdvera korral on elavate rakkude arv viljendatud graafikuna, mis vastab teatud
ajapunktidele. Tegelikkuses arvestatakse populatsiooni loetavaid rakke kindlate
ajaintervallide tagant. Populatsiooni suurust viljendavaks iihikuks on tihti kolooniaid
moodustavad iihikud (CFU). Rakke, mis on vigastatud voi ei suuda monel muul pdhjusel
kolooniat moodustada, ei arvestata. Samas loetakse itheks kaks rakku, mis moodustavad iihe

koloonia (Peleg ja Corradini, 2011).
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Joonis 1. Tiiipiline bakterikultuuri kasvukdver. Optilise tiheduse naturaallogaritm versus aeg. Punktid,
mis langevad sirgele téhistavad eksponentsiaalset kasvufaasi, selle sirge tdus on kasvukiirus ehk k.
Lag faas on aeg inkubeerimise algusest punktini, kus eksponentsiaalse kasvu sirge 16ikub algse optilise
tiheduse vadrtusega (Hall jt., 2013).
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1.4. Lag faas

1.4.1. Uldiseloomustus

Ennustamaks mikroorganismi kasvu on vaja teada uuritava organismi lag faasi kestvust ja
kasvukiirust kindlates tingimustes. Praeguseni on lag faas nendest kahest palju vdhem
uuritud, kuna kasvukiirust on lihtsam mdota. Lag faasi pikkus on raskemini korratav, sdltudes
lisaks bakteri omadustele ja valitseva keskkonna tingimustele ka kultuuri ajaloost. Viga
oluline on mdista ja ennustada lag faasi pikkust ja varieeruvust, eriti ohtlike patogeenide

puhul (Stringer jt., 2011).

Lag faas vOib aset leida nii kasvu kui ka inaktivatsiooni protsessides. Kasvu tingimustes on
lag faas bakteri kohanemise periood. Rakud modifitseerivad ennast vastavalt uuele
keskkonnale ning algatavad eksponentsiaalset kasvu (Swinnen jt., 2004).

1.4.2. Lag faasi kestvust mojutavad tegurid

Lag faasi kestvust mdjutavad paljud erinevad faktorid. Olulist rolli méngivad uued
keskkonnatingimused, kuid suur efekt on ka kultiveerimise eelsetel kasvutingimustel. Téhtsal
kohal on iileminekuaeg vanast keskkonnast uude ja erinevuste ulatus tingimuste vahel.
Sarnased keskkonnatingimused, nagu pH ja temperatuur, vdoimaldavad bakteritel kiiresti
kohaneda. Jiarsud kasvukeskkonna muutused pikendavad lag faasi. Uute tingimustega
kohanemine soltub bakteri kasvufaasist ja fiisioloogilisest seisundist. Aktiivselt jagunevad
rakud kohanevad kiiremini vorreldes lag faasi vOi statsionaarse faasi rakkudega. Kuivatatud
rakkude lag faas on koige pikem. Lag faasi kestvus pikeneb viikese inokulumi ja nélja poolt
pohjustatud stressi korral. Viikese inokulumi korral voib lag faasi pikenemine olla seletatud
individuaalsete rakkude lag faasi suurenenud varieeruvusest. Stress pikendab keskmist lag

faasi kestvust ja variatsiooni (Swinnen jt., 2004).
1.4.3. Lag faasi mdotmine ja modelleerimine

Laboratoorsetes tingimustes inokuleerimisele jidrgnevat lithiajalist faasi konstantsetel
keskkonnatingimustel nimetatakse esialgseks lag faasiks. Kasvu jooksul voib (jirsu)
keskkonnamuutuse tulemusena esineda viivitatud kasv voi vahepealne lag faas. Vaatamata
s00tme muutusele ja lahjendusfaktori efektile, on esialgse ja vahepealse lag faasi pohiline
mehhanism samasugune, kuna mdlemal juhul kohanevad rakud uute keskkonnatingimustega.
Valdav enamus tdnapdevasest modelleerimistehnikast suunab tdhelepanu populatsiooni

esialgsele lag faasile. Inokulatsioon on sel juhul 14bi viidud peamiselt statsionaarse faasi
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rakkudega optimaalsetes tingimustes. Modelleerimisel arvestatakse uusi keskkonnatingimusi

ja tisna haguselt kirjeldatud rakkude fiisioloogilist seisundit lag faasis (Swinnen jt., 2004).

Vahepealne lag faas

N

InN

Esialgne lag faa

Aeg

Joonis 2. Mikroobide kasvukover. Kasvutingimuste, nt temperatuuri, muutus on joonisel kujutatud
sirgena. Ndidatud esialgne ja vahepealne lag faas (Swinnen jt., 2004).

lag faas |eksponentsiaalne | Statsionaarne faas |
L~ max
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Joonis 3. Mikroobide kasvukover konstantsetel temperatuuritingimustel. Kujutatud algne optiline

tihedus no, maksimaalne optiline tihedus nmax, mMaksimaalne kasvukiirus k ja lag faasi pikkus A
(Swinnen jt., 2004).
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Bakteri populatsiooni kasvu jdlgimiseks kasutatakse iildiselt kahte meetodit. Standardseks
modtmistehnikaks on elusrakkude lugemine kasutades mikroskoopi, kuid see meetod on iisna
kallis ja toomahukas. Teiseks variandiks on kultuuri optilise tiheduse mddtmine. Erinevat
metoodikat kasutades saadakse mitte kokkulangevad tulemused, kuna lag faasi jooksul rakk
pikeneb, kuid ei jagune. Lag faasi mddratlemine sOltub kasutatavast tehnikast, s66tmest,
organismidest, keskkonnatingimustest ja paljust muust. Individuaalse raku lag faasi
mootmiseks on tarvis rakud isoleerida. Uurimaks individuaalsete rakkude lag faasi pikkuste
varieeruvust on vajalik kiillaldane algkogum, seega ei saa kasutada toomahukat rakkude
lugemise tehnikat. Uhe raku tasandil on otstarbekam mddta optilist tihedust mikrotiiter

plaadilugejaga voi kasutada ldbivoolu tstitomeetriat (Swinnen jt., 2004).
1.4.4. Spooride lag faas

Endospoor on vastupidev ja mittepaljunev struktuur, mida suudavad moodustada hdimkonda
Firmicutes kuuluvad enamasti grampositiivsed bakterid ebasoodsate eluolude iileelamiseks
(Cano ja Borucki, 1995). Spoori lag faas erineb vegetatiivse raku omast. Samade
keskkonnatingimuste korral ei pea bakter kohanema ning kasv voib toimuda ilma lag faasita.
Kasvutingimustest sdltumatuna esineb spooridel alati mitmeetapiline lag periood. Esimeseks
etapiks on idanemine, mis leiab aset soodsates tingimustes. Idanemise kéigus véljutakse
suikeseisundist metabolismi kaasabita. Hilisemaid lag faasi staadiume kutsutakse
viljakasvuks. Idanenud spoorides aktiveerub metabolism ning kéivitub makromolekulide
siintees ja kasvamine. Spoori kesta heitmisel ilmneb véljaarenemata rakk. Siintees jétkub
tdiskasvanud raku molekulide komplekti saavutamiseni. Valminud rakud jéitkavad
suurenemist jagunemiseni. Iga idanemise ja véljakasvu etapi pikkus varieerub, luues seega
totaalse lag faasi pikkuse muutlikkuse. Spooride mdddukas soojendamine kiirendab lag faasi
ning vdhendab varieeruvust. Seevastu korgemad temperatuurid suurendavad lag faasi pikkuse

varieeruvust populatsioonis (Stringer jt., 2011).

Uhe spoori tasemel saab optilise tiheduse kaudu modta totaalset lag faasi, kuid mitte
individuaalsete etappide pikkust. Erinevate staadiumite kestvuse ja suhete uurimiseks peab
kombineerima mitmeid tehnikaid. Lag faasi uurituim etapp on idanemine. Kasutatakse Raman
spektrofotomeetrilist 1dhenemist. Véljakasvu jalgimiseks peab mikroskoopiat kasutades iihte

spoori/rakku korduvalt md6tma pikema aja jooksul (Stringer jt., 2011).
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1.5. Kasvutingimuste moju bakterite fiisioloogiale, kasvule ja fenotiiiibilisele

heterogeensusele

1.5.1. LB sdode

LB (lysogeny broth) s66de on bakterioloogide hulgas populaarne, kuna véimaldab paljude
bakteriliikide Kiiret kasvu ja head tootlikkust. LB s66det tuntakse mitmete nimede all, nditeks
kui Luria-Bertani sodde. E. coli fiisioloogiat uurivad katsed viiakse enamasti ldbi
eksponentsiaalses kasvufaasis oleva kultuuriga. Hinnanguliselt 16ppeb E. coli vastav
kasvufaas LB s66tmes kasvades kui optiline tihedus 600nanomeetri (ODggo) juures jaab 0.6 ja
1.0 vahele. Rakud selles optilise tiheduse vahemikus ei ole samas fiisioloogilises seisundis.
Ullatavalt on analiiiisid ndidanud, et E. coli tasakaaluline kasv 16ppeb kui ODggo on 0.3.
Keskmine raku mass hakkab jirsult kahanema, viidates kasvukiiruse vihenemisele ja seega
tasakaalulise kasvufaasi 10pule. Jargneb faas, mille jooksul keskmine raku mass ja kasvukiirus
kahanevad jark-jargult. Kasv peatub korraks ODggo 0.7 juures, mille oletatavaks pShjuseks on
mone hidavajaliku toitaine, ilmselt siisinikuallika, ammendumine. Kasvu peatumise
pohjuseks ei ole tdendoliselt keskkonna miirgistumine ega ka tekkiv aluseline pH. Moodustub
kahefaasiline kasvukover ehk diauksia. Nii esimene jarsk kasvukiiruse vihenemine ODggp 0.3
juures, kui ka liihiajaline diauksia lag faas on pdhjustatud esmase suhkruallika I6ppemisest.
Oligopeptiididest kataboliseeritavad aminohapped E. coli permeaaside ning peptidaaside abil
on pdhiliseks siisinikuallikaks LB so6tmes. Korge kataboliseeritavate amonihapete hulk

voimaldab ilmselt eksponentsiaalse faasi jargset kasvu (Sezonov jt., 2007).

LB s06tme koostis pole konstantne. Variatsioone voib pohjustada sdotme vanus,
autoklaavimise aeg ja palju muud (Sezonov jt., 2007). Autoklaavimise korral muutuvad
sootme keemilised omadused, mis mdjutavad bakterite kasvu. Autoklaavimise keemiline
efekt soltub materjali ruumalast ja autoklaavi tiiiibist, seetdttu on raske saavutada korduvaid
tulemusi. Tulenevad erisused on eriti olulised komplekssdotmete, nagu LB puhul. Korduvate
kvantitatiivsete tulemuste saamiseks kasutatakse nditeks filtreeritud sdddet (Luidalepp jt.,

2011).

Rakkude kasvu taastumise kiirus pérast statsionaarset faasi soltub s66tme omadustest (Joers
jt., 2011). Rakkude kasv oleneb nii statsionaarse faasi kultuuri kasvatamiseks kasutatud
s06tmest kui ka uutest kasvutingimustest (Luidalepp jt., 2011). Samast statsionaarse faasi
kultuurist eri so6tmetesse kasvama pandud kultuuride to6tlemisel ampitsilliiniga moodustub

erinev persisterite arv. Suikeseisundist vidljumise kineetika on seega tugevalt mdjutatud
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varskest sootmest. Toiteaineterikkas LB s66tmes taastus kasv kiiremini kui toitainetevaeses,

seetdttu ollakse viimases antibiootikumide bakteritsiidsele toimele resistentsemad (Jders jt.,
2010).

1.5.2. Inokulumi vanus

Bakterite kasvama hakkamine ja ka persisterite sagedus on tugevalt mojutatud inokulumi
vanusest. E. coli hipA7 tiivi on klassikaline mutant, mille korral on suurenenud persisterite
arvukus. Varajase statsionaarse faasi kultuuri inokulumist moodustus hipA7 mutandil 1000
korda rohkem persistereid kui metsiktiivel. Hilise statsionaarse faasi kultuuri puhul oli
tekkivate persisterite arv ligikaudu vordne. Mida kauem ollakse statsionaarses faasis, seda
pikema aja jooksul taastub kasv. Suurem persisterite arvukus pérast pikka statsionaarset faasi
voib peegeldada ootusi katastroofiks jargmises kasvufaasis. Kaua aega statsionaarses faasis
olnud rakud vdivad olla kaotanud Kultiveeritavuse, kuna suikeseisund on bakteritele olnud
kurnav (Luidalepp jt., 2011).

1.5.3. Inkubatsioon

E. coli rakkude pikaajalist ellujagdamist mojutab anuma kuju, kus kultuuri inkubeeritakse.
Katsed on ndidanud, et bakterite kasvutingimused kolbides ja katseklaasides erinevad
tugevasti. Surmafaas on kolbides palju laiaulatuslikum kui katseklaasides, seega puutuvad
rakud kolbides kokku rohkema stressiga. Samuti méngib rolli s66tme kogus: rakud rohkemas
s00tmes jouavad surmafaasi hiljem kui rakud vdhemas ruumalas s66tmes. PGhjuseks voib olla
aeglasem leelistumine suurema ruumalaga so6tmes. Oksiidatiivse stressi nditajad on suurimad
viahese kultuuriga kolbides, kuna ohu-s66tme kokkupuutepindala on suurim. Moodustuv
transkriptsioonifaktor oxyR kaitseb viikesemahulisi kultuure oksiidatiivse stressi poolt
pohjustatud kahjustuste eest. Inkubatsioon vdheses s0Otmes toob kaasa madalama
mutatsioonisageduse ja mitte-ensiimaatilise gliikosiileerimise taseme, vastupidised tulemused
esinevad inkubatsioonil rohkes s66tmes. Erinevused kultuuri ruumalas voivad mdjutada DNA
superspiralisatsiooni, mis omakorda pdhjustavad mutatsioonilisi ja transkriptsioonilisi
muutusi. Lopptulemusena voib tekkida evolutsiooniline kohastumus. Minimaalsed erinevused
kasvutingimustes on seega katsetulemuste analiiiisimisel olulisel kohal (Kram ja Finkel,
2014).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Meie labori varasematest katsetest ilmnes, et Esherichia coli tiivi, milles oli deleteeritud 11
toksiini-antitoksiini operoni (Al1 tiivi) ja mis sisaldas toksiinide mazF, relE voi mgsR ja ka
vastavate antitoksiinide ekspressiooni plasmiide, ei hakanud statsionaarse faasi kultuurist
minimaalséotmesse lahjendades {ildse kasvama voi oli lag faas vdga pikk. Samu plasmiide
sisaldanud metsiktiitipi ja 10 TA operoni deletsiooniga (A10) tiive puhul taastus kasv
normaalselt. Need tulemused andsid pdhjuse oletada, et TA siisteemid vdivad mojutada

kultuuri kasvama hakkamist statsionaarsest faasist ja lag faasi pikkust.

Praktilise t66 eesmarkideks olid:

e Uurida TA siisteemide ja neid kontrollivate geenide moju kasvukiirustele ja lag faasi

pikkustele.

e Selgitada vilja katsetingimused, mis oleks kdige optimaalsemad TA silisteemide moju

uurimiseks.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Bakteritiived, s66tmed

Kasutatud bakteritiived on esitatud Tabelis 1. E. coli metsiktiiiipi tiivena kasutati MG1655.
Uheksat iilejdsinud tiive olid mutantsed TA siisteemide vdi nende aktiivsust mdjutavate

geenide suhtes.

18



Tabel 1. Kasutatud Escherichia coli tiived

Bakteritiivi Genotiilip Péritolu
MG1655 F X ilvG rfb-50 rph-1 CGSC* (Blattner jt.,
1997)
MGIJ5987 (A10TA) MG1655 AmazF* AchpB ArelBE A(dinJ- | Kenn Gerdes,
yafQ) A(yefM-yoeB) AhigBA A(prlF-yhaV) | (Maisonneuve jt.,
AyafNO AmgsRA AhicAB 2011)
MG1655A11TA AmazF* AchpB ArelBE A(dinJ-yafQ) | Toomas Mets

A(yefM-yoeB)  AhigBA  A(prlF-yhaV)

AyafNO AmgsRA AhicAB AhipBA

MG1655AhipBA MG1655 AhipBA Toomas Mets

MG1655A11-relBEF | MG1655A11TA attTn7::relBEF Ular Allas

MG1655A11-mgsRA | MG1655A11TA attTn7::mgsRA Ular Allas

MG1655A11-hicAB MG1655A11TA attTn7::hicAB Ular Allas

MG1655ArelA ArelA Vallo Varik

MG1655lon lon::Tn5 CGSC (Blattner jt.,
1997)

MG1655ppk ppk::Tn5 CGSC (Blattner jt.,

1997)

*CGSC — The Coli Genetic Stock Center, Yale’i Ulikool

Deletsioonid tiivedes MGJ5987, MG1655A11TA, MG1655 AhipBA, MG1655ArelA olid
tehtud A Red rekombinaasi meetodil (Datsenko ja Wanner, 2000). Tived MG1655lon ja
MG1655ppk olid konstrueeritud kasutades transposooni Tn5 insertsioone (Goryshin ja
Reznikoff, 1998). Tivede MG1655A11-relBEF, MG1655A11-mqsRA ja MG1655A11-hicAB
konstrueerimiseks olid MG1655A11 kromosoomi Tn7 sisenemiskohta viidud vastavad TA
operonid koos promootorjérjestusega (McKenzie ja Craig, 2006).

Katsetes kasutati LB so6det mida oli steriliseerimiseks kas mikrofiltreeritud voi autoklaavitud

121°C juures 15 minutit.
2.2.2. DMSO siilituskultuuri valmistamine

DMSO (dimetiiiilsulfoksiid) sdilituskultuuri valmistamiseks kiilvati tiived LB-agar tassidele
ning kasvatati 37°C juures 24 tundi. Bakterid kiilvati LB so6tmesse ja kasvatati 37°C loksutil
iiledd (15h). Uledokultuuridest tehti jirgmine pidev 100x lahjendus ning kasvatati kuni ODeggo
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~ 0,6. Viimasena lisati rakukultuurile DMSO-d 16ppsisalduseni 0,8%, jagati 110ul kaupa

tuubidesse ning séilitati -80°C juures.
2.2.3. Kasvukiiruse ja lag faasi modtmine

Statsionaarse faasi kultuuri saamiseks inokuleeriti 40ul DMSO siilituskultuuri
mikrofiltreeritud voi autoklaavitud LB sodtmesse ning kasvatati 60pédev loksutil Sanyo
Orbital Incubator kiirusel 220rpm ja temperatuuril 37°C. Eksperimendis kasutati kiimmet
tiive, koigist pandi kasvama 6 paralleelset kultuuri. 24 ja 72 tunni mdddudes kanti mikrotiiter
plaadile LB so0tmesse statsionaarse faasi kultuuride 8000x lahjendus. Lahjenduste
tegemiseks kasutati VP Scientific 96 pulgalist replikaatorit mahutavusega Sul. BioTek
Synergy Mx Microplate Reader mikrotiiter plaadilugeja modtis 10-12 tunni  véltel
ajaintervalliga 15 minutit kultuuride optilist tihedust (ODgno). Inkubaatori temperatuuriks oli
37°C ning mikrotiiter plaati pidevloksutati keskmisel kiirusel. Saadud andmeid vaadeldi Gen5

tarkvara kasutades.
2.2.4. Statistiline analiitis

Kasvukdverate analiiis viidi 1dbi programmiga GrowthRates. Statistilise analiilisi jaoks
kasutati programmi GraphPad Prism 6. Dunnett’i testi abil vdrreldi kdiki mutanttiivesid
metsiktliiibiga. Dunett’i test on mdeldud mitme andmegrupi vdrdlemiseks {ihe
kontrollgrupiga. Student’i t-testi kasutades vorreldi All tiive All-relBEF, A11-mgsR, All-
hicAB tiivede suhtes. Student’i t-testi niitab, kas kahe andmegrupi keskmised tulemused
erinevad teineteisest oluliselt. Mdlemas testis olid nullhiipoteesi kohaselt vorreldavad tiived
tthesugused. Tiived loeti statistiliselt erinevaks kui P < 0.05. P tdhistab nullhiipoteesi

kehtivuse toendosust.

2.3. Tulemused

2.3.1. Katsete iilesehitus ja bakterite kultiveeritavus

To0 eesmargiks oli uurida TA silisteemide ja neid kontrollivate geenide moju kasvukiirustele
ja lag faasi pikkustele. Selleks kasvatati metsiktiiiipi tiivi ja iiheksa TA siisteemide voi neid
reguleerivate geenide suhtes mutantset tiive kas autoklaavitud voi mikrofiltreeritud LB
s60tmes. Eri vanusega inokulum (24 ja 72 tundi) pandi kasvama mikrotiiter plaadile.
Mikrotiiter plaadilugeja modtis kultuuride optilist tihedust, mille pdhjal saadi kasvukdverad.

Kasvukoverate baasil leiti kultuuride kasvukiirused ja lag faasi pikkused. Katse viidi
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esimesena 14bi mikrofiltreeritud LB sd6tmes, kuna liksikute bakterite kasvu ja persisterite
arvukust jdlgides oli meie laboris varasemates toddes leitud, et LB s66tme autoklaavimine
mojutab bakterite kasvama hakkamist (Roostalu jt., 2008, J3ers jt., 2010, Luidalepp jt.,
2011). Tulemuste statistiliseks vordlemiseks kasvatati igast tiivest kuus iseseisvat kultuuri s.o.
bioloogilist paralleeli. Nii autoklaavitud kui filtreeritud LB s66tmes tehtud katset korrati kaks
korda. Seega korrati iga katset kokku 12 korda: 6 paralleeli korraga, kahel erineval ajal.
Tulemuste pdhjal sai vaadelda kultuuridevahelisi erinevusi samal ajal ja eri ajal tehtud

katsetes.

Eksperimendi jéareldusi on tavaline teha kolme korduskatse pdhjal, kuid samas on teada, et
kasvukatsed annavad véga erinevaid tulemusi. Seda tdestab ka minu eksperimentaalne t60.
Metsiktiilipi tiive ja A10 tiive kuue paralleeli kasvukdverad 24 tunni vanusest inokulumist
nditavad selgelt, et A10 tiivi alustab kasvu palju varem kui metsiktiitipi tiivi (Joonis 4).
Tulemuste pohjal voiks oletada, et TA siisteemid on bakterite kasvama hakkamisel olulised.
Uued katsekordused samadel tingimustel ei andnud aga reprodutseerivad tulemusi (Joonis 5A

ja B). Usaldusviéérsete tulemuste saamiseks tuleb 1dbi viia rohkem iseseisvaid katseid.
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Joonis 4. Metsiktiilipi tiive (mérgitud punasega) ja A10 tiive (mérgitud rohelisega) kuue paralleeli

kasvukdverad 24 tunni vanusest filtreeritud LB s66tmes kasvanud inokulumist (sama katse tulemused
joonisel 5A).
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Koikide tiivede paralleelid laksid alati kasvama, kui inokulum oli 24 tunni vanune. Kui
inokulum oli 72 tunni vanune ja tles kasvanud filtreeritud LB-s kasvasid mdlemas
korduskatses iiles kdikide tiivede kdik kuus bioloogilist paralleeli. Bakterite kultiveeritavus
hakkas kaduma autoklaavitud LB sodtmes 72 tunni vanuste inokulumide kasvama
hakkamisel. Osad tiived ei ldinud iildse kasvama voi alustas kasvu vaid mdni paralleel (Tabel
2). Kahes eri ajal tehtud katses esines teatavaid sarnasusi. Kummalgi juhul ei ldinud kasvama
ArelA ja All tiived, ka A10 tiive kasvama hakkamise voib lugeda vihetdendoliseks. Mdlemal

korral alustasid kasvu kdik lon tiive paralleelid.

Tabel 2. Kasvuvoimaliste kultuuride arv (kuuest inokuleeritud kultuurist).

Bakteritiivi 72h autoklaavitud LB
kordus 1 kordus 2
wt 4 3
A10 0 1
All 0 0
AhipBA 2 4
All-relBEF |0 3
A11-mgsRA | 3 2
Al1-hicAB |0 3
ArelA 0 0
lon 6 6
ppk 4 4

2.3.2. Suur varieeruvus lag faasi pikkuses

Filtreeritud LB s66tmes 1dbi viidud katsed ei andnud lag faasi kestuste kohta korduvaid
tulemusi. Juba pealiskaudne pilk algandmetele néitab, et eri ajal tehtud katsed andsid erineva
tulemuse (Joonis 5) ja seda kinnitab ka statistiline analiiiis (Tabel 3). Mdlemas korduskatses
oli lag faas pikem 72 tunni vanuste inokulumide puhul, ka paralleelide vaheline varieeruvus
oli neil suurem kui 24 tunni vanuste inokulumide korral (Joonis 5C ja D). 24 tunni vanuste
inokulumide puhul oli pikim lag faas A11-mgsRA ja A11-hicAB tiivedel (Joonis 5A ja B).
Samade tiivede paralleelide lag faasi pikkused varieerusid tugevalt koiki 12 katse vahel
(Joonis 5).
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Joonis 5. Bakterite kasvama hakkamine 24 ja 72 tunni vanusest inokulumist filtreeritud LB s66tmes.
Erinevate siimbolitega on mérgitud kuue kultuuri lag faas kahes eri ajal tehtud korduskatses.
Veajooned néitavad standardhilvet, horisontaalne joon téhistab kuue korduse keskmist.

Autoklaavitud LB s66tmes kasvanud 24 tunni vanuste inokulumide lag faasi pikkused olid
mdlemas katsekorduses kiillalt sarnased (Joonis 6A ja B, Tabel 4). 72 tunni vanusest
inokulumist ei hakanud mitmed tiived kasvama voi alustas kasvu vaid moni bioloogiline
paralleel (Tabel 2). Molemas katsekorduses koikides paralleelides kasvama ldinud lon tiive
lag faasi pikkused on eri ajal tehtud katsete vahel sarnased (Joonis 6C ja D). Nendes katsetes,
kus bakterid hakkasid kasvama, on ka autoklaavitud so6tmes lag faas 72 tunni vanuse

inokulumi korral pikem kui 24 tunni vanuse inokulumi puhul (Joonis 6).
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Joonis 6. Bakterite kasvama hakkamine 24 ja 72 tunni vanusest inokulumist autoklaavitud LB
s0otmes. Erinevate siimbolitega on méargitud kuue kultuuri lag faas kahes eri ajal tehtud korduskatses.
Veajooned néitavad standardhilvet, horisontaalne joon tihistab kuue korduse keskmist.

Dunnett’i testi abil sai méairati, kas uuritavate mutanttiivede lag faasi pikkused erinevad
statistiliselt vorreldes metsiktiiiibiga. Nullhiipoteesi kohaselt olid kdik tiived iihesugused.
Tiived loeti statistiliselt erinevaks, kui P véértus oli uuritava ja kontrollgrupi vahel viiksem
kui 0.05.

Filtreeritud LB s66tmes kasvanud kultuuride puhul olid lag faasi pikkused sarnasemad, kui
kasv oli kestnud 24 tundi. Mdlemas korduses oli suur statistiline erinevus metsiktiiiibi tiive ja
A11-hicAB tiive vahel, erinesid ka Al11-relBEF ja A11-mgsRA tiived. Vanemast inokulumist

kasvama ldinud kultuuride lag faasid erinesid metsiktiiiibi tiivest vidhem (Tabel 3).
Autoklaavitud LB s66tmes kasvanud kultuuride P véértusi sai vorrelda vaid 24 tunni vanuste

inokulumide puhul, kuna péarast 72 tundi ei ldinud koik tiived kasvama (Tabel 4). Esineb

statistiline erinevus metsiktiiiibi tiive ja A10 lag faaside vahel (Tabel 4, Joonis 6A ja B).
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Tabel 3. Filtreeritud LB s66tmes kasvanud kultuuride lag faasi Dunnett’i testi P véirtused kahes eri

ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h filtreeritud LB 72h filtreeritud LB
kordus 1 kordus 2 kordus 1 kordus 2

A10 <0,0001 (+) |0,8121 () 0,9988 (-) 0,9995 (-)
All 0,0057 (+) | 0,7183 () 0,0031 (+) 0,2313 (-)
AhipBA 0,9995 (-) 0,9975 (-) 0,9936 (-) 0,2967 (-)
Al11-relBEF 0,013 (+) 0,3975 (-) 0,7005 (-) 0,9996 (-)
A11-mgsRA 0,0011 (+) <0,0001 (+) |>0,9999 (-) 0,3055 (-)
A11-hicAB <0,0001 (+) |<0,0001(+) |0,1015 (-) 0,0315 (+)
ArelA 0,8176 (-) 0,7376 (-) 0,0002 (+) 0,4075 (-)
lon 0,0114 (+) 0,9026 (-) 0,9059 (-) 0,334 (-)

ppk 0,1019 (-) 0,0933 (-) 0,5991 (-) 0,0046 (+)

T - statistiliselt oluline erinevus metsiktiiiipi tiive ja mutanttiive lag faasi pikkuste vahel

»— - metsiktiiiipi tlive ja mutanttiive lag faasi pikkused statistiliselt ei erine.

Tabel 4. Autoklaavitud LB s66tmes kasvanud kultuuride lag faasi Dunnett’i testi P véirtused kahes eri

ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h autoklaavitud LB
kordus 1 kordus 2
A10 <0,0001 (+) | <0,0001 (+)
All 0,3449 (-) 0,0003 (+)
AhipBA >0,9999 (-) | 0,1065 (-)
Al1-relBEF 0,0167 (+) 0,0215 (+)
A11-mgsRA 0,01 (+) 0,0001 (+)
A11-hicAB 0,0179 (+) 0,0049(+)
ArelA 0,2406 (-) | 0,9891 (-)
lon 0,0008 (+) | 0,0489 (+)
ppk 0,0369 (+) 0,0066 (+)

T - statistiliselt oluline erinevus metsiktiiiipi tiive ja mutanttiive lag faasi pikkuste vahel
»- - metsiktiiiipi tiive ja mutanttiive lag faasi pikkused statistiliselt ei erine.
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2.3.3. Kasvukiirus

Kasvukiirus mikrofiltreeritud LB korral varieerus paralleelide vahel tugevamalt 72 tunni
vanuste inokulumide puhul, kuid varieerusid ka noorema inokulumi kasvukiirused.

Tulemused ei olnud eri ajal tehtud katsete vahel korduvad (Joonis 7).
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Joonis 7. Bakterite kasvukiirused 24 ja 72 tunni vanusest inokulumist alustatud kultuurides, filtreeritud
LB sootmes. Erinevate siimbolitega on maérgitud kuue kultuuri kasvukiirus kahes eri ajal tehtud
korduskatses. Veajooned néditavad standardhélvet, horisontaalne joon tahistab kuue korduse keskmist.

Autoklaavitud LB s66tmes kasvanud kultuuride kasvukiirused olid paralleelide vahel vihem
hajusad filtreeritud LB s66tmes kasvanud kultuuridega vorreldes (Joonis 7 ja 8). 24 tunni
vanuste inokulumide tulemused olid véhesel maiaral eri ajal tehtud katsete vahel sarnased
(Joonis 8A ja B). 72 tunni vanuste inokulumide kasvukiirused varieerusid rohkem ning ei
olnud korduvad (Joonis 8C ja D).
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Joonis 8. Bakterite kasvukiirused 24 ja 72 tunni vanusest inokulumist alustatud kultuurides,
autoklaavitud LB s60tmes. Erinevate stimbolitega on maérgitud kuue kultuuri kasvukiirus kahes eri
ajal tehtud korduskatses. Veajooned néitavad standardhdlvet, horisontaalne joon tdhistab kuue
korduse keskmist.

Mikrofiltreeritud LB s06tmes kasvanud kultuuride puhul olid TA siisteemide suhtes

mutantsete tiivede kasvukiirused vorreldes metsiktiiiibi tiivega statistiliselt suhteliselt sarnased

(Tabel 5).

Kultuurid, mis kasvasid autoklaavitud LB sod6tmes, olid oma kasvukiiruste poolest
metsiktiivega suhteliselt sarnased (Tabel 6). Mdlemas katsekorduses oli Al1-relBEF, All-
mgsRA ja Al1-hicAB tiivede kasvukiirus statistiliselt sarnane metsiktiive kasvukiirusega,

ndidates TA siisteemide moju kasvukiirusele.
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Tabel 5. Filtreeritud LB s6otmes kasvanud kultuuride kasvukiiruste Dunnett’i testi P vairtused kahes

eri ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h filtreeritud LB 72h filtreeritud LB
kordus 1 kordus 2 kordus 1 kordus 2
A10 0,3316 () | 0,8107 () 0,4722 () | 0,9999 (-)
All 0,5007 (-) 0,3709 (-) 0,439 () 0,9725 (-)
AhipBA 0,102 (-) 0,4663 (-) 0,5337 (-) 0,9615 (-)
Al11-relBEF 0,2579 () | 0,1555 (-) 0,4182 () | 0,9329 (-)
A11-mgsRA >0,9999 (-) | 0,2554 (-) 0,9482 (-) | 0,9803 (-)
A11-hicAB 0,0011 (+) |0,2327 () 0,012 (+) > 0,9999 (-)
ArelA < 0,0001 (+) | 0,0046 (+) | <0,0001 (+) | 0,1671 (-)
lon 0,0073 (+) |0,7851 (-) 0,8995 (-) | 0,9625 (-)
ppk 0,3206 (-) 0,0302 (+) 0,9997 (-) 0,9733 ()

1 - statistiliselt oluline erinevus metsiktiilipi tiive ja mutanttiive kasvukiiruste vahel
- - metsiktiiiipi tive ja mutanttiive kasvukiirused statistiliselt ei erine.

Tabel 6. Autoklaavitud LB sootmes kasvanud kultuuride kasvukiiruste Dunnett’i testi P viirtused

kahes eri ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h autoklaavitud LB
kordus 1 kordus 2
A10 0,1743 (-) 0,9687 (-)
All <0,0001 (+) | 0,1381 ()
AhipBA 0,1162 (-) 0,0065 (+)
Al1-relBEF <0,0001 (+) | 0,0254 (+)
A11-mgsRA < 0,0001 (+) | 0,0049 (+)
A11-hicAB < 0,0001 (+) | 0,0039 (+)
ArelA < 0,0001 (+) | <0,0001 (+)
lon 0,0007 (+) |0,3418 ()
ppk 0,1297 (-) 0,9994 (-)

T - statistiliselt oluline erinevus metsiktiiiipi tiive ja mutanttiive kasvukiiruste vahel
»— - metsiktiilipi tiive ja mutanttiive kasvukiirused statistiliselt ei erine.
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2.3.4. Kas TA operonide viimine Al1 tiivesse mdjutab kasvu?

A11 tiivest on deleteeritud 11 TA siisteemi kontrollivat geeni. Eksperimentides kasutati kolme
mutanttiive (A11-relBEF, A11-mgsRA ja Al11-hicAB), mille puhul oli Al1 tiive kromosoomi
viidud iiks TA operon. Student’i t-testiga vorreldi All tiive kasvukiirust ja lag faasi kestust
Al1-relBEF, A11-mgsRA ja Al1-hicAB tulemustega. 0 hiipoteesi jargi olid kdik tiived

ithesugused. Tiived loeti statistiliselt erinevaks kui P <0.05

24 tunni vanuste inokulumide puhul olid A11-mgsRA ja A11-hicAB tiivede lag faasi pikkused
A1l tiive lag faasi pikkusest statistiliselt erinevad. Statistiline erinevus esines nii filtreeritud
kui autoklaavitud LB so6tmes kasvatamisel (Tabel 7 ja 8). 72 tunni vanuste inokulumide

puhul saadi eri ajal tehtud katsetes erinevad tulemused (Tabel 7).

Tabel 7. Filtreeritud LB s66tmes kasvanud kultuuride lag faasi Student’i t-testi P véartused kahes eri
ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h filtreeritud LB 72h filtreeritud LB
kordus 1 kordus 2 kordus 1 kordus 2
Al11-relBEF 0,7483 (-) 0,3885 (-) 0,0003 (+) 0,0802 (-)
A11-mgsRA 0,0009 (+) 0,0022 (+) 0,0175 (+) 0,9082 (-)
A11-hicAB <0,0001 (+) 0,0017 (+) 0,375 () 0,5459 (-)

1 - statistiliselt oluline erinevust Al1 tiive ja vorreldava tiive lag faasi pikkuste vahel

»— - All tiive ja vorreldava tiive lag faasi pikkused statistiliselt ei erine.

Tabel 8. Autoklaavitud LB s66tmes kasvanud kultuuride lag faasi Student’i t-testi P vaértused kahes
eri ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h autoklaavitud LB
kordus 1 kordus 2
Al1-relBEF 0,3229 (-) 0,2153 (-)
A11-mgsRA 0,0008 (+) <0,0001 (+)
A11-hicAB 0,0024 (+) <0,0001 (+)

T - statistiliselt oluline erinevust A11 tiive ja vGrreldava tiive lag faasi pikkuste vahel
- Al1l tiive ja vorreldava tiive lag faasi pikkused statistiliselt ei erine.

Al1-relBEF, A11-mqsRA ja Al1-hicAB tiivede kasvukiirused ei erinenud statistiliselt A1l

kasvukiirusest kdikide katsetingimuste ja korduste korral (Tabel 9 ja 10).
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Tabel 9. Filtreeritud LB s6dtmes kasvanud kultuuride kasvukiiruste Student’i t-testi P vdirtused kahes
eri ajal sooritatud katses

Bakteritiivi 24h filtreeritud LB 72h filtreeritud LB
kordus 1 kordus 2 kordus 1 kordus 2
Al1-relBEF 0,2866 (-) 0,2774 (-) 0,9651 (-) 0,8222 (-)
A11-mgsRA 0,2732 (-) 0,8671 (-) 0,6446 (-) 0,2873 (-)
A11-hicAB 0,0761 (-) 0,8291 (-) 0,1815 (-) 0,5188 (-)

¢ - statistiliselt oluline erinevust A11 tiive ja vorreldava tiive kasvukiiruste vahel
» - Al1l tiive ja vorreldava tiive kasvukiirused statistiliselt ei erine.

Tabel 10. Autoklaavitud LB sootmes kasvanud kultuuride kasvukiiruste Student’i t-testi P viartused
kahes eri ajal sooritatud katses.

Bakteritiivi 24h autoklaavitud LB
kordus 1 kordus 2
Al11-relBEF 0,9466 (-) 0,3491 (-)
A11-mgsRA 0,8297 (-) 0,1004 (-)
A11-hicAB 0,3968 (-) 0,1499 (-)

-+ - statistiliselt oluline erinevust A11 tiive ja vorreldava tiive lag kasvukiiruste vahel
» - Al1l tiive ja vorreldava tiive kasvukiirused statistiliselt ei erine.

2.4. Arutelu

Antud t66s oli vaatluse all TA siisteemide ja neid kontrollivate geenide moju bakterite
kasvule. Selleks moddeti TA siisteemide ja neid kontrollivate geenide suhtes mutantsete
tiivede kasvama hakkamise kiirust ja voimet, mida iseloomustab lag faasi pikkus. Taheti néha,
kas lahjendatud kultuur hakkab kasvama vo0i1 kaotavad rakud kasvuvOime. Samuti on
voimalik, et lag faas on liiga pikk, et seda katse jooksul jélgida. Eesmirgiks oli
katsetingimuste leidmine, mis vdimaldaks koige optimaalsemat TA siisteemide moju

uurimist.

Katsetulemuste pohjal ei saa viita, kas TA geenid ja teised geenid mdjutavad E .coli kasvama

hakkamist ja kasvukiirust. Tulemused ei reprodutseeru eri ajal tehtud katsete vahel.

Tulemuste pohjal tundub, et TA geenide deleteerimine mdjutas rohkem lag faasi. Erinevused
lag faaside vahel olid suuremad kui kasvukiiruste vahel (Tabel 3 ja 4 vs Tabel 5 ja 6). Suurim

moju oli 72 tunni vanuse inokulumi lag faasile. Nii mikrofiltreeritud kui autoklaavitud LB
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s06tmes kasvanud kultuuride puhul oli lag faas pikem, kui inokulum oli 72 tundi vana. Samuti
ei ldinud vanast inokulumist autoklaavitud LB s66tmes koik tiived ega paralleelid kasvama

(Tabel 2).

Saadud tulemuste pdohjal on tdendoliselt TA geenide mdju paremini vaadeldav, kui katset
korrata 72 tunni vanuse inokulumiga. Vanema inokulumi lag faas pikeneb voi kaob rakkude
kasvama hakkamise vOime. Filtreeritud LB so6tmes ei kaota bakterid kasvama hakkamise
vOimet, seega tuleks katse ldbi viia autoklaavitud LB so66tmes. Lisaks on filtreeritud LB
sootmes kasvanud kultuuride lag faasi pikkused ja kasvukiirused palju hajuvamad vorreldes
autoklaavitud LB so6tmes kasvanud kultuuridega. Lag faasi pikkused on 24 tunni vanusest
inokulumist autoklaavitud LB so6tmes kahe katsekorduse vahel peaaegu reprodutseerivad
(Joonis 6A ja B).

72 tunni vanuses inokulumis autoklaavitud LB so6tmes ei hakanud A11 tiivi tiheski paralleelis
kasvama. A10 tiivel alustas kasvu vaid iiks paralleel. Voib oletada, et TA siisteemid
mojutavad vanast kultuurist kasvama hakkamist, kuid antud tulemused ei anna statistilist

usaldusvairsust. Katset peab kordama rohkemate korduste ja paralleelidega.
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KOKKUVOTE

To6 eesmirkideks oli uurida TA siisteemide ja neid kontrollivate geenide mdju E. coli
kasvama hakkamise vOimele ja kiirusele. Lisaks sooviti leida koige soodsamad
katsetingimused TA siisteemide mdju uurimiseks. Selleks mdddeti metsiktiitipi tiive ja itiheksa
mutantse tiive optilist tihedust péarast 24 ja 72 tunnist kasvu mikrotiiter plaadilugejas.
Kasvukdvera pohjal leiti kultuuride lag faasi kestvus ja kasvukiirus. Katset viidi 1dbi nii
mikrofiltreeritud kui autoklaavitud LB s66tmes kuues bioloogilises korduses ning korrati kaks

korda.

Tulemused ei reprodutseerunud eri ajal tehtud katsete vahel, seega ei saa viita, kas TA geenid
ja teised geenid mdjutavad bakterite kasvama hakkamist ja kasvukiirust. Siiski ei ldinud 72
tunni vanusest inokulumist autoklaavitud LB s66tmes kasvama tiived, millest oli deleteeritud
10 ja 11 TA siisteeme kontrollivat geeni. Tulemused vdivad viidata TA siisteemide mdjule
kasvama minekule, kuid antud katse ei anna statistiliselt usaldusvéaarseid tulemusi. Katset
tuleks korrata rohkemates kordustes suurema paralleelide arvuga. Uldiselt tundus, et TA

stisteemid mojutasid rohkem lag faasi kestvust kui kasvukiirust.

Tulemuste pdhjal on parim TA siisteemide moju uurida vanema inokulumiga autoklaavitud
LB s66tmes. Vanemast inokulumist hakkavad bakterid autoklaavitud LB s66tmes aeglasemini
kasvama, mone tiive puhul ei toimu kasvama hakkamist iildse. Mikrofiltreeritud LB sd66tmes
ei kaota rakud kasvama hakkamise vOimet. Lisaks olid filtreeritud LB s66tmes kasvanud

kultuuride katsetulemused palju rohkem varieeruvad.
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The effect of toxin-antitoxin systems and the genes controlling their activity

on the growth of Escherichia coli
Katlin Rikas
Summary

Operons that encode a toxin and a cognate antitoxin are widely prevalent among bacterial
genomes and plasmids. The stable toxin may cause cell growth inhibition or cell death by
affecting cellular processes, usually of critical importance. Under growth inducing conditions
the antitoxin neutralizes the poisonous effect of the toxin and acts as a repressor for the toxin-
antitoxin (TA) operon. These TA pairs have an important role in bacterial stress physiology.
TA systems may be accountable for the generation of persisters and multidrug resistance
(Maisonneuve et al., 2011, 2013)

Persisters are multidrug tolerant cells. Persisters are not mutants, but rather phenotypic
subpopulations of the wild-type (Shah et al., 2006). Their insensitivity to antibiotics is
nonheritable. After resuming growth the cells are as sensitive to the drug as the original
population (Kussel et al., 2005). Persistence might be a strategy to insure bacterial
populationsin fluctuating environments (Magnuson, 2007). Multidrug tolerance of biofilms is
responsible for many infectious diseases in the developed world. Understanding the
mechanisms underlying TA systems and persisters would benefit fighting infectious diseases
(Maisonneuve, Gerdes, 2014).

In the experimental part of this work it was tested how TA systems affect the lag phase and
growth rate of Escherichia coli. The experiments compared a wild-type strain to nine different
mutant strains with deletions of multiple TA systems or alterations made to the genes
controlling the activity of TA systems. Each of the strains was grown twice in six biological
parallels in microfiltered and autoclaved LB broth. On the basis of the optical densities from

24h and 72h old inoculumes lag phases and growth rates were evaluated and then compared.

The results were not reproducible, therefore it cannot be alleged that TA encoding genes
affect bacterial growth. The reason may lay in the dependence of the gene effect on the
experiment conditions. The biggest effect was on the lag time of the culture grown from the
72h old inoculum in autoclaved LB broth. Some of the strains could not resume growth after a

long stationary phase or their lag phase increased, including the strains where 10 and 11 TA
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encoding genes were deleted. These results may indicate the effect of TA systems on bacterial

growth, but they are not statistically reliable.

The results propose optimal conditions for studying the effects of TA systems. Lag phase and
growth rate should be measured starting from using older inoculum, since lag phase increases
and some of the strains lose the ability to resume growth. Using autoclaved LB broth would
be preferable, because the effect of TA encoding genes was best evident under these
conditions. Furthermore, the results from the cultures grown in autoclaved LB broth were
more comparable between the twelve biological parallels. For reliable results the experiment

should be repeated under the optimal conditions several times with more biological parallels.
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TANUAVALDUSED

T66 valmimise eest sooviksin eelkdige tdinada oma juhendajat vanemteadur Niilo Kaldalu abi
ja moraalse toe eest. Tdnan ka Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi antibiootikumide
to0grupi liikmeid edasiviivate nduannete ja abi eest. Suured tinusdnad Ulo Maiviljale

tulemuste statistiliste analiiiisi seletamise eest.
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