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TOOS KASUTATUD LUHENDID

Ala - alaniin

CFU — koloonia moodustav Uhikglony forming unit)

ppGpp — guanosiintetrafosfaat, guanosiin 3’,5-dgfdsfaat
pppGpp — guanosiin 3’-difosfaat, 5'-trifosfaat

(P)PPGpp — ppGpp ja (P)PPGpp thine tahistus

ppGppaas — ppGpp hidrolaas

PSI — ppGpp slintetaas |

PSIl — ppGpp slntetaas Il

RMF — ribosoomi moduleeriv faktoriposome modulation factor)
RNAP — RNA polimeraas

GASP - statsionaarse faasi kasvueefisWth advantage in stationary phase)

rRNA nukleotiidide puhul on antulscherichia coli numeratsioon

Aminohapete Uhetaheliste lUhendite puhul on kaglistandardtahistused



SISSEJUHATUS

Bakterid peavad ellu jAdmiseks kiiresti tunnetamneepgeerima mitmesugustele muutustele
kasvukeskkonnas. Olgu selleks siis muutunud tenyo@ra osmolaarsus, aeroobse
keskkona asendumine anaeroobsega, toitainete ammeral vOi moni muu stressi

pdhjustav faktor, kohanevad rakud uute tingimustggkates makromolekulide siinteesi ja

jagunemist antud keskkonnas optimaalse kiirusega.

Bakterite fusioloogiline seisund kajastub nendesmtwa makromolekulide biosinteesi
kiiruses ja rakkude suuruses. Soodsatel tingimasielub rakkudes aktiivne translatsioon.
Valgusunteesi aparaadi héarumine on oluline melmanidajumaks muutunud

keskkonnatingimusi.

Ribosoomide seisukorra tunnetamisest saab algusepr&ikariiootide seas peaaegu
universaalne stressile reageerimise strateegiag midetatakse poomisvastusegtsiigent
response) (Stent & Brenner, 1961). Selleks stinteesitakbesoomiga seonduva RelA
valgu poolt vaikest signaalmolekuli ppGpp. Poomssuat iseloomustab nukleiinhapete ja
valkude stinteesi represseerimine ning valkude datg®oni ja aminohapete sinteesi
taseme tous, mille kbige tagajarjel vaheneb rakkwaukiirus. Toimuvad ka uletldised
muutused transkriptsiooni mustris, mistottu trarmeritakse eelistatult stressitingimustega

kohanemiseks vajalike geene.

Translatsiooni kiire allasurumine on oluline enargiéilumise kohapealt, kuna aktiivselt
kasvavas rakus on valgusintees kdige enam ene@ibiv protsess. Valgusinteesi
koheseks peatamiseks seondtszherichia coli ribosoomiga RelE ja I6ikab mRNA-d.
Sellised mMRNA-| peatunud ribosoomid vabastab tmRN#As suunab tekkinud poolikud

valgud lagundamisele protsessis, mida nimetatiikes-translatsiooniks.



Kui tingimused osutuvad taiesti ebasoodsaks, pedaikterite kasv pikemaks ajaks,
graamnegatiivsed bakterid sisenevad statsionaarsésssi, moned graampositiivsed
differentseeruvad spoorideks. Seejuures energastilkulukad ribosoomid ladestatakse
ribosoomide dimeeridena RMF valgu vahendusel, dtavéieid taas kasutusse, kui

keskkonnatingimused paranevad.

Kaesoleva t60 teoreetilises osas antakse Ulevaadgusiinteesi stressitingimustes
moduleerivatest geenidest ja nende produktidesiktilses osas kirjeldatakse RelA-,
tmRNA-, relEB-, RMF-, YfiA- ja YhbH-defektsete tldega tehtud kilma-, kuuma- ja
oksudatiivse stressi katseid; uuritakse mutantsstkude hakkamasaamist statsionaarses
faasis ja statsionaarsest faasist toibumisel, y@ttdéise tdhelepanu alla RelA-defektse tuve.

To0 valmimise eest tahaksin tdnada muidugi omandag@t Tanel Tensonit dpetamise,
juhendamise ja kannatliku meele eest; samuti kogeiemTUTI molekulaarse
mikrobioloogia t60gruppi asjalike nduannete, abilifasalt hea seltskonna eest, te olete
lintsalt parimad. Suur tanu ka proffessor BricedEaile Rennesi'i Ulikoolist, kellelt on
lahke kingitusena saadud metsik-tilpi ja tmRNA-kigfe tivi ning igas olukorras rahu
sdilitavale Hannes Luidaleppale, kes tegi Ulejadiinede valmistamisel ara suurema osa

toost. Suur tdnu ka minu kallile Monikale, kes mtid kirjutamise ajal igati toetas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Poomisvastus

Elus pusimiseks peavad bakterid Kkiiresti tunnetag@a reageerima muutustele

kasvukeskkonnas, olgu selleks siis toitainete hwghenemine v6i mdni muu stressi

pOhjustav faktor. Bakterite seas eksisteerib paaasgversaalne strateegia toitainete
ammendumisega kohandumiseks, mida nimetatakse pwoastiseks (Stent & Brenner,

1961). Seda Uldist stressivastust iseloomustab ennkbpete ja valkude slnteesi

represseerimine ning valkude degradatsiooni ja anaipete siinteesi taseme tdus (Chatterji
& Ojha, 2001), mille kbige tagajarjel vdheneb ratt&kasvukiirus.

Poomisvastuse korral on esimeseks regulatoorsekguseks stabiilse RNA (tRNA ja
rRNA) hulga vahenemine (Lazzariei al., 1971; Ryalset al., 1982; Sands & Roberts,
1952), mis viib Uldise valgustinteesi taseme langud3eanslatsiooni kiire allasurumine on
oluline energia séailumise koha pealt, kuna aktliveasvavas rakus on valgusintees kdige
enam energiat tarbiv protsess. Lisaks stabiilsetéAde hulga allareguleerimisele
toimuvad Uleldldised muutused transkriptsiooni msistrmistottu transkribeeritakse

eelistatult stressitingimustega kohanemiseks \kijalgeene (Maitrat al., 2005).

Erinevalt arvukatest teistest transkriptsiooni fatgiooni mehanismidest, mis pdhinevad
RNA polimeeraasiga (RNAP) ja/vdi kindlate DNA muidiega seonduvatel valgulistel
transkriptsioonifaktoritel, sOltub poomisvastus &I nukleotiidist,
guanosiintetrafosfaadist (ppGpp). Seondudes RNAPighibeerib ppGpp Uhtede ja
stimuleerib teiste geenide transkriptsiooni (Chattet al., 1998; Jores & Wagner, 2003;
Toulokhonowet al., 2001).

ppGpp metabolismi eest vastutavadcoli-s kaks valku: RelA ja SpoT (Xiag al., 1991).
RelA on ribosoomiga seonduv ppGpp sintetaas | (P8i3 pohjustab rakus ppGpp

akumulatsiooni vastusena aminohappe néljale. Spddifanktsionaalne enstitim, millel on



nork ppGpp suntetaasi (PSII) aktiivsus ja ppGpprolagdsi (ppGppaasi) aktiivsus (Murray
& Bremer, 1996; Xiat al., 1991).

1.1.1. RelA

RelA on 84 kDa suurune valk, mis katalttsib purfifagil-rihma Ulekannet ATP-It GTP
vOi GDP riboosi 3' OH-le (Wendrickt al., 2002). Moodustuvad siis vastavalt pppGpp Vvoi
ppGpp, Uheskoos tahistatakse neid (p)ppGpp. ppp@pperteeritakse kiiresti ppGpp-ks.
RelA (p)ppGpp slntetaasset aktiivsust stimuleer®NA-I peatunud ribosoomi A-kohta
seonduv kognaatne ent laadimata tRNA (Wendgich., 2002).

Logaritmilise kasvufaasi bakterirakkudes on ligi#aul5% totaalsest tRNA-st aminohappe
poolt laadimata ehk deatsetileeritud. Enamus tRNAWs seotud ribosoomide voi

suintetaasidega. Aminohapete nélja korral voib @¢#teritud tRNA osakaal tdusta kuni
80%-ni. Aminoatsetuleeritud tRNA madal ja vaba detileeritud tRNA kdrge tase

suurendavad tdendosust, et ribosoomi A-kohta disenadala afiinsusega kognaatne
laadimata tRNA (Wendrickt al., 2002).

Lisaks kognaatse laadimata tRNA seondumisele rioosoA-kohta on RelA-séltuvaks
ppGpp sinteesiks vajalik ribosoomi valk L11. L1lugumisel ppGpp-d ei sinteesita
(Wendrich et al., 2002), vastav regulatoorne aktiivsus on valgunaaatsal (Yang &
Ishiguro, 2001).

Samas on RelA ribosoomiga seondumine L11-st s6hwniRibosoomiga assotsieerumise
koha pealt ei oma rolli ka laadimata tRNA viibimiAekohas, vaid hoopis mMRNA. Naib, et
RelA kasutab peatunud ribosoomide avastamiseksadiist valjaulatuvaid mRNA 3’
otsi (Wendrichet al., 2002).

Kokku vottes koiki teadmisi RelA-vahendatud (p)ppGguinteesi kohta, on valja pakutud
jargnev mudel (joonis 1). Aminohapete nélja tagajan rakus tdusnud laadimata tRNA-
de tase. Deatsetlleeritud tRNA-d seonduvad norip@soomi A-kohta (joonis 1a), mis on
madala afiinsusega konformatsioonis (kuna E-koht hgivatud) (Nierhaus, 1990).
Peatunud ribosoomist ulatub valja mRNA 3’ ots, insselt stimuleerib RelA seondumist



(joonis 1b). RelA viib labi reaktsiooni, mille submatideks on ATP ja GTP ning
produktideks pppGpp ja AMP (joonis 1c). Selle k&idRelA vabaneb ja hippab jargmisele
peatunud ribosoomile (Joonis 1d). Arvatakse, et ppGunteesi protsess kui selline ei
vabasta A-kohta laadimata tRNA-st. Kognaatne temea&ompleks seondub laadimata
tRNA-st umbes 50 korda kdérgema afiinsusega A-kghatadrjub stressi leevendumisel
deatsetuleeritud tRNA A-kohast (ja samal ajal kioBast) valja (Joonis 1le) (Wendrieh
al., 2002).

ATP poomisvastus
GTP

Pl
(P)PpGpp +AMP 'f Ll-"-’-'

a i e
aminohappe peale stressi
nalg PP aminoatsudl-tRNA-I
o . on suurem afiinsus
RelA avastab d (P)PPGpp slinteesiga A-kohale

peatunud ribosoomi RelA huppab jargmisele vabaneb RelA

peatunud ribosoomile

Joonis 1. RelA-vahendatud (p)ppGpp siintees. (a) aminohapfia t@itu tduseb laadimata tRNA tase,
laadimata tRNA-d seonduvad madala afiinsusega oifos A-kohta ja peatavad ribosoomi. (b) RelA avhasta
peatunud ribosoomi mMRNA 3’-otsa jargi. (c) Kui AHas on laadimata tRNA, viib RelA labi reaktsiooni,
kasutades substraatidena ATP-d ja GTP(GDP)-d nimglyktideks on AMP ja (p)ppGpp. Reaktsiooni
toimumise tagajarjel vabaneb RelA aga mitte A-kobtondunud laadimata tRNA. (d) RelA hippab
jargmisele peatunud ribosoomile ja korratakse (@ypp siinteesi. (p)ppGpp kdrge kontsentratsioon [sidiju
poomisvastuse. (e) Parast stressitingimusi laetdRSEA-d taas. Laetud tRNA t6rjub laadimata tRNAst
k6rgema afiinsuse tbttu viimase A-kohast vélja, m#bastab peatunud ribosoomid ja aktiveerib uuesti
translatsiooni. Laetud tRNA seondumisega A-kohthaveb E-kohta seondunud tRNA, seega vabanevad
kaks deatsettileeritud tRNA-d (Wendriethal., 2002).

Bakteritel, kelle relA on muteerunud, kirjeldatakse nrelaxed-fenotlilpi, vastusena
aminohappe néljale toodetakse oluliselt vahem pp&ppistottu ei toimu kiiret stabiilse
RNA slnteesi represseerimist (Borekal., 1956; Lagosky & Chang, 1980; Lagosky &
Chang, 1981). Samuti odrelA tived temperatuuritundlikumad, milline fenotlilp on
teadmata pohjustel seotud s66tme osmomolaarsud&ay (& Ishiguro, 2003). RelA
mutantsel tuvel on teada ka tundlikkus leutsiinies avaldub selles, et leutsiini olemasolu
korral peab kasvu jatkamiseks keskkonnas olemadiadutsiini ja valiini. Samuti ei suuda

ArelA tavi kasvada minimaalsdotmel, milles kdik aminobegh v.a isoleutsiin, leutsiin ja



valiin (Tedin & Norel, 2001; Xiaet al., 1991). Vastavat kasvudefekti on puttud uurida ja
seletada seoses hargneva-ahelaga aminohapetetbesiradade ppGpp-so6ltuvusega, kuid

tapne mehanism v8éi mehanismid on teadmata (Tedio&l, 2001).

1.1.2. SpoT

E. coli spoT geen kodeerib 79 kDa suurust valku, mis’Msbltuvas reaktsioonis eemaldab
(p)ppGpp-It 3'-difosfaadi, andes GDP (voi GTP) jggfosfaadi. SpoT-I on ka nork ppGpp
suintetaasi aktiivsus (Xias al., 1991).

ppGpp sunteesi mehanismidest SpoT rajas on teaglaviieem kui RelA puhul, erilist
ettekujutust ei omata ka sellest, kuidas SpoT ttatinstressi voi tldisi keskkonnatingimusi.
Igaljuhul ppGpp tase muutumatul kasvukiirusel omaanii metsik-titpi kurrelA tivel ja
seda hoiab SpoT (Xiaat al., 1991). Seejuures eksponentsiaalse kasvu tingasust
erinevatel kasvukiirustel, on SpoT hidrolaasneingtis Usha muutumatu (Murray &
Bremer, 1996), mistottu madalamale kasvukiiruseédoomulik kdrgem rakusisene ppGpp
kontsentratsioon saadakse, stimuleerides PSlivakst konstantsel hiidrolaasi aktiivsusel.
Lisaks erinevatele kasvukiirustele reguleerib SppGpp taset enamuse stresside korral,
nagu susinikuallika vahetus voi ammendumine, paljathinohapete nalg, energiapuudus,
ent ilma RelA abita on ppGpp akumuleerumine aeglagevaiksema ulatusega (Lazzarini
etal., 1971; Murray & Bremer, 1996).

Kasvukeskkonna muutuse korral SpoT-séltuvaks pp&muleerumiseks rakus tldjuhul
stimuleeritakse tema PSII aktiivsust ja vahenda&aksGpp hudroliusi aktiivsust (Murray
& Bremer, 1996). Seejuures reguleeritakse kumbé&givaust erinevate stresside korral
erinevas ulatuses, kuni selleni, et glikoosi amraensge korral vaheneb nii ppGpp
suinteesi kui lagundamise aktiivsus aga lagundaaktersus vaheneb rohkem (Murray &
Bremer, 1996). Samas pdte coli SpoT kahte aktiivsust reguleerivat spetsiifiliggnaali
identifitseeritud, teatakse vaid, et see on setitdde tRNA aminoatsetileerituse tasemega
(Murray & Bremer, 1996). Viimane vaide pdhineb ekllet puhastatud SpoT hudrolaasi
aktiivsust inhibeerib laadimata tRNA vitro (Heinemeyer & Richter, 1977; Richter, 1980),
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ja PSII aktiivsus on pooérdvordeliselt seotud amaqmdte arvuga kasvukeskkonnas: mida

rohkem aminohappeid, seda madalam PSII aktiivsus@y & Bremer, 1996).

Kuigi E. coli-s on poomisvastus reguleeritud kahe ensiimi po8&EtlA ja SpoT, esineb
enamikes uuritud graampositiivsetes organismidesteks Streptococcus dysgalactiae
subsp. equilisimilis, Bacillus spp., ja Mycobacterium tuberculosis) RelA ja SpoT-ga
homoloogne mdlema funktsiooni tditev ensuim (Migdrer, 2001). Need
bifunktsionaalsed Rel/Spo enstumid vdivad andausassellele, kuidas oB. coli SpoT
suintetaasne ja hudrolaasne aktiivsus reguleefRetiSpo enstiimid naivad moduleerivat
ppGpp taset kahe erineva aktiivsaidi vahenduselleshi thel on slintetaasi ja teisel
hidrolaasi aktiivsus. Enstitiim on kontrollitud altdiinsete konformatsioonide vahendusel
— korraga on funktsionaalne vaid ks aktiivtser{f&varbock et al., 2000; Hogget al.,
2004; Mecholdtt al., 2002).

spoT geeni pole vdimalik iimaelA-d deleteerimata vélja lilitada. Uhe variandinabvoi

oletada, et RelA-sdltuv ppGpp akumulatsioon takifteatab ppGpp hudrolaasi defektse
tive kasvu. RelA ja SpoT topeltmutandid ei kasv@s@l, millest puuduvad aminohapped
(Xiao et al., 1991).

1.1.3. ppGpp roll transkriptsiooni regulatsioonis

Enamus transkriptsiooni regulaatoreid seonduvad DIgfomootoralasse voi selle
lahedusse, et soodustada voi takistada RNAP seasdudriiesti teistsugune lahenemisviis
on ppGpp-l, mis seondub otseselt RNA polimeraaggaindub toimivat ilma kindlate
DNA regioonidega seonduvate abivalkudeta. Mutatsthomis mojutavad ppGpp-so6ltuvat
transkriptsiooni, tekivad RNA polimeraasis. Seitismutatsioone on kirjeldatufl, p’ ja
o'® subiihikutes (Magnussat al., 2005), ja ppGpp analoogide ja RNAP interaktsideni
keemilisel uurimisel on naidatud, et ppGpp inteeaktibp ja p’ subiihikutega (Chattergt
al., 1998) Neid tulemusi on nuud taiendamas hiljaaegaldatud RNAP ja ppGpp
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kompleksi kristalliseeritud struktuur (Artsimowuitcet al., 2004), mille puhul ppGpp
seondub RNAP aktiivsaidi lahedusse, kus ta inteekb niif kui B’ subihikutega.

ppGpp otsest negatiivset mdju promootoriteleitro on kirjeldatud mitmel juhul (Barker
et al., 2001; Jores & Wagner, 2003; Palal., 2004; Potrykust al., 2002). Vélja on
pakutud ka mitu mehanismi, mis ei ole tingimatatéiss$ valistavad ning annavad vdibolla

kdik oma panuse ppGpp-sbltuvasse negatiivsesstatsegoni.

1) Avatud kompleksi stabiilsus — ppGpp voiks destab#rida avatud komplekse koéikidel
promootoritel aga see omab negatiivset effeekitil \@miomootoritele, millel on juba
eelnevalt omane ebastabiilne avatud kompleks, nag@jteks rRNA promootorid
(Barkeret al., 2001; Pautt al., 2004)

2) Promootori vabanemine — (he promootokiP{) puhul on naidatud, et ppGpp
negatiivne efekt péhineb promootori vabanemisestakiisel (Potrykust al., 2002)

3) Avatud kompleksi moodustumine — ppGpp mdjutab av&ompleksi moodustumise
kiirust (Wagner, 2002)

4) Seisakute tekitamine transkriptsiooni elongatsio@ores & Wagner, 2003; Wagner,
2002)

5) ppGpp ja NTP-de konkureerimine (Artsimovitetal., 2004; Jores & Wagner, 2003)

6) Tsitosiinidega paardumine — ppGpp paardumine préongla mitte-matriitsahela

tsutosiinidega (Artsimovitchkt al., 2004)

ppGpp Mojub ka otsese positiivse regulaatorina ifened neist indutseeritakse ppGpp-
sOltuvalt kasvu peatumise kaigus (Kvettal., 2000; Kvintet al., 2000; Xiaoet al., 1991).
Positiivselt reguleeritavate promootorite seas @tjud, mis soOltuvad alternatiivsetest
sigmafaktoritest [nt> (Kvint et al., 2000) ja ¢>* (Laurie et al., 2003)] aga ka neid, mis
séltuvads°-st (Magnussoet al., 2005).

Veel vdhem Kkui otsesese negatiivsese mdju mehatesinion teada ppGpp-sdltuvast
otsesese positivse mdju mehanismidest. On pakuttidavatud kompleksi destabili-
seerimine hoopis aitab alustada transkriptsioomidel# promootoritelt (Bartletet al.,
1998)
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Hiljaaegu on naidatud, et ppGpp negatiivseid mdjuswitro transkriptsioonile véimendab
valk DksA (Paulet al., 2004). Veelgi enam, rRNA transkrpitsioon on tundepGpp
akumulatsioonileAdksA tivesin vivo (Paul et al., 2004) ning et DksA on vajalik osade

aminohapete biostinteesi promootorite ppGpp-solwraskivatsiooniks (Pawk al., 2005).

Lisaks, ilmselt mojutab ppGpp transkriptsiooni ssir ka kaudselt, vdhendades vaba
RNAP hulka rakus (Magnussaat al., 2003). Arvatakse, et ppGpp voib soodustada ka
alternatiivsetes-faktorite seondumist RNAP apoenstimiga (Jisheage., 2002; Lauriect

al., 2003).

1.2. Ribosoomide dimeriseerumine

Stressitingimustes suruvad rakud oma valgustintdlesi kasutades erinevaid strateegiaid.
Paljudes organismides toimub ribosoomide bioslntepsesseerimine (Mizuta & Warner,
1994). Eukartootides fosforileeritakse  stressimgite  korral  translatsiooni
initsiatsioonifaktorit 2 (elF-2), mis vAhendab rakles valgusinteesi (de Haatoal., 1996).
Prokartiootides, naiteks enterobakterites, supretses valgusinteesi stabiilsete RNA-de
suinteesi vdhendamisega poomisvastuse kaigus (Has&ltBlock, 1973; Lazzarinét al.,
1971; Ryalset al., 1982; Stent & Brenner, 1961) ja poomisvastusastusi soltuva 100S
ribosoomide moodustumisega (Waatal., 1990).

Kuigi 100S ribosoomide olemasolu on juba aastakihbeada, on nende bioloogilist
tahendust hakatud uurima alles viimasel ajal (N\&8©4). Statsionaarse faasi kultuuridest
isoleeriti ribosoomiga seondunud valk, mis nimet#tiosoomi moduleerivaks faktoriks
RMF (Wadaet al., 1990).

1.2.1. RMF

RMF on aluseline (pl = 11,3) ja vaike (M= 6507) valk. Tema sekundaarstruktuur
ennustatakse koosnevat kahesteeliksist N- ja C-otsas ja neid Uhendavast kedood).
Usutakse, et tal on valjavenitatud ja lihtne stiuki mis seletab ka vaba RMF-i

ebastabiilsust tstitoplasmas (Joonis 2a).
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Escherichia coli RMF-i homolooge on identifitseeritud monedes graagatiivsetes
bakterites (Joonis 2b). Homoloogide vahel esinevkimmisvaarselt kdrge sarnasus lubab
oletada, et kdik need valgud seonduvad ribosoomégaasel viisil. Lisaks tlalmainitutele
on ribosoomide dimeer eksperimentaalselt leitudidréiks Serratia marcencens, Proteus
mirabilis, P. aeruginosa ja P. syringiae. Enamus RMF-i omavatest bakteritest on
enterobakterid, samas kBi aeruginosa ja P. syringiae on mullabakterid ja nende RMF-il
on pikenenud karboksidl-ots (Joonis 2b). RMF-i igimae ja elustiili seotus on intrigeeriv.
Moned nendest bakteritest on patogeensed, misEMir-ist vOib saada uute ravimite
kujundamise sihtmark (Yoshidal., 2004).

(H) 1 10 20 30 10 50 55
MKRQKRDRLERAHQRGYQAGITAGRSKEMCPYQTLNQRSQWLGGWREAMADRVVMA
|| Heeliks Keerd | Heeliks ]
(h) | 10 20 30 10 50 60 70
E. coli W3110 MKRQKRDRLERAHQRGYQAG [AGRSKEMCPYQTLNQRSQWLGGWREAMADRY VMA
E. coli O157 MKRQKRDRLERAHQRGYQAG I AGRSKEMCPYQTLNQRSQWLGGWREAMADRVVMA
S. flexneri MKRQKRDRLERAHQRGYQAGTAGRSKEMCPYQTLSQRSQWLGGWREAMADRVVMA

S. typhimurium LT2  MKRQKRDRLERAHQRGYQAGTAGRSKEMCPYQTLNQRS YWLGGWRQAMEDRAVMA
S. typhimurium Tv2  MRRQKRDRLERAHQRGYQAG IAGRSKEMCPYQTLNQRS YWLGGWRQAMEDRAVMA

Y. pestis MKRQKRDRLERALSRGYQAGTSGRSRE I CPYQSLDARSHWLGGWRQAMEDRAVTA

V. cholerae MKRQKRDRLERAQSQGYKAGLNGRSHDECPYQQTEVRSYWLGGWRDARNDKLSGLCK

V. parahaemolyticus ~ MKRQKRDRLERAQSQGYKAGLNGRSQEACPYQQVDARSYWLGGWRDARDEKQSGLYK

P. aeruginosa MRRLKRDPLERAFLRGYQNGITGKSRDLCPFTHPTTRQSWLNGWREGRGDNWDGLTGTAGLQRLNQLQHY
P. syringae MRRLEKRDPLERAFLRGYQYGVHGKSRELCPFTLPSVRQAWINGWREGRGDNWDGMTGTAG THRLNELHAVG
S. oneidensis MERQKRDRLDRAFSKGFQAGIGGRSKELCPYANLDSRSQWLGGWREGVDGRVNGLENK

Joonis 2.RMF-i ennustatud sekundaarstruktuur ja jarjeshesaoloogia. (af. coli RMF-i ennustatud
sekundaarstruktuur. (b) RMF-i ja tema homoloogideén@happelise jarjestuse joondus. Jarjestuseddéath
bakteritestE. coli W3110 ja O157 j&higella flexneri, Salmonella typhimurium LT2 ja Ty2, Yersinia pestis,
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae ja Shewanella
oneidensis (Yoshidaet al., 2004).

E. coli RMF-i ekspressioon tduseb markimisvaarselt ulemihekksponentsiaalsest
kasvufaasist statsionaarsessef geeni transkriptsiooni indutseerib ppGpp (lzuésial.,

2001). Mutantne tuvi, millesmf on inaktiveeritud, ei suuda moodustada statsicesar
faasis 100S ribosoome (Waedaal., 1990; Yamagishet al., 1993), ja isoleeritud valgul
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RMF on omadus dimeriseerida 70S ribosoometro (Wadaet al., 1995). Seega on RMF
vajalik ja piisav 70S ribosoomi dimeeride moodusgeks.

RMF-i suinteesi esilekutsumine statsionaarse faakulrides on séltumatu statsionaarse
faasi spetsiifilisest sigma faktorist, mida kodeerilspoS (Izutsuet al., 2001; Yamagishét
al., 1993). Rakutiived, millel puudub funktsionaalne RMon statsionaarses faasis
vahenenud elujoulisusega (Wagtaal., 1990; Wadat al., 2000; Yamagishet al., 1993).
Seepérast oletatakse, et dimeeride moodustamimgbosoomide ladustamise meetod ja

RMF méangib olulist rolliEscherichia coli statsionaarse faasi tleelamise strateegias.

RMF ei ole detekteeritaBacillus subtilise liikidel, mis moodustavad spoore vastusena
ppGpp taseme tOusule. Seepéarast voib RMF olla almkavahend, mille abil organismid,
kes ei moodusta stressile vastupidavaid spoore,dasadl ellu jddda rasketes

keskkonnatingimustes (Izutgtial., 2001).

1.2.1.1. Mdju ribosoomidele

Ribosoomide suurenenud lagunemine RMF-defektsesstpani aluse oletusele, et RMF
toimib kui ,anti-degradatsiooni faktor” (Fukuclet al., 1995). Seejuures inhibeerib RMF
dldist translatsiooni (Wadat al., 1995), ent ndib stimuleerivat osade valkude ssite
nagu ndaiteks katioon-spetsiifiline poriin OmpF (Pgkaramwonget al., 1998). RMF-
defektses tiives on OmpF sintees inhibeeritud.iBaks$rmf-ile on rakkudes valja lulitatud
ka katioon-spetsiifilise poriini geemmpC, on rakkude suremus statsionaarses faasis veelgi
suurem. M&lema poriini puuduminenf ompC topeltmutandis pdhjustab rakkudes g
kontsentratsiooni langust, ribosoomide lagunemiseremist, valgusinteesi inhibeerimist
ja viib 18puks raku suremiseni. Seega nii RMF kuig’¥ médjudes ribosoome
stabiliseerivalt, on olulised statsionaarse faaskkude elujdulisuse koha pealt
(Apirakaramwonggt al., 1998).

Ribosoomi lagunemist on valja pakutud kui peamadtur surma pohjustavat kahjustust
kuumasoki korral (Teixeiraet al., 1997). Seeparast voib arvata, et RMF-i omadus

ribosoome stabiliseerida annab kaitset ka sellisess vastu. Ribosoomide stabiilsust
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kuumasoki tingimustes on uuritud, jalgides nii sbomide konformatsiooni muutust kui
rRNA lagunemist. Ribosoomide stabiilsus ei ering, kad on parit: 1) metsik-tiupi tive
eksponentsiaalse faasi rakkudest; 2) metsik-tiiiy@ statsionaarse faasi rakkudest voi; 3)
rmf-defektse tiive eksponentsiaalse faasi rakkudest Wef-defektse tlive statsionaarse
faasi ribosoomid on markimisvaarselt vahem stadiils Seega on just inaktiivsed
ribosoomid eriti haavatavad kuumasoki poolt, kitkiadest puudub RMF. Samas pole
leidnud kinnitust, et dimerisatsioger se annab kaitse kuumasoki vastu. Pigem vastupidi:
100S ribosoomid lagunevad kuumasoki korral kiiré€5 ribosoomideks enne kui 70S
ribosoomide lagunemine saab detekteeritavaks. Samaheldatud ka happestressi korral.
lImselt annavad ribosoomile stabiilsuse hoopis RMBeondumisega kaasnevad
konformatsioonilised muutused. Kuumutamisega kasdnelO0S lagunemisel 70S
ribosoomideks jadb RMF 70S ribosoomidega seotudsip s70S ribosoomi robustsem
konformatsioon, mis annab parema vastupidavusakfilistele-keemilistele teguritele ja
parema ellujddvuse vorreldesf-defektse tivega (Niven, 2004).

Moningat kinnitust RMF-i stressiga kohanemise @diast rollist annab tahelepanek, et
RMF-defektsel tivel on suurenenud tundlikkus hiperaotsele Sokile (Garay-Arroye
al., 2000) ning'mf-i ekspressioon on suurenenud ka eksponentsiaatseifaasi rakkudes,
kui neid hoida toitainete puuduses (Izuésal., 2001; Yamagishet al., 1993).

100S ribosoomid moodustuvad statsionaarses faasisejl puudub translatsiooniline
aktiivsus (Wadaet al., 1995). Kui statsionaarse faasi rakud viia Ulekalk sdotmele,
vabaneb RMF 100S ribosoomidest ja 100S ribosoomiskotsieeruvad taas 70S
ribosoomideks. See protsess on vaga kiire ja jéialde 1-2 minuti méodudes. Parast seda
alustavad rakud 6 minuti jooksul taas valgusintgesiakkavad paljunema (Aisa al.,
2005; Wada, 1998). Seega toimub 70S ribosoomidetrmoe 100S ribosoomideks ja
tagasi 70S ribosoomideks vastusena kasvufaasi steléu Eksponentsiaalses faasis
l&bivad ribosoomid pidevat valgusitnteesi tsuklitjilles vahelduvad initsiatsiooni,
elongatsiooni ja terminatsiooni etapid. Statsiosesr faasis konverteeritakse parast
terminatsiooni paljud ribosoomid 100S ribosoomidel30S moodustumist kutsutakse ka
soikumise ehk hibernatsiooni etapiks (Yoshatal., 2004).
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1.2.1.2. Seondumine ribosoomiga

Elektronmikroskoobis on naha, et 100S ribosoom kebskahest 70S ribosoomist, millede
30S subuhikud on Uksteisega vastamisi (Wada, 199&), biokeemiline analliis naitab, et
RMF on seondunud 100S ribosoomis iga 50S subuUhikigalaet al., 1990). Sellest voib

jareldada, et kaks RMF-i otseselt ei seo kahte iiB&oomi, vaid RMF-i seondumine
indutseerib konformatsioonilise muutuse 30S suhifikmis pdhjustab 70S ribosoomide

dimeriseerumise.

RMF-i ribosoomi seondumise koht arvatakse olevatigéul-transferaasses (PT) tsentris
vOi selle laheduses (Yoshidt al., 2002; Yoshideet al., 2004), kus ta katab ka varskelt
suinteesitava peptiidi ribosoomist valjumise tunnailiause (Yoshidaet al., 2004).
Kristalliseeritud ribosoomide rontgenuuringud négtd, et PT-tsentris pole Uhtegi valku.
Kdige lahemal asuvad polupeptiidid on ribosoomi kude (L2, L3, L4, L10e)
mitteglobulaarsed pikendused, ent tUkski nende kiéigaaatomitest ei ole peptiidsideme
moodustumise kohale lahemal kui 18 A (Nissral., 2000). Seeparast seondub RMF
iimselt otse 23S rRNA-le (Yoshida al., 2004).

Mitmed antibiootikumid inhibeerivad valgustinteeiii@sust, ja teevad seda seondudes PT
tsentri lAhedusse (Schlunzest al., 2001). Tuntuimad neist on klooramfenikool ja
erutromutsiin. Klooramfenikool ja eritromutsiin seloivad valdavalt hidrofoobsetesse
I6hedesse, mis asuvad siis vastavalt PT-tsentpgpidtunneli sissepadsu ees (Hangen
al., 2003). Eratromuitsiini (M-323,13) ja klooramfenikooli (M733,94) molekulmassid on
vaiksemad kui RMF-il (M=6507). Oletatakse, et RMF assotsieerub ribosognkgties
nende kahe antibiootikumi seondumiskohad (Yoshki@h, 2004).

Keemiline sondeerimine néitas aarmiselt tahelepadnset asjaolu: RMF-i seondumine
kaitseb E. coli 23S rRNA alust A2451 (Yoshidet al., 2004), mida peetakse otseselt
vastutavaks peptididl-transferaasse aktiivsuse @éssenet al., 2000). Samas naitas

keemiline sondeerimine, et RMF-i seondumiskoht u@tuda ka P-kohaga vai siis nii P-

kui A-kohaga. Igal juhul seletab valgusinteesikgamluliste kohtade sidumine ja/voi
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nende konformatsiooni muutmine 100S ribosoomidenstedsioonilise inaktiivsuse
(Yoshidaet al., 2004).

Ullatav ja elegantne on viis, kuidas rakk ise tdodaalku, mis toimib sarnaselt
antibiootikumidega ning suudab seonduda ja vabanedtusena keskkonnatingimustele
(Yoshidaet al., 2004).

1.2.2. YfiA

Ribosoomi  pinnavalke triitiumiga pommitades, erdel ning lahutades
kahedimensionaalsel elektroforeesil leiti geeligk Y (spot Y) (Agafonovet al., 1997).
Vastavat valku kodeerib geefiia (342 bp), mis asuk. coli kromosoomis rrnG operoni
16S rRNA geeni jgphe operoni vahelisel alal (58.96 minutit) (Agafonev al., 1999).
Puhastatud valk Y (113 ah), luhidalt pjrétein Y), molekulmassiga 12.7 kDa, seondub
30S subuhikuga ja stabiliseerib suure ja vaikebgilsiliu assotsieerumist 70S ribosoomiks
(Agafonov et al., 1999). Ta on ainus ribosoomiga seotud valk, ré&bj subuhikute

litekohta ja varjestub 70S ribosoomi formeerumigedafonovet al., 1997).

YfiA ekspressiooni ja ribosoomidega seondumist tederib raku sattumine
stressikeskkonda. Normaalsetes fusioloogilistegimnstes kasvatatud rakkudest eraldatud
ribosoomid sisaldavad vaga vahe, kui Uldse, valkuS¥evastu ribosoomfraktsioon, mis
saadakse statsionaarsesse faasi joudnud voi kikmsganud rakkudest, sisaldab valku Y
ribosoomi suhtes 1:10 kuni 1:3, sOltuvalt katsetmgstest. YfiA on detekteeritav kohe
esimese tunni jooksul pérast temperatuuri langetan®luline on, et 37°C juures
statsionaarsesse faasi joudnud rakkude ribosootsioak sisaldab sama hulga valku Y,
kui kilmasoki saanud rakkudes. Kasvu jatkudes kadkribosoomist (Agafonowt al.,
2001).

Valk Y inhibeerib tugevasti rakuvaba valgusinteesi5-80% ulatuses, kui valku Y on
lisatud ribosoomidega ekvimolaarses koguses (Agafoet al., 2001), takistades
aminoatstul-tRNA seondumist ribosoomi A kohta (Axedv et al., 2001; Wilson &
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Nierhaus, 2004). Valku Y tahistatakse seetottuakiluses sageli ka RaiAilfosoomiga
assotsieerunudnhibiitor A) ja tema avatud lugemisraami siis vastaraiA. Valk Y
toimemehhanism A koha blokeerimise vahendusel askd@las oletusega, et ribosoomi A
kohal on oluline osa bakterite kilma- ja kuumaSekstuses (VanBogelen & Neidhardt,
1990).

Samal ajal tetratsukliin, spetsiifiline A koha ibhior, ei konkureeri valguga Y ribosoomi
seondumise parast, sellest lahtuvalt ei ole nersmmndumiskohad A kohas kattuvad
(Agafonovet al., 2001).

Hiljuti on nii kristallstruktuuri uurides kui biolemilisi meetodeid kasutades kinnitust
leidnud, et YfiA seondumiskoht ribosoomis kattulkdhaga (Joonis 3). Uute andmete
valguses naib tRNA A-kohta seondumise inhibeerimohevat kaudne efekt ning YfiA
pohiliseks llesandeks takistada valgusinteesiatsieoni. Seda kinnitavad faktid: 1) YfiA
blokeerib mMRNA ja fMet-tRNA®" seondumist P-kohta; 2) YfiA stabiliseerib 70S
ribosoomi ja blokeerib valgusinteesi I6petanud #f®soomide IF1- ja IF3-sOltuvat
dissotsatsiooni - takistab sellega neid alustamasttranslatsiooni (Vila-Sanjurjet al.,
2004).

Kilmasoki puhul on olukorda pdhjalikumalt uuritugtressivalkude eneste stintees toimub
iimselt tanu spetsiifilistele mMRNAis-elementidele jatrans-toimelistele valkudele, mis
tuhistavad YfiA moju (Vila-Sanjurjoet al., 2004). Sellistecis-elementide olemasolu
kinnitab kilmaSoki valkude mRNA translatsiooni dfeisuse séltuvus 5 UTR regioonist.
Samuti teatakse, et IF3 ja Cspéold shock protein) ergutavad kilmasoki valkude mRNA
eelistatud translatsiooni just nimelt madalatel gematuuridel (Gualerzet al., 2003).
Veelgi enam, kiulmaSoki saanud rakkudest eraldatumsoomid sailitavad mddduka ent
reprodutseeritava eelistuse transleerida kulmagdkude mRNA-d (Gualerat al., 2003),
mis nditab, et see on ribsoomiga seotud omadugyagvddendaoliselt just ribosoomidega

assotsieerunud YfiA moju tottu.
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Joonis 3.YfiA seondumise koht kattub ribosoomis A- ja P-takeondunud tRNA omagdalgu Y (punane)
asetus ribosoomis A- (roheline), P- (sinine) jadbda (oranz) seondunud tRNA suhtes. 70S riboso0%ij8
50S subihikud on osutatud (Wilson & Nierhaus, 2004)

Blokeerides ldist valguslnteesi, vélja arvatud m@goki valgud, suunatakse raku
translatsiooniaparaat siinteesima madala tempeigduadapteerumiseks vajalikke valke.
Parast kohanemist jatkub valgusiintees, nagu ka kalsw, palju madalamal kiirusel
(Gualerzi et al., 2003). Kdigi kolme IF suurenenud siuntees kiulmadolgimustes
(Gualerziet al., 2003) voib parast esmast kohanemise etappi stamudfiA torjumist
osadest inaktiivsetest 70S ribosoomidest (Vila-Ggmgt al., 2004).

Lisaks tranlatsiooni inhibeerimisele korraldab  YfiA valgusiinteesi  Umber
stressitingimusteks, suurendades oluliselt trasiskami tapsust. Nii kdlmasoki kui
aminohapete nalja korral statsionaarses faasiseseabrvalelugemine, mis teeb YfiA-st
olulise faktori nende tingimustega kohanemisel fagav & Spirin, 2004).

Homoloogsete geenide esinemine mitmetes teisteteidakides (Agafonovet al., 1999)

annab kindlust arvata, et YfiA on oluline valk j&ds peamiselt stressitingimustes
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ellujgamiseks (Agafonoet al., 2001). Seda enam, et naiteks tsianobaky@achococcus
PCC 7002 Yfia-le homoloogset valku LtrA-d ekspresgakse ainult pimedas (Tat al.,
1994).

1.2.3. YhbH

Hiljuti on E. coli-stleitud statsionaarse faasi ribosoomidega seotud¥YiabH (285 bp, 95
ah), mis omab sarnast aminohappelist jarjestush-Mi Ainult et YfiA-l1 on karboksudl-
otsas 18 aminohappeline pikendus, millel on happdlomadused. 91-st YfiA amino-otsa
aminohappest on 40% identsed YhbH vastava piirkgafislakiet al., 2000).

Statsionaarses faasis toimub statsionaarse fagtsiiipgse ribosoomi moduleerimise fakori
(RMF) osalusel aktiivsete 70S ribosoomide ulemimesktiivseteks 100S dimeerideks
(Wadaet al., 1990). Kuigi valkudel YfiA ja YhbH on sarnane armohappeline jarjestus,
seonduvad nad ribosoomidele erinevalt. YfiA esipaamiselt 70S fraktsioonis, YhbH
Uksnes 100S fraktsioonis. Rohkem kui pooled kolnéeva vanuse kultuuri 100S
ribosoomid sisaldasid YhbH, mis tdhendab, et sdle @ 100S ribosoomide mazoorne
komponent keskmises statsionaarses faasis. Kurewadbu jarjestused on vaga sarnased,
on maistlik oletada, et YhbH seondumise koht rilmmss on sama mis YfiA-I. See sobib
ka tahelepanekuga, et summaarne koopiaarv riboskohta ei Uletanud Uhte, isegi kui
rakke kasvatati kolm paeva (Joonis 5) (Metkal., 2000).

Hiljaaegu on ilmunud t66, mis lubab oletada, etAYfa YhbH tdepoolest konkureerivad
ribosoomi seondumise parast (Ueth al., 2005). Veelgi enam, et YfiA ja YhbH
reguleerivad ribosoomide dimerisatsiooni protseSsdmed néaitavad, et RMF moodustab
vaid 90S ribosoome, mis on naha YfiA ja YhbH topeltandi puhul. Oletatavasti
moodustub 100S ribosoom alles YhbH seondumisel rffi$soomiga. Seetdttu on YhbH
uueks nimeks pakutud HPHilfernation promoting factor) (Uetaet al., 2005). Seejuures
YfiA seondub 70S ribosoomiga, arvatavasti stalbglifeseda aga voib arvata, et takistab ka
90S ribosoomide moodustumist (Uetaal., 2005).

21



A (70S)
0.8

0.6

0.4

3 ---

0.8 mv

3h 10h 1p

3p
FI- YfiA ~@= YhbH

Joonis 5.YfiA ja YhbH koopiaarvu muutused statsionaarse ifF&S (A) ja 100S (B) ribosoomides. 100S
ribosoome ei nahtud rakkudes 3h méddudes ja koopiadgidrtuseks YfiA-le ja YhbH-le anti neis rakkgde
null (Maki et al., 2000).

Kuna RMF inaktiveerib ribosoomid, kattes peptidtrainferaasse tsentri (Yoshi@g al.,
2002; Yoshidat al., 2004), ja YfiA seondub 30S subihiku P- ja A-kofMda-Sanjurjoet
al., 2004), peavad RMF-i ja YfiA seondumiskohad aswkiilh erinevates sublhikutes ent
usna lahestikku. Huvitaval kombel aga, kuigi YfiA jyhbH jagavad suurt jarjestuste
homoloogiat ja seetottu ilmselt ka seondumiskobtsoomis, mdjuvad nad ribosoomide
dimerisatsioonile erinevalt. Lihtsa hiUpoteesina ®®lja pakutud, et YfiA 18
aminohappeline pikendus vdiks takistada RMF-il Tl@®soomiga seondumist (Uethal .,
2005). YhbH-I selline 18 aminohappeline saba agadpb ja tema seondumine voiks
stabiliseerida RMF-i seondumist 50S subuhikuga.
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1.3. tmRNA

1.3.1. tmRNA ja trans-translatsioon

Kui valja arvata mitmesugused rollid valgustintee§thRNA, tRNA, ribosoomi
komponendid) ja Uksikud markimisvaarsed erandid, \wadeldi RNA-d pikka aega kui
uliolulist, ent vaikese funktsionaalse repertuaangplekuli. Viimaste aastate jooksul on nii
prokartootsete kui eukartiootsete organismide usehtuvastatud hulk vaikeseid RNA-
sid, mis usna erineval ja tihtilugu Ullataval m@glnavad oma panuse raku homeostaasi
sailitamisse. Uks kbige ebatavalisemaid vaikes@id\Rid on tmRNA (transfer-messenger
RNA), tuntud ka kui 10Sa RNA ja SsrA. tmRNA on damdne, kuna omab nii tRNA kui
MRNA aktiivsuseid (Withey & Friedman, 2003).

tmRNA-I on kaks funktsionaalset domeeni: tRNfRaktseptor dlaga sarnanev piirkond 3'-
terminaalse CCA-ga, mis aminoatsileeritakse al@ain(Komine et al., 1994); ja
transleeritav sisemine avatud lugemisraam, Bisoli-s kodeerib kdrgelt konserveerunud
ANDENYALAA jarjestust (Withey & Friedman, 2003). fRNA viib labi protsessi, mida
nimetataksérans-translatsiooniks.

Trans-translatsiooni mudeli saab jagada neljaks etapisvalku sinteesiv ribosoom
seiskub, alanail-tmRNA siseneb ribosoomi tiihja AtlRokompleksis EF-Tu ja guanosiin
trifosfaadiga (GTP) (Rudinger-Thirioet al., 1999); 2) tmRNA alaniin lisatakse kasvava
peptiidi ahelasse ja toimub tmRNA translokatsiodmosoomi A-kohast P-kohta; 3) algne
MRNA vabaneb ribosoomist ja valgusintees jatkub NiRisese kiimmet aminohapet
kodeeriva lugemisraami pealt kuni selle lugemisriast@ppkoodonini; 4) lisatud jarjestus

suunab valgu lagundamisele (Withey & Friedman, 2003

tmRNA poolt mérgitud valke degradeerib peamisdlitdslasmaatiline proteaas ClpXP,
kuigi oma osa mangivad ka tsttoplasmaatiline peste&IpAP, membraaniseoseline
proteaas FtsH, ja periplasmaatline proteaas Tsgh@#/i& Friedman, 2003). CIpXP poolt
l&bi viidavat lagundamist parendab ribosoomiga daand valk SspB (Levchenks al.,
2000).

23



Interaktsiooniks 70S ribosoomiga peab tmRNA olemetud alaniiniga (Tadakdt al.,
1996), ning esimene vajalik faktor tmRNA toimimiseén seega alaniil-tRNA stlintetaas.
Analoogselt tRNA-ga on vaja EF-Tu ja GTP osalusidiRger-Thirionet al., 1999).

Kasutades uuringutes faagi P22, identifitseeritipBnkui oluline trans-translatsiooni
faktor. See 160 aminohappe pikkune aluseline valbindub tugevasti ja spetsiifiliselt
tmRNA-ga ja on vajalik tmRNA assotsieerumisel ribosiiga (Karzai & Sauer, 2001).
SmpB seondub tmRNA tRNA sarnase piirkonna D- ja-6taga (Gutmanset al., 2003).
Kuna SmpB on vdimeline iseseisvalt assotsieerunfa rffiosoomiga, on tekkinud uus
teooriatrans-translatsiooni initsiatsioonist: SmpB tunneb amNA-I peatunud ribosoomi,
kaasab tmRNA ja algatdabans-translatsiooni (Hallieet al., 2004).

Ribosoomi valk S1 osaleb tmRNA konformatsiooni nmuisel nii, et lugemisraami
sisaldav Uheahelaline piirkond koos lahedaste gkldeserdub rohkem lahti ja muutub
seega ribosoomile paremini kattesaadavaks (\&llal., 2003). S1 vajalikkus pole aga
kindel, v@hemasti on andmeid, et see pole kriili&htsusega funktsioon (McGinness &
Sauer, 2004).

Rnaas R funktsiooniks pakuti algs#lans-translatsiooni pohjustanud mRNA lagundamist
(Karzai & Sauer, 2001), ent nukleaasi defektseedi® nahtud mingit efekti tmRNA-
sOltuvale mRNA degradatsioonile (Yamamatoal., 2003). Hiljaaegu on aga Rnaas R-i
funktsioon ilma stop-koodonita mRNA-de lagundamisals kinnitust leidnud (Richards

al., 2006). Tulemuste lahknevusele hetkel selgitustesi

Valkudele YfbG ja PrsA polérans-translatsioonis funktsiooni leitud, kuigi nad tuéel
kaasa tmRNA ja SmpB valjapuhastamisel (Karzai &5a2001).

1.3.2. trans-translatsiooni tldisem roll ja bioloog iline tdhendus

trans-translatsiooni mudel, nagu algselt pakutud, héleaslt ribosoome, mis on peatunud
transleeritava mRNA 3’ otsas, millel puudub stoppdon. Sellised mRNA-d on
arvatavasti tekkinud kahjustuste, ribonukleaasidguhdamise vOi transkriptsiooni
enneaegse termineerumise tottu. Hilisemad toocvedd etrans-translatsioon leiab vahel
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aset ka siis, kui ribosoomid transleerivad vigastsanmRNA-d -trans-translatsioon voib
toimuda, kui ribosoomid peatuvad kas avatud lugeraimi siseselt vbi valgusinteesi

terminatsiooni koodonil (Withey & Friedman, 2003).

Lugemisraami siseselt pdhjustab ribosoomi peaturastava tRNA puudumine, mis on

eriti tdendoline haruldaste koodonite puhul (Ro&Heauer, 1999).

Stoppkoodonist johtutrans-translatsioon leiab aset kui: 1) vahetult enn@sitoodonit on
harvaesinevad koodonid; 2) stinteesitava valgu &sais proliini jaak (Hayest al., 2002),

mis muudab ilmselt karboksudl-otsa struktuuri (With & Friedman, 2003); 3)
stoppkoodon on ndrk (UAA) (Hayesal., 2002).

Lisaks &rgitab stoppkoodonil toimuvatans-translatsiooni LESG jarjestus slnteesitava
peptiidi karboksutl-otsas (Sunohatal., 2002). LESG jarjestuse puhul pole vahet, milline
stoppkoodon talle jargneb, mistdttu oletataksesedte konkreetse jarjestuse poolt esile
kutsutudtrans-translatsiooni mehanism erineb teistest stoppkoig@doseotud juhtumitest
(Withey & Friedman, 2003).

Kdigil eelpool loetletud juhtudel otrans-translatsiooni algatajaks ribosoomi peatumine.
Kuidas tapselt tmRNA tunneb &ra mRNA-|I peatunudsdomi, jAdb suuresti lahtiseks.
Moned edusammud selles osas on siiski tehtud. siageam koguneb tbendeid, et
ribosoomi peatumisele jargnebtjans-translatsioonile eelneb mRNA I6ikamine ribosoomi
A-kohas (Hayes & Sauer, 2003). Nukleaasi, mis sddikamist labi viib, pole

identifitseeritud. Uheks vGimalikuks mRNA IGikajaka pakutud ka ribosoomi ennast.

Esialgne trans-translatsiooni mudel pakkus valja, et tmRNA-valend peptiidide
markimise peamiseks pOhjuseks on kdrvaldada mgtddd valgud, suunates nad
proteolidsi. Hillem on seda mudelit tle vaadatedyd veidi teistsugusele arusaamisele.
Arvukad katsed viitavad, @tans-translatsiooni pohiliseks bioloogiliseks rolliken @igem
peatunud ribosoomide eemaldamine mMRNA-It, kaasaatvagastamata mRNA-It, tdstes
sellega valgusunteesi tbhusust. VOimetus eemaldaekunud ribosoome MRNA-It
takistaks nii selle mRNA edasist transleerimist kéinendaks peatunud ribosoomide arvelt

25



aktiivsete ribosoomide hulka. Need efektid pohjkstimiteerivate mRNA-de ebapiisavat
transleerimist, mis viib [6puks kasvudefektini (Waly & Friedman, 2003).

Hiljuti ilmunud faktid tdstatavad Ules veel Uhe lda aspekti trans-translatsiooni
positsioonist raku flisioloogias, naidates tmRNAtgékt tRNA-de vabastajana peptiduil-
ruhmast (Singh & Varshney, 2004). Selle kinnituseksfakt, et tmRNA Uleekspressioon
supresseerib jssrA deletsioon siivenddh coli pth® fenotiiiipi.

1.3.3. tmRNA roll raku fiisioloogias
1.3.3.1. Aminohapete biostinteesi regulatsioon

tmRNA-I arvatakse olevat roll ka rakkude ainevaketuregulatsioonis labi toksiin-
antitoksiin paari RelE-RelB, mis aitavad bakteiildsti adapteeruda toitainete puudusega
(Pederseret al., 2003). RelE ja RelB asuva@ BE lookuses, mis on levinud nii eu- kui
arhebakterites (Gerdes, 2000).

Toksiin RelE peatab valgusinteesi, I6igates mRN#bdsoomi A-kohas (Christensen &
Gerdes, 2003; Pedersenal., 2003) koodoni teise ja kolmanda aluspaari vaBegjuures
on taheldatud koérget koodonspetsiifilisust. Tokdimneb ara ja l6ikab kdige paremini
stoppkoodonit UAG, veidi kehvemini UAA-d ja eritialvasti UGA-d. Kodeerivatest
koodonitest on kdige paremini ara tuntavad UCGA&GPedersest al., 2003).

Normaalsetes fusioloogilistes tingimustes mooduftelB tugeva kompleksi RelE-ga ja
neutraliseerib sellega toksiini (Galvagtial., 2001). Lisaks on RelB autorepresseiBE
lookusele. Veelgi enam, nii vaba RelB kui RelBE kbeks suruvad alla transkriptsiooni
relBE operonilt, seejuures kompleks on isegi tbhusamessar kui vaba RelB (Christensen
et al., 2001) Aminohapete nalja korral aktiveerub RelE Lon paatEde kaudsel mojul.
Lon proteaasid lagundavad antitoksiini, rakus tbugaba toksiini RelE hulk, mis viib

translatsiooni taseme languseni (Christensen & €&gr2004).

RelE I16ikab mRNA-d ribsoomi A-kohas, mis viitab Ieé, et esineb mingi seos toksiini ja
tmRNA funktsiooni vahel (Pedersehal., 2003). Samuti ossrA-defektne tivi dlitundlik
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RelE-le (Christensen & Gerdes, 2003). Aminohapéil@rtingimustes saab eriti oluliseks
aminohapete biosiinteesi ensiumide kiire tootminkeka on jallegi vaja aminohappeid.
Ainsaks aminohapete allikaks on sellistes tingiresistaid rakus olemasolevate valkude
aeglane lagundamine. tmRNA v0ib seda protsessit@&dssRelE-ga kiirendada. RelE
|6ikab spetsiifiliselt MRNA-d, tmRNA vabastab rilmmnid ja suunab valgud kiirendatud
lagundamisele, millest vabanevad aminohapped l&hlessutusse, stiinteesimaks muutunud
olukorras vajalikke enstitime. Selle mudeli pooltdéh ka fakt, et RelE-le tundlikud UAG
stoppkoodonid on vaga alaesindatud aminohapetelrtiessi ensiime kodeerivatel
MRNA-del. See tunnus vdib olla selekteerunud, etendada nende valkude siinteesi RelE
olemasolu korral rakus (Pederstral., 2003).

1.3.3.2. Suhkrute metabolismi regulatsioon

Naide sellest, kuidagans-translatsioon voib olla oluline geeniekspressitmniuleblac
operonist, mis vastutab laktoosi kasutamise e@sy, mille ekspressiook coli-s on s6ltuv
tmRNA aktiivsusest (Aboet al., 2000). Selle operoni repressorvalk Lacl seondub
operaatoritega nii, et katab iseenkd®l geeni 3’ otsa, mis viiblacl transkriptsiooni
enneaegse terminatsioonini. Selle tagajarjel telkikarbitud mRNA-d, millel puudub stop
koodon, on tuupilisedrans-translatsiooni sihtmargid. Kui rakkudes puudub AR
aktiivsus, siis vigased mRNA-d transleeritakse jamodustunud karbitud valgud on
vOimelised seonduméac operaatoraladega. Operaatorite kdrgem okupeep@igustab
markimisvaarse viivituséac operoni induktsioonil. Lisaks on osadel puuduvebk&suil-

otsaga Lacl valkudel tekkinud tundetus induktofakolaktoosile).

Lisaks lac operonile on nahtud vihjeid tmRNA v@imalikest dess$ teistegi suhkrute
metabolismigaEscherichia coli GalE (UDP-galaktoos 4-epimeraas) on kodeeritud esm
geeni poolt neljast tihedalt koos paiknevast geagataktoosi operonis. RbsK (ribokinaas)
on osa riboosi operonist, milldsK on temast allavoolu asuvasisR-ist kolme aluspaari
kaugusel. Nii GalE kui RbsK puhul on mérgatud nekdeget mérkimist tmRNA poolt,

mille flusiline pdhjus naib olevat ribosoomi peatnenjargnevalt geenilt translatsiooni
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alustava ribosoomi aeglase liikumise tottu (Roch&a&uer, 2001). Voib-olla on nendegi
geenide puhul tmRNA seotud suhkrute metabolismileggiooniga.

1.3.3.3. Kohanemine stressitingimustega

Lisaks aminohapete nalja korral RelEB ja tmRNahendusel toimuvale translatsiooni
peatamisele ja aminohapete vabastamisele valkuden¢tatud lagundamise teel (vt pt
1.3.3.1), kasvavadsrA-defektsedEscherichia coli ja Bacillus subtilis stressitingimustes
aeglasemalt (Kominet al., 1994; Mutoet al., 2000). Mdlemas bakteriliigis aitab tmRNA
kohaneda raskete keskkonnatingimustega, nii flulisika(kGrgenenud temperatuur) Kkui
keemilistega (sUsinikuallika puudus, kdrgendatudtaneoli vdi kaadmium Kloriidi
kontsentratsioon)E. coli ssrA deletsiooniga tiived ilmutavad muutunud liikuvustrdel
temperatuuril (Komineet al., 1994). Samuti ei suuda. coli rakud, mis ei ekspresseeri
funktsionaalset tmRNA-d, toetada teatud hibriidseadje LimmP22).

Neisseria gonorrhoeae jaoks on funktsionaalse tmRNA olemasolu eluks vajaN.
gonorrhoeoe erineb E. coli-st &armiselt kitsa ©Okoloogilise nisi ja suhtelisghikese
genoomi poolestN. gonorrhoeoe-l on neli ribosomaalse RNA operorit, coli-l seevastu
seitse. VOib-olla just seetdttu dv gonorrhoeae tundlikum vabade ribosoomide hulgale
(Huanget al., 2000).

Katsed termoindutseeritava faagiga Mu, mis vajaBNA-d induktsiooniks, naitavad et
Mu kasutabtrans-translatsiooni kui geeniekspressiooni regulaat@anquetet al., 2001)

Sarnaselt lac operoniga, podhjustab tmRNA aktiivsuse puuduminerbikdd Mu

repressormolekulide kogunemist rakku, mis viib faagperaatorite korgendatud
okupeerimiseni. Samuti voib l[them Mu repressor a@diles kuumusele vastupidavat
iseloomu isegi indutseerivates tingimustes. Erittekacl-st moodustuvad lihikesed Mu
repressori  molekulid mitte transkriptsiooni vaid arislatsiooni enneaegsest
termineerumisest ja normaalne Mu inuktsioon taagstkbi bakteris ekspresseerida
muudetud tmRNA-d, mis vabastab ribosoomid, kuidwina valku degradatsiooni. limselt
saavad ribosoomide vabastamise tottu Ulejganudadrnid poliisoomi koostises jatkata ja

I6pule viia funktsionaalse repressori siinteesi.
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Lisaks eelnevale on viiteid, efrans-translatsioon voiks mangida rolli ka bakterite
patogeensuses, kuna nait&amonella enterica serovar TyphimuriumssrA-defektne tvi
naitab Ules vahenenud virulentsust. Samuti ei thatltsionaalse tmRNA-t&. enterica

serovar Typhimuriumi tivi faagi P22 kasvu (Judial., 2000).
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2. TOO EESMARK

Praktilise t66 laiemaks eesmargiks on uurida badéset valgusiinteesi stressitingimustes,
lUlitades valja olulisemad translatsiooni moduleese eest vastutavad geelistherichia

coli K-12 paritolu tives BW25113. Jargnevalt kirjeldadaadud tlvede fenotllpe,

rakendades neile erinevaid stressitingimusi, misidks jduda paremale ettekujutusele

stressigeenide produktide funktsioonidestst nirltjdest ning vBimalikest omavahelistest

seostest.

Seejuures modnede geenide nullmutantide kohta lerndusest Uhte voi teist liiki stressi
katseid, mis enamasti on aga sooritatud Usna exim®toodikaga. Seepérast otsustati votta
aluseks juba olemasolev informatsioon ja tehtudddttootada valja Gihtne metoodika ning

sooritada ulatuslikum stressikatsete seeria, kdeatsarnase geneetilise taustaga tiivesid.

Valja lulitada 6nnestuselA, rmf, yfiA, yhbH, relEB (topeltmutant, the-etapiliselt valja
lUlitatud nii toksiini kui antitoksiini geen) geahikingitusena professor Brice Feldenilt
Rennesi’i Ulikoolist oli olemas kalssrA tiivi. Kuna esialgsete stressikatsetega saadud
tulemused andsid kéige huvitavama fenotli@h tiive puhul, keskenduti edaspidi selle

fenotlubi uurimisele.

Kaesoleva t66 kitsamaks eesmargiks oli uurida,mdéral aitab RelA olemasokt coli-|
vastu pidada pikemaajalisele viibimisele statsioses faasis, kas ja kuidas see mdojutab

bakteri toibumist ja kasvu jatkamist, kui keskkotimgimused taas paranevad.

30



3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1. S66tmed, kemikaalid

Baktereid kasvatati SOB, SOC, Lurian-Bertani (LB)M9 (susinikuallikaks 0,4% gliikoos
vOi 0,2% glutserool) s66tmes vdi LB agaroosi pldelti(Sambrook and Russel, 2001).
Vajadusel lisati minimaals66tmele M9 aminohappaitijnohappe I6ppkontsentratsioonini
100 pg/ml. Transformant selektsioonil kasutati ampitisill (100ug/ml) ja kanamutsiini
(25ug/ml) Induktsiooniks kasutati L-arabinoosi kontsatgioonil 1mM. PCR-i testidel
kasutatidTaq polimeraasi (Fermentas). Kloneerimiseks ja muteggiks kasutaflaq ja

Pfu (Fermentas) 10:1 segu.

3.2. Tuved, plasmiidid

Metsik-tlpi tivena kasutak. coli tive BW25113 (la€lrrnBTr14 DlacZysie hsd R514
DaraBADAH33 DrhaBADRp7s). tmMRNA suhtes mutantse tlvena kasutati tivasrA
(Luidaleppet al., 2005),mis on valmistatud BW25113 tlvest, kasutades Ké&ilDatsenko
ja Barry L. Wanner protokolli (Datsenko & WannefQ(B). Mdlemad tived on saadud
lahke kingitusena professor Brice Feldenilt (Lalbmira de Biochimie Pharmaceutique,

Faculte de Pharmacie, Universite de Rennes).

Mutantne tuviArelA on valmistatud metsik-tutpi tivest kasutades Kkil Datsenko ja
Barry L. Wanner protokolli (Datsenko & Wanner, 2D0OMutantsed tivedrel BE, Arnf,
AYfiA, AyhbH on valmistatud metsik-tlupi tivest kasutades KkilDatsenko ja Barry L.

Wanner protokolli (Datsenko & Wanner, 2000) modiftkiooni. Ara on jaetud restriktaas
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Dpnl-ga |dikamine, elektroporatsioonil kasutati @/2 elektroporatsiooni kiivetti ning 40
ul ettevamistatud rakke. Kasutatud praimerid on tmbd@abelis 1.

Kdikidel tivedelt eemaldati lugemisraam, nii ekaljai ainult stop-koodomrel BE tivelt
eemaldati Uksteisele vahetult jargnevate geergti® ja relE lugemisraamid samaaegselt,

nii, et alles jarelE lugemisraami stop-koodon.

3.3. Aparatuur

Bakterikultuuri tihedust méddeti spektrofotomeedridhermo Helio$ ja Tecan Sunrise).
Deletsiooniga tlivede valmistamisel kasutati elgddreerimiseks BIORAD-i elektroporaa-
torit Gene Pulser Xcell. 19 aminohappega minimadiee@ katsed viidi labi 96-
positsioonilisel mikrotiiterplaadil (DELTALAB S.L.)

3.4. Katsed
3.4.1. Kasv 37T ja 45T juures, kilma- ja kuumasok  k

Metsik-tpi ja deletsiooniga tiive tleddkultuunisdkuleeriti (1000-kordse lahjendusena)
20 ml LB-d; kasvatati 37°C juures seni, kuni opglitihedus (OD) jéudis 0,2-0,3-ni (siin ja
edaspidi on optilist tihedust mdddetud 600 nm jaur8eejarel lahjendati rakukultuure LB
so6otmes OD 0,01-ni. Saadud kultuure kasvatati kegyud0 ml. Kasvukatsete puhul
kasvatati rakukultuure 37°C vdi 47°C juures. Kidnja kuumasoki katsetes kasvatati
rakukultuure 37°C juures 2,5 tundi, viidi seejagfl-neks minutiks jaéle voi 15-neks
minutiks 47°C vesivanni, misjarel kasvatati edasi@ juures. Alates OD 0,01-st mdddeti
iga 30 minuti jarel rakukultuuride optilist tiheduskilma- ja kuumasoki puhul fikseeriti

OD vaartus ka vahetult parast Soki |6ppemist.

3.4.2. Kuumasurm

Metsik-tlilpi ja deletsiooniga tiive Uleddkultuurnisbkuleeriti (1000-kordse lahjendusena)

20 ml LB-d; kasvatati 37°C juures seni, kuni ODd&u0,2-0,3-ni (eksponentsiaalse faasi
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rakkude saamiseks) vOi 24h (statsionaarse faadudek saamiseks). Seejarel jagati
rakususpensioon 0,5 ml kaupa katsutitesse ja iritb&0°C juures. Ajahetkedel 0, 20,
40, 60, 80 ja 100 minutit jahutati/lahjendati raklilbure toatemperatuuril s66tmega ning
plaaditi LB plaadile. Jargmisel péeval loeti kol@od ja arvutati kolooniaid moodustavate
bakterite (CFU) arv the milliliitri bakterikultuukohta. Tulemused vormistati graafikuks,
jagades iga ajapunkti tulemuse katse stardihetkentitsega (mojutamata rakkude CFU/ml-

ga)

3.4.3. Oksuidatiivne stress

Metsik-tadpi ja deletsiooniga tiive tleddkultuunisdkuleeriti (1000-kordse lahjendusena)
20 ml LB-d; kasvatati 37°C juures seni, kuni ODd@&u0,2-0,3-ni (eksponentsiaalse faasi
rakkude saamiseks) vOi 24h (statsionaarse faakudasksaamiseks). Seejarel jagati raku-
suspensioon 450l kaupa katsutitesse, kuhu eelnevalt oli pipetedrBOpl vesinikperok-
siidi 0, 5, 10, 15, 20, 30, 50 mM I6ppkontsenti@dsii saamiseks. Jargnevalt inkubeeriti
rakke 37°C juures 10 minutit. Katse peatati 20laketsi lisamisega, katalaasil lasti toimi-
da 5 minutit. Seejarel lahjendati rakukususpensdoatemperatuuril sd6tmega ning plaa-
diti LB plaadile. Jargmisel paeval loeti koloonigal arvutati CFU-de arv dhe milliliitri
bakterikultuuri kohta. Tulemused vormistati graakk, jagades iga @, kontsentrat-
siooniga saadud tulemuse®}-ga mdjutamata rakukultuuri tulemusega.

3.4.4. Statsionaarne faas ja toibumine

Metsik-tdpi ja deletsiooniga kultuure kasvatatidBs s66tmes 37°C juures kuni optilise
tiheduseni OD- 0,8. Seejarel lahjendati kultuurid tiheduseni QD. Gaadud kultuure kas-
vatati koguses 20 ml 37° C juures kuni nad jdudsaisionaarsesse faasi. Statsionaarses
faasis lahjendati kultuure graafikutel viidatudhegtkedel varskesse séotmesse OD 0,1-ni ja
jalgiti nende toibumist ja kasvu. lgas ajapunkti@daeti bakterikultuuride tihedused ning
igast kultuurist tehti kaks kilvi LB plaadile. Pthtavad lahjendused LB vedels66tmes
kasvanud kultuurist tehti arvestusega, et Uheladila tuleks 50 ja teisele 250 kolooniat.
Seejuures eeldati, et bakterikultuur tihedusegalQisaldab 30° CFU-d tihes milliliitris.
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Jargmisel paeval loeti kolooniaid ning arvutati G&8& arv Ghe milliliitri bakterikultuuri
kohta.

3.4.5. Statsionaarsest faasist toibumine 19 aminoha  ppega

minimaalst6tmes

Metsik-tadpi ja deletsiooniga kultuure kasvatati 2@I-s minimaals6otmes M9
(susinikuallikaks 0,4% glukoos) 37°C juures kuntilge tiheduseni OD- 0,8. Seejarel
lahjendati kultuurid tiheduseni OD 0,1. Saadud wuié kasvatati koguses 20 ml 37° C
juures kuni nad joudsid statsionaarsesse faasikeRbkiti 15 tundi statsionaarses faasis,
misjarel neid pesti aminohapeteta s6dotmega (enar@@¥ glutserooli M9-s, aga igas
katses kahe katseparalleeli jaoks ka 0,4% glukigi@ss, vt alljargnevaid selgitusi). Pestud

rakukultuurid suspendeeriti pesemiseks kasutatdthsgs OD 0,2-ni.

Statsionaarsest faasist toibumine viidi labi 96Hsa®onilisel mikrotiiterplaadil. Iga
mikrotiiterplaadi positsiooni katsekoguseks kavdan@a pl (vottes arvesse kultuuri/ndu
soovituslikku suhet 1:5-1:10; mikrotiiterplaadi fis®oni ruumala on 40Qul). Uhte

positsiooni pipeteeriti:

10ul 19 erineva aminohappe segu (iga aminohape804l), kokku 20 segu;
30ul Y, vorra kangem M9 (glutserooliga);
40 ul rakususpensiooni tihedusega 0,2 OD uhikut.

Uhel plaadil testiti toibumine 20-s erinevas sé&@me@ metsik-tiitipi kurelA tiivel ja seda
tehti kahes korduses. Kahes korduses uuriti sarfeddp lisaks veel toibumist ilma

aminohapeteta 0,2% glutserooli sisaldavas M9-s4%@lUkoosi sisaldavas M9-s.

Mikrotiiterplaadile kandmise jarel mdddeti posiinde optiline tihedus (A600nm),
misjarel rakke inkubeeriti 37° C loksutis. Toibumigilgimiseks mdddeti positsioonide

optiline tihedus iga kahe tunni tagant.

3.4.6. Kasv 19 aminohappega minimaalsdotmes

Metsik-tidpi ja deletsiooniga kultuure kasvatati 2@I-s minimaals6otmes M9
(susinikuallikaks 0,4% glikoos) 37°C juures kuntilge tiheduseni OD- 0,8. Seejarel
lahjendati kultuurid tiheduseni OD 0,1. Saadud wuié kasvatati koguses 20 ml 37° C
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juures kuni OD~0,5. Seejarel rakke pesti ja toimgndega edaspidi samamoodi kui 19

aminohappega minimaals66tme toibumiskatses (vi.30k5).

Tabel 1. Deletsiooniga tliivede valmistamisel kasutatud peain

Praimerid geenide eemaldamiseks vajalike insedidplifitseerimiseks

geenid

praimerid

relA

RelAH1 CGATTTCGGCAGGTCTGGTCCCTAAAGGAGAGGACGGTGTAGGCTGGAGGICTTC
RelAH2 CAATCTACATTGTAGATACGAGCAAATTTCGGCCTAATTCCGGGGATCCGTGACC

relB
ja
reE

RelBHLTTGTAATGACATTTGTAATTACAAGAGGTGTAAGACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
RelEH2CTTCGGTGCGAAACAGAGATGTCATGCTTTGGTTCAATTCCGGGGATCCGIGACC

rmf

RmMfH1 CTTTTCCACCAGAAACCAGTATGAGGGAAACGAGGCGTGTAGGCTGGAGCECTTC
RmfH2 GCAATGCGGAGGTTTCTTTTTAAAGAGACAGAATCAATTCCGGGGATCCGTGACC

ViiA

YfiIAH1 GAATTCACCAAGACGGGAAGACAAGAGGTAAAATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
YfiIAH2 AAGGCGCGTTGGCGATACACTCAATATAAAGGACTAATTCCGGGGATCCGTGACC

yhbH

YhbHH1 AACAACTCGTTTGACCCAACCGATAAGGAAGACACTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
YhbHH2 AGACCGCCATGCACATGCTAATTGCCCGGACAATTAATTCCGGGGATCCGIGACC

Praimerid geenideletsiooniga tivede korrektsuser&biks

geenid

praimerid

relA

RelAk1 TCTGGTCCCTAAAGGAGAGGA
RelAk2 CCCTTTCCTCAAACCGCTAT

relB |RelBK1CTTCGTGACTTGCCCTAAGC

ja RelEK2GGTGCGAAACAGAGATGTCA

reE

rmf Rmfkl CCACCAGAAACCAGTATGAGG
Rmfk2 CAATGCGGAGGTTTCTTTTT

yiiA | YfIAK1 CCAAGACGGGAAGACAAGAG
YfiAk2 GCGTTGGCGATACACTCAAT

yhbH | YhbHk1 CCCAACCGATAAGGAAGACA

YhbHk2 GCCATGCACATGCTAATTG

35




4. TULEMUSED

Iseloomustamaks mitmesuguseid stressitingimustebosdomiga seonduvaid ja
translatsiooni moduleerivaid faktoreid, konstrugewastavaid faktoreid kodeerivate
geenide deletsiooniga tlved ja uuriti saadud tivedetilpe, rakendades neile erinevaid

stressitingimusi.

4.1. relA, ssrA, relEB, rmf, yfiA, yhbH geeniproduktid ndivad
olevat mitteolulised kiilma-, kuuma- ja okstdatiivse stressi korral

Kdigepealt sai iseloomustatud deletsiooniga tlvé&dsevukiirus rikkas Luria-Bertain'i
sootmes 37°C ja 45°C juures (joonis 6). Olulisineviusi metsik-tltipi ja deletsiooniga

tivede vahel ei esinenud. 37°C juuresssiA tiive kasvukiirus veidi vaiksem metsik-tlupi

37C 45C

oD

0 0 50 100 150 200 250 300
0 50 100 150 200 250 300 aeg (min)
aeg (min)
—&— metsik-tliip —o0— relA ssrA —e— relEB
—e— metsik-tlilip —o— relA ssrA —@— relEB —e— yhbH mf o— yfiA ®— yhbH

Joonis 6.Kasvukdverad 37°C ja 45°C juures. Katse alustarsisedikuleeriti (0,1%) Gledd kultuurist 20 ml
LB-d; kasvatati 37°C OD 0,2-0,3-ni ja lahjendati @D1-ni. Edasi kasvatati rakke (A) 37°C ja (B) @5°
juures. Vertikaalteljel on bakterikultuuri optilirisnedus ja horisontaalteljel aeg minutites. Katlrhused on

esitatud: (A) paneelil on kdik tulemused uhes ksedy (B) paneelil metsik-tiiupi grA tivedel vahemalt
kolme katse keskmine jaelA, relEB, yhbH tlvedel kahe katse keskmine tulemusy, yfiA katse on

sooritatud Uhes korduses.
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tive omast (joonis 6, paneel A), 45°C juures ddalis ssrA-le ka relEB kasvukiirus
monevOrra vaiksem metsik-tllpi tive omast, entestis on viimase puhul eriti vaike
(joonis 6, paneel B)yfiA ja rmf tlive kasvukiirus tundus olevat metsik-tttpi tivesidi

suurem, ent nende kahe tiive puhul on katse saatitdtes korduses (joonis 6, paneel B).

Metsik-tadpi ja deletsiooniga rakkude vahel ei m@houlist erinevust ka kilma- ega
kuumasoki korral (joonis 7). KuumasSoki katses vadharelA, ssrA ja relEB tlvede
mdnevorra vaiksemat kasvukiirust juba enne Solemdlmist gsrA tulemus kattub jooni-

selrelEB tulemusega) (joonis 7, paneel C).

A B
Kiilmasokk Kiilmasokk
4 4
<] 3
[=]
02 o
o . 37C g
0 C 20 min
1 . N —
37C
0e &
0 50 100 150 200 250 300
aeg (min) aeg (min)
—e— metsik-tiilip —o— relA sstA —e— relEB metsikAUp ok yiiA yhoh
Cc D
Kuumasokk Kuumasokk
4 4

47°C 15 min
1 0 \

47°C 15 min

3Te
0 0
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
aeg (min) aeg (min)
—o— metsik-tiilip —0— relA ssrA —e—relEB —e— metsik-tiilip rmf —8— yfiA —@— yhbH

Joonis 7. Kilma- ja kuumaSokk. Katse alustamiseks inokule€fi{1%) ule66 kultuurist 20 ml LB-d;
kasvatati 37°C OD 0,2-0,3-ni ja lahjendati OD Or1Edasi kasvatati rakke 37°C juures ning (A) B (
paneelil viidi rakukultuurid 150-ndal minutil 20-kainutiks jaéle, (C) ja (D) paneelil 150-ndal miihd5-ks
minutiks 47°C juurde. Vertikaalteljel on bakteritwiri optiline tihedus ja horisontaalteljel aeg mtites.
Katsetulemused on esitatud: A) paneelil on kolmisé&&eskmine tulemus vralA, millel on esitatud kahe
katse keskmine tulemus; (B) paneelil metsik-ti@apijbH puhul kolme katse keskmine tulemusif ja yfiA
katse on sooritatud hes korduses; (C) ja (D) didnee metsik-tllpi tivega sooritatud katse kolmes
korduses, llejaanutega Gihes korduses.
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Jargnevalt uuriti rakkude ellujaamist kbrgemal tenapuuril. Eraldi jalgiti nii statsionaarse-
kui eksponentsiaalse faasi rakukultuure (joonis 8gejuures ilmnes, et 50°C juures
kuumutamise korral langeb statsionaarsest faagist metsik-tuUpiE. coli elusrakkude
(kolooniaid moodustavate rakkude) arv 100 minubkgul ligi kolm suurusjarku (joonis 8,
paneelid B ja D), ent eksponentsiaalsest faasisit pakukultuuri korral kuni the
suurusjargu (joonis 8, paneelid A ja C). Statsios@daasi rakkude puhul andis mdnevdrra
suurema kuumataluvusemf-i deletsioon (joonis 8, paneel D), kuigi parasO 1@inuti
moddumist ei erinenudmf tive suhteline CFU-de hulk enam oluliselt metsiligi tive

omast (andmeid pole esitatud).

Vaadeldi ka deletsioonitivede ellujgamist oksudsdistressi tingimustes (joonis 9). Eri-
nevalt kuumasoki katsetest (joonis 8) langes pdrbksessi korral eksponentsiaalse faasi
elusrakkude arv ja statsionaarse faasi elusrakknd@i samaks isegi kérgeima kasutatud
peroksiidi kontsentratsiooni 50 mM korral (joonig. Eksponentsiaalsest faasist parit
rakukultuuri CFU-de arvukus langes 50 mM vesiniksiidi kontsentratsiooni korral 10

minuti jooksul 5-6 suurusjarku (joonis 9, paneeld ja C). Metsiktilpi rakkudega

vorreldes kannatagiA tlvi monevorra vahem @, pohjustatud stressi (joonis 9, paneel

C), ent selle tiivega on katse sooritatud thes lsesiu
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Joonis 8.Rakkude ellujaamine 50°C juures. Ule6d kultuunistkiuleeriti (0,1%) 20 ml LB-d; kasvatati 37°C
OD 0,2-0,3-ni (eksponentsiaalse faasi rakud) vaiuddli (statsionaarse faasi rakud), rakukultuuafa@,5 mi
kaupa katsutitesse ja viidi temperatuurile 50°GpAinktides jahutati/lahjendati rakukultuuri toatemgauuril
s66tmega ja plaaditi. Jargmisel paeval loeti koiaiohja arvutati CFU/ml. (A) ja (C) paneelil on ¢émused
eksponentsiaalse faasi rakkudega, (B) ja (D) pdnetdtsionaarse faasi rakkudega. Vertikaalteljal o
bakterikultuuri suhteline CFU, mis arvutati milfiti kohta jagades ajapunkti tulemuse katse staitil
tulemusega (mdjutamata rakkude CFU/ml-ga); horealigljel on rakkude kuumutamise aeg minutites.
ja yfiA puhul on esitatud kahe katse keskmine tulemusadiejd tivedele sooritati katse vahemalt kolmes

korduses.
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Joonis 9.Rakkude ellujadmine oksudatiivse stressi korréko0 kultuurist inokuleeriti (0,1%) 20 ml LB-d;
kasvatati 37°C OD 0,2-0,3-ni (eksponentsiaalse i faakud) vGi 24 tundi (statsionaarse faasi rakud),
rakukultuurid jagati Kkatsutitesse laiali, inkubdieri 37°C juures erinevate vesinikperoksiidi
kontsentratsioonidega. Katse peatati katalaaasimlisega, misjarel rakususpensiooni lahjendati gadtiti.
Jargmisel paeval loeti kolooniaid ja arvutati CFU/() ja (C) paneelil on tulemused eksponentsmddasi
rakkudega, (B) ja (D) paneelil statsionaarse fegldiudega. Vertikaalteljel on bakterikultuuri sulie CFU,
mis arvutati milliliitri kohta jagades ajapunktiléimuse katse stardihetke tulemusega (mdjutamataudak
CFU/ml-ga); horisontaalteljel @, kontsentratsioon mM-des. Katsetulemused on editg#) paneelil on
metsik-tllpi rakkudel esitatud vahemalt kolme k&isskminerelEB-I kahe katse keskmine tulemus, relA ja
ssrA puhul Ghe katse tulemus; (B) katsekordusteraetsik-tiitipi kolme katse keskmine, Ulejaanud digz
sooritati katse Uihes korduses; (C), (D) metsik-tiidkkudel vahemalt kolme katse keskmine tulenno;il
kahe katse keskmine, llejadnutega on katse samtitdtes korduses.
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4.2. RelA-defektne tlvi ei suuda minimaalsootme kor  ral toibuda
statsionaarsest faasist vordvaarselt metsik-tudpi t Uvega

Statsionaarses faasis suurenev&dcoli-s vead valgusinteesil: raaminihked, vale- ja
dlelugemine (Withey & Friedman, 2003) ja naiteks Rblefektne E. coli mutant
statsionaarset faasi ule ei ela (Vila-Sanjutj@l., 2004). Seeparast hokinock-out tiivede
fenotlubi iseloomustamiseks neid jargnevalt stataoses faasis, samuti jalgiti rakkude
statsionaarsest faasist toibumist (joonised 1Ga 11P).

Rikka LB s6otme korral erinevusi metsik-tudpi rakkujarelA, ssrA, relEB ja rmf tive
vahel polnud margata ei statsionaarses faasis @E#isga toibumisel (joonised 10 ja 11).
Rakkude optiline tihedus joudis 4-5 OD dhikuni, das seejarel umbes 20-ndaks
statsionaarse faasi tunniks tthe OD uhiku vdrra fangiisima (joonis 10). Usna selgelt on
naha, et mida kauem kultuurid statsionaarses fadsisid, seda pikem oli bakterite
toibumisele kuluv aeg. Nii joonisel esitatud katskti eelkatsete puhul ilmnes aeg-ajalt
parast 48-ndat statsionaarse faasi tundi GASP dépaiZzambranet al., 1993) (joonis 10,
paneel C).

Igas ajapunktis tehti rakukultuurist ka allalahjeadplaaditi, ning jargmisel paeval loeti
kolooniaid. Erinevalt optilise tiheduse esialgdesigusest ja hilisemast stabiliseerumisest,
on CFU/mI dinaamikas ndha LB s66tme korral kinddlhtlane langus kogu statsionaarse
faasi jooksul (joonis 11). Samuti on igal jargmisallalahjenduse bakterikultuuri
stardipositsiooni CFU/ml vaartus madalam eelmidasta lahjendused on tehtud OD jargi
ent jarjest suurem osa rakkudest ei suuda enanakeshakata, vastavalt siis ka plaadile
kolooniaid moodustada (joonis 11). Seevastu M9 %0,4lukoos) s6otmes langes
statsionaarse faasi CFU/ml mdnevorra aeglasemaltBisootme puhul ning seetdttu olid
ka allalahjenduse stardipositsioonide vaartusedasamad Uksteisele (joonis 12, paneelid
B ja D).

Minimaalsd6otmes M9 ilmnes RelA-defektsel tivel olelkasvudefekt (joonis 12, paneelid

A ja B). Kui naiteks tmRNA-defektne tivi suutis tsianaarsest faasist toibuda
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vordvaarselt metsik-tadpi tivega (joonis 12, paide€l ja D), siisrelA tuvi ei hakanud
varskel s66tmel kasvama kogu vaadeldud aja vatelr{ni jooksul).
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Joonis 10.Statsionaarses faasis pusimine ja toibumine s@tBe Katse alustamiseks inokuleeriti plaadilt 20Lf s6ddet ja kasvatati rakke 37°C juures kuni
OD-~0,8, seejarel lahjendati kuni OD 0,1-ni. Edaasvatati rakke 37°C juures statsionaarse faasiusaiabni, hoiti rakke statsionaarses faasis, tehti
allalahjendusi varskesse sgotmesse ning jalgitvd@ms hakkamist. Vertikaalteljel on bakterikultuaptiline tihedus ja horisontaalteljel aeg tundidés)
paneelil on esitatud kahe katse keskmine tulemegidnud katsetulemused on Uhes korduses.
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Joonis 11.Statsionaarses faasis pusimine ja toibumine s@tmBevaljendatuna CFU-des. Katse kaik sama, migigs 5. Ajapunktides tehti allalahjendused,

plaaditi, jargmisel paeval loetid kolooniaid ja atati CFU/mI. Vertikaalteljel on bakterikultuuri ©~de arv milliliitri kohta ja horisontaalteljel aggndides. (A)
paneelil on esitatud kahe katse keskmine tulemegidnud katsetulemused on Uhes korduses.
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Joonis 12.Statsionaarses faasis piisimine ja toibumine mialisdétmes M9. Katse kaik sama, mis eelneval katwgligel. (A) ja (C) paneelil on vertikaalteljel
bakterikultuuri optiline tihedus, (B) ja (D) paneeértikaalteljel on bakterikultuuri CFU-de arv tiiltri kohta; horisontaalteljel on igal paneebleg tundides.
(A) ja (B) paneelil on esitatud kahe katse keskmiiemus, tlejdanud katsetulemused on thes kord(Bgpaneelil olid plaadid 42 tunnist alates saastl
teistsugust varvi kolooniatega mist6ttu paneeblied tulemused on ligikaudsed.
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4.3. RelA-defektse tive hilisema toibumise minimaal  s66tmes
kaotab s66tmele aminohapete lisamine

Jargnevalt asuti selgitama pohjuseid, &\ tivi suudab vordvaarselt metsik-tidpi
tlvega toibuda statsionaarsest faasist LB sd6tn@e naigfe minimaalsd6tme korral.
Kobigepealt jalgitirel A tive toibumist M9-s pikema aja valtel. Katsetulsed naitasid,
et deletsiooniga tivi kill toibub, ent teeb sedaisélt hillem kui metsik-tllpE. coli
(joonis 13).

3,5 . i{"
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7 £
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Joonis 13.relA tuvi toibub statsionaarsest faasist minimaalsoétoialiselt hiljem kui metsik-tupE.

coli. Katse alustamiseks inokuleeriti plaadilt 20 mbdét M9 ja kasvatati rakke 37°C juures kuni
0OD~0,8, seejarel lahjendati kuni OD 0,1-ni. Edassvatati rakke 37°C juures statsionaarse faasi
saabumiseni, hoiti rakke 15h statsionaarses faasis,allalahjendus varskesse sé6tmesse OD Qqinrgi
jalgiti kasvama hakkamist. (A) paneelil on katsegkéa jalgitud bakterikultuuri optiline tihedus; (B)
paneelil CFU-sid milliliitri kohta. Horisontaaltelj on aeg tundides. Katsed on sooritatud véahemalt
kolmes korduses.

Senini sooritatud katsed ei anna vastust, k@f sodtmespetsiifilist kasvudefekti
pdhjustab sddde, milles rakud jO6uavad statsionasesdfaasi ja pusivad selles
kasvufaasis; vOi varske sddde, millesse rakud sdtpérast statsionaarset faasi. Sellele
kisimusele vastust otsivas katses selgus, et matsddimes statsionaarsesse faasi
kasvanud rakkude Uleviimisel varskesse LB sootmesbavad RelA-defektsed rakud
vordselt metsik-tllpi rakkudega (joonis 14, parkAlija B).

Seejarel lisati toibumiseks kasutatavale minimdils@le aminohappeid ja et
katsetulemused oleksid esialgse M9 stdtmega parerdmeldavad s.t kasvukiirus
samasugune, asendati susinikuallikas glikoos eetdigelt vaesema glltserooliga.
llImnes, et aminohapete lisamine M9-le taastakA tlve statsionaarsest faasist
toibumise varskes sé6tmes (joonis 14, paneelid@) ja
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Joonis 14. relA tlve statsionaarsest faasist toibumine erinevai@$tmetes. Katse alustamiseks
inokuleeriti plaadilt 20 ml s66det M9 ja kasvatatkke 37°C juures kuni OD~0,8, seejarel lahjenkiati

OD 0,1-ni. Edasi kasvatati rakke 37°C juures stamarse faasi saabumiseni, hoiti rakke 15h
statsionaarses faasis, tehti allalahjendus varsk&@$tmesse OD 0,1-ni ning jalgiti kasvama hakkamis
(A) ja (B) paneelil lahjendati rakke véarskesse Lld&:s (C) ja (D) paneelil aminohappeid ja
susinikuallikana 0,2% glitserooli sisaldavasse M®-sVasakpoolses tulbas (A ja C) on jalgitud
bakterikultuuri optilist tihedust, parempoolsesjéBD) CFU-sid milliliitri kohta. Horisontaalteljedn aeg
tundides. Katsed on sooritatud vahemalt kolmesusesd.

4.4. E. coli metsik-tttpi rakud toibuvad kauem, kui s66tmes

pole aminohapetest ainult metioniini, ainult leutsi ini vOi ainult

valiini

Selgitamaks valja, kas mone konkreetse aminohappridymine mojutab
bakterirakkude toibumist statsionaarsest faas#égitj toibumist 19 aminohappega
minimaalsootmes. Selleks kasvatati rakud statsrgeaae faasi aminohapeteta
minimaalsdotmes, ja lasti toibuda 22-s erinevastrsés. Neist 20 sdddet olid M9
(susinikuallikaks 0,2% glutserool), milles puuduaidv ks aminohape 20-st; ning
vordluseks kasutati sisinikuallikana nii 0,2% ghiiteli kui 0,4% glikoosi sisaldavat

MO9-t ilma aminohapeteta (joonis 15).
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Joonis 15.E. coli K-12 tlve statsionaarsest faasist toibumise séfaminohapetest. Katse eeltéé sama,
mis eelmistel joonistel, statsionaarse faasi rgld®ti ja lahjendati varskesse 19 aminohapet sicatde
M9-sse (susinikuallikaks 0,2% glutserool) OD 0,1-mBrdluseks kasutati nii sama sdddet ilma
aminohapeteta (-AH) kui 0,4% glukoosiga M9-t (glokd Tahtedega on margitud sddde vastavalt
sellele, milline on sellest puuduv aminohape. Kateenused on esitatud statsionaarsest faasistrisieu
hetkest alates. Vertikaalteljel on bakterikultuoptiline tihedus ja horisontaalteljel aeg tundide€atsed

on sooritatud vahemalt kolmes korduses.

Enamuse aminohapete Ukshaaval valjajatmine sdotenesbjutanud metsik-tuuk.
coli rakkude toibumist, vOrreldes s6otmetega, millestdquvad aminohapped. Seevastu
jaédvad metsik-tllpE. coli rakud péarast statsionaarset faasi kasvu alustasnsegpegu
kaks tundi hilisemaks, kui minimaalst6tmes on 19nammapet ja puudub metioniin voi
leutsiin, mdnevdrra suuremgi mahajaamine leiab sisgt kui sé6tmest puudub valiin

(joonis 15). Isoleutsiini puudumise korral ei suumetsik-tiupi tivi kasvama hakatagi.

4.5. RelA-defektsus suurendab drastilisel méaaralto  ibumiseks
kuluvat aega, kui so6tmes pole aminohapetest ainult leutsiini

vOi ainult valiini

Kui relA geeni valjalilitamine ei muuda oluliselt statsiarsest faasist toibumise
dinaamikat enamuse aminohapete ja metioniini puisdunkorral, siis leutsiini
puudumine orrelA tivele vaga dramaatilise méjuga (toibub metsikptitivest ~7h

hillem) (joonis 16). Valiini puudumist elabelA tivi samuti palju raskemalt tle kui
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metsik-taUpiE. coli, samas on kasvudefekti sivenemine (toibub meisigitiivest ~4h
hillem) vaiksem kui leutsiini puudumise korral. lksotsiini puudumise korral ei suuda

relA rakud kasvama hakata nagu alguparane, metsik-tiiNigi.

0 2 4 6 8 10 12 14
aeg (h)

—<¢— glikoos

Joonis 16.E. coli RelA-defektse tiive statsionaarsest faasist toibeis@ituvus aminohapetest. Katse kaik
ja tulemuste tahistused samad, mis eelmisel jobnisstikaalteljel on bakterikultuuri optiline tilis ja
horisontaalteljel aeg tundides. Katsed on sooxtatihemalt kolmes korduses.

Lopuks, kehvem onrelA tive toibumine ka seriini puudumise korral; ja ilma
aminohapeteta minimaalsdotmetes toibumiste diunaareikkattu Uhegi konkreetset

aminohapet mittesisaldava so6tmega (joonis 16).

Leidmaks kinnitust, et vaadeldud aminohapete-saliuienotiitibid on tdepoolest seotud
statsionaarsest faasist toibumisega, voeti ilma nah@peteta minimaalsé6tmes
kasvanud eksponentsiaalse faasi rakud, viidi nadas#odi kui statsionaarse faasi

rakudki 22-e erinevasse st6tmesse, ning jalgikudk kasvu jatkumist (joonis 17).
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Joonis 17.E. coli metsik-tupi jarelA tiive eksponentsiaalse faasi rakkude kasvu soltamisohapetest.
Katse alustamiseks inokuleeriti plaadilt 20 ml sg&tbM9 ja kasvatati rakke 37°C juures kuni OD~0,8,
seejarel lahjendati kuni OD 0,1-ni. Edasi kasvatakke 37°C juures kuni OfD,5; rakke pesti ja
lahjendati varskesse 19 aminohapet sisaldavassesklgsusinikuallikaks 0,2% glutserool) OD 0,1-ni,
vordluseks kasutati sama stodet ilma aminohapétatd) ja sisinikuallikana 0,4% glukoosi sisaldavat
MO-t. Tahtedega on margitud sbtdde vastavalt selletdlline on sellest puuduv aminohape.
Katsetulemused on esitatud lahjendamise hetketgtsal@d) paneelil on tulemused metsik-tltpi tlivega;
(B) paneelilrelA tiivega. Vertikaalteljel on bakterikultuuri optilinehedus ja horisontaalteljel aeg
tundides. Katsed on sooritatud vahemalt kolmesusesd.

Eksponentsiaalse faali coli metsik-titpi rakud ei suuda kasvada kui aminolesgpet
puudub sO6tmest ainult isoleutsiin, teiste aminebt@ppuudumise korral on kasv
vordvaarne glikoosi sisaldava M9-ga. 0,2% glutdersisaldava M9 korral on kasv
aeglasem ja rakudele saabuva statsionaarse faedus on madalam (joonis 17, paneel
A), olles sarnane statsionaarsest faasist toibukaiseukdverate enamusele s.h gliikoosi
sisaldavale M9-le (joonised 15 ja 16). RelA-defektisve eksponentsiaalse faasi rakud
kasvavad peaaegu identselt metsik-tlipi rakkudegaleutsiini puudumine néikel A

tuvele olulist mdju avaldavat, vahendades rakkuadsrildkiirust (joonis 17, paneel B).
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5. ARUTELU

Aktiivselt kasvavas rakus on translatsioon kdigearenenergiat tarbiv protsess ja
valgusiinteesi aparaadi seisukord oluline mehanismjumiks muutunud
keskkonnatingimusi. Ribosoomide seisukorra tunngtesh saavad alguse mitmed
omavahel seotud protsessid nagu poomisvastass-translatsioon ja ribosoomide

dimeriseerumine.

Muutustele kasvukeskkonnas vastab bakter kiiretbeikorraldustega raku metabolis-
mis. Uheks kesksemaks regulatsiooni eesmargik&eskkonnamuutuste kui erinevate
stabiilsete kasvutingimuste korral, on kontroll usisese effektormolekuli ppGpp
kontsentratsiooni Ule. ppGpp rakusisese taseme Eeestli-s kannavad hoolt kaks
ensuiumi, RelA ja SpoT (Braekehal., 2006).

RelA aktiveerub, kui ribosoomi A-kohta seondub lazata tRNA (Haseltine & Block,
1973). Sellisel tingimusel tekkiv kdrge ppGpp kamsatsioon pdhjustab n.n
poomisvastust (Stent & Brenner, 1961), mille kaigusutakse jarsult maha tRNA ja
rRNA sintees (Lazzarir al., 1971; Ryalst al., 1982; Sands & Roberts, 1952). Seega
on RelA sinteesitud ppGpp justkui translatsioomiddpidur” kui keskkonnatingimused

on valgusunteesiks ebasobivad.

Stabiilsete RNA-de slnteesi allasurumine kohandausiinteesi aparaadi véimsuse
ebasobivamate tingimustega. Ent transkriptsioohibieerimine ei vahenda koheselt
translatsiooni, mis tarbib suurema osa aktiivselivava raku energiast. Takistamaks
rakkude energiast tiuhjaks jooksmist, seondibcoli peatunud ribosoomiga RelE,
toksiin-antitoksiin paarist RelBE, ja l16ikab mRNA-this omakorda saab substraadiks
trans-translatsioonile (Christensen & Gerdes, 2003; €bnsen & Gerdes, 2004;
Gerdes, 2000)Trans-translatsiooni eest vastutav tmRNA, tRNA ja mRNAbhidl,
seondub mRNA 3’ otsas peatunud ribosoomi tilhja At&ovabastab ribosoomi ja

suunab poolikud valgud lagundamisele, lisades regigsiifilise jarjestuse (Withey &
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Friedman, 2003). Seega takistab tmRNA aktiivsusastg valkude rakku kujumist.
Degradatsioonil vabanevad aminohapped leevendav@tevdrra aminohapete nélga
ning leiavad olulist kasutust stressitingimustegitiee valkude siinteesil. Olgu deldud,
et ppGpp aktiveerib samuti valkude lagundamist (@ha& Ojha, 2001; Kurodat al.,
2001).

Mittevajalikud n.0 Ulearused ent energeetiliselukad ribosoomid, vahemalt toitainete
ammendumise puhul, ladestatakse translatsioonilisektiivsete dimeeridena RMF
valgu vahendusel (Wadat al., 1990). Soodsate keskkonnatingimuste taastu-
misel/saabumisel lagunevad dimeersed 100S ribosbkinesti funktsionaalseteks 70S
ribosoomideks (Wada, 1998). Ribosoomide ladestanesdaaskasutusse votmise
protsessi reguleerivad YfiA ja YhbH (Ueghal., 2005).

Kaesolevas tods voOeti vaatluse alla mainitud psesidge kéaigus valgusinteesi
moduleerivad faktorid, konkreetselt uuritelA, ssrA, relEB, rmf, yfiA ja yhbH

deletsiooniga tuvesid erinevates stressitingimustes

Uhegi uuritud geeni véljalilitamine ei avaldanudimmat moju rakkude kasvule parast
[Uhigjalist kiilma- ega kuumaehmatust (joonis 7)i Kuumasoki katsearelA, AssrA ja
ArelEB puhul tundubki esmapilgul olevat veidi suurem evims metsik-titpi tuvest,
siis tuleb téhelepanu pddrata, et nende tivedeukasys on monevdrra vaiksem juba
enne Soki rakendamist (joonis 7, paneel C). Toegmbptleletsioonitiivede kasvukdverad
jddvad nii 37°C kui 45°C juures alati ja veidi pthale metsik-tttpi rakkude omast

(joonis 6, paneelid A ja B).

ssrA-defektselE. coli-l on varem kirjeldatud metsik-titpi rakkudest veddglasem
kasv 37 °C ja 42°C juures, ning oluline kasvudef&aC juures (Kominet al., 1994).
Selline mdnevdrra aeglasem kasv tdepoolest iimieS,3aga ka 45°C juures (joonis 6,
paneelid A ja B). V8imalik, et 45°C ossrA tlive kasvu vbimaldava temperatuuri-
vahemiku piiripealne vaartusSeeparast vaariks tmRNA-defktne tlvi ilmselt edasis
uurimist paari kraadi vorra k6rgemal temperatuu@lgu siinkohal mainitud, essrA
tivega seoses huvi pakkuva temperatuuri piirkon4@s}9°C juureskscherichia coli
konstitutiivselt ekspresseerutud geenid®-66ltuv) transkriptsioon katkeb taielikult ja

asenduld** ja 5%*-séltuva transkriptsiooniga (Blaszczetikal., 1995).
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Samuti vaariks edaspidist tdhelepanu deletsiociiigede kasvamine minimaalsé6tmes
optimumist kdrgemal temperatuuril, kus néiteks Rdbfektse tuve rakkudel ilmneb
kasvudefekt juba 42°C kraadi juures (kuid puudubsbBtme puhul) (Yang & Ishiguro,
2003).

Kunarmf tiive statsionaarse faasi rakkudel on iseloomustahénenud kuumataluvus
50°C juures (Niven, 2004), tehti jargnevalt samaseg katse paralleelselt koigi
mutantsete tlivedega (joonis 8). Seejuures saadinNavaldatud tddle ristivastupidine
tulemus juba ainutksi metsik-tidpi tive puhul: Cé#&Jarvukus langes kéesolevas t66s
2-3 suurusjarku rohkem statsionaarse faasi (3-dusjirku; joonis 8, paneelid B ja D)
kui eksponentsiaalse faasi rakkude kuumutamiseakdrrl suurusjargu; joonis 8,
paneelid A ja C). Veelgi enam, mis puutub statsios@ faas rakkudesse, siis RMF-
defektne tivi ilmutas isegi monevlrra suuremat wzestu elusrakkude arvukuse
vahenemisele kui metsik-tutpi tavi (joonis 8, pdnBg, kuigi parast 100 minuti
moodumist ei erinenudnf tive suhteline CFU-de arvukus enam oluliselt metisilpi
tive omast (andmeid pole esitatud). Samuti ei skéesoleva t66 tulemused
seisukohaga, et eksponentsiaalse faasi rakkudegeeldés on kasvu peatanud
statsionaarse faasi rakud vaga vastupidavad tefwdigale stressidele, nahtus mida
tuntakse staasis-indutseeritud ringkaitsestasic-induced cross protection) (Jenkinset
al., 1988). T66 Hengge laboris demonstreeris, etrgetingkaitse soltub suuresti tihest

ainsast regulaatorist, sigma fakéGrst (Lange & Hengge-Aronis, 1991).

Asudes lahendama nailisi vastuolusid kéesolevaatdijanduse vahel, voib oletada, et
50°C on katsetes kasutatud BW25113 rakutlive jamkpdratuur, millel vdhemalt osa
rakupopulatsioonist suudab veel kasvu jatkata.irfgekasv ,varjaks” tegeliku moju
rakkude suremusele. Kahtlemata oli aga eksponaigsia faasi rakkude
kasvukeskkonnas ressursse, mis puudusid statsgendaasi rakkudel, kuna rakke
kuumutati Niveni jt eeskujul otse s66tmes. Tehtleluste toetuseks raagivad esialgsed
tulemused, mis saavutati jargneva katsega: nii @eptsiaalse kui statsionaarse faasi
rakke pesti, suspendeeriti ja kuumutati steriilseslalahuses (0,015 M NaCl) 55°C
juures. Eksponentsiaalse faasi rakkude CFU oljusell 10 minuti méddudes 20 korda
vaiksem, statsionaarse faasi rakkude CFU vaid 2l&kordiksem, vorreldes katse

stardihetkega (andmeid pole esitatud). Seejuungssid metsik-tutpi ja RMF-defektne
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tuvi ihtemoodi. Lopuks, mitmete teiste kuumasurmavate t60de korral kasutaksegi
kdrgemat temperatuuri kui 50°C ja rakke kuumutaafesfaatpuhvris voi steriilses
soolalahuses (Curgt al., 2005; Jenkinst al., 1988; Yang & Ishiguro, 2003).

Oksudatiivse stressi korral reprodutseerus staastzgseeritud ringkaitse (Jenkies
al., 1988): statsionaarse faasi rakkude arvukus gelamd 10 minuti jooksul isegi 50
mM H,0, tingmustes (joonis 9, paneelid B ja D), samasrais tingimustes vahenes
eksponentsiaalsest faasist parit rakkude arvuk@és sbrurusjargu voérra (joonis 9,
paneelid A ja C). Vdimalus, effiA tlivi kannatab oksidatiivset stressi halvemini
metsik-tldpi tlvest (joonis 9, paneel C) on intege, ent vajab veel kinnita-

mist/imberlikkamist.

Nagu juba Oeldud, on poomisvasttr@ns-translatsioon ja ribosoomide dimerisatsioon
omavahel tihedalt p&imunud protsessid. Kuigi ppGpmbjutab oluliselt raku
fusioloogiat ka kasvu tingimustes, on paljud gelespeessioonile mojutavad ppGpp-
sOltuvad efektid iseloomustatud statsionaarsesisfa@bystrom, 2004). Statsionaarse
faasi spetsiifilises® ekspressiooniks (Gentrgt al., 1993; Lange & Hengge-Aronis,
1991) jasS-séltuvaks transkriptsiooniks (Kviret al., 2000) on vajalik ppGpp. Samulti
on ppGpp vajalikmf geeni ekspressiooniks (Izutsual., 2001) ning rakuttved, millel
puudub funktsionaalne RMF, on statsionaarses fagiienenud elujoulisusega (Wada
et al., 1990; Wadat al., 2000; Yamagishet al., 1993). Seeparast, kasutades nii RelA-,
tmRNA-, RelEB- kui RMF-defektseid tivesid jalgitende vastupidamist pikaaegsel
viibimisel statsionaarses faasis. Samuti vaadékide toibumist keskkonnatingimuste

paranemisel.

Kirjandusest leiab, et rikkal so6tmel kasvanud fkeisiipi E. coli rakud saavutavad
maksimaalse rakutiheduse ligikaudu 5 ¥ €&U/mI. Rakukultuuri elujdulisus kahaneb
mone jargmise paeva jooksul umbes kahe suurusydnga ja jadb siis pidama mitmeks
paevaks (Fukudat al., 2001). Samasugust maksimaalset tihedust ja jaagiangust

nahti ka kdesolevas t60s (joonis 11).

RMF-defektse tlve elujdulisus langeb metsik-tlfgscherichia coli rakkude omast
mitu suurusjarku madalamale, see juhtub enamasii-rdal paeval (Wadet al., 2000;

Yamagishiet al., 1993).Kuna k&esolevas t66s jalgiti mutantseid tivesidl kalme
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O00paeva jooksul siis rikkas LB so6tmes statsiomsses faasi joudmise ja selles
pusimise puhul polnud ndha olulist erinevust tlmegtantsga metsik-ttupi tive vahel
(joonised 10 ja 11). Samuti suutsid deletsioonigged allalahjendamise jarel toibuda
vordselt kontrollkultuuriga. Seevastu minimaalsoétml9 korral ilmnesrelA tivel
huvitav fenotlipreA rakud ei suutnud toibuda statsionaarsest faasgt kélgitud aja
valtel (5 tunni jooksul) (joonis 12, paneelid ABJ. ArelA siiski toibub, ent teeb seda

palju hiljem kui metsik-tadpi ttvi (joonis 13).

Siiani kirjeldatud ja edaspidiste katsetulemusterpreteerimisel tuleks silmas pidada
kahte olulist asja. Esiteks on statsionaarne fa@s @emuselt kaibetermin ja ei kirjelda
tegelikult bakterite spetsiifilist ja fikseeritudidioloogilist seisundit vdi vastust.
Statsionaarse faasi kultuuri rakud erinevad omamideselt koostiselt erinevatel
ajahetkedel, ning rakud, mis sisenesid statsiopases faasi ndaiteks fosfaadi
otsaldppemise tottu, erinevad suuresti oma koogtigeeniekspressiooni mustri poolest
rakkudest, kellel ammendus susinikuallikas (Nystr&@004). Naiteks rikkal so6tmel
(nagu LB) statsionaarsesse faasi kasvdauli rakkudes on kromosoomi koopiaarv 1,
2, 4, vOi 8, seejuures on 2 vdi 4 kromosoomi koapiaga rakke koige rohkem
(Akerlundet al., 1995). Glikoosi sisaldaval minimaalsootmel kaswbrakkudel (nagu
M9) on aga enamasti kromosoomi koopiaarv 1 vohRe(lund et al., 1995). Teiseks
toimub RelA-sdltuv ppGpp suntees siiani teadaoteeahekdike statsionaarsesse faasi
sisenemisel (Lazzarinet al., 1971), muudel juhtudel hoiab ja reguleerib ppGpp
basaalset, kasvukiirusest soltuvat tadsetoli rakkudes SpoT (Lazzarim al., 1971;
Xiao et al., 1991). Seeparast on Ullatav, et minimaalsootrabsud kasvudefekt ei sdltu
niivord sootmest, milles rakud jduavad statsionesse faasi, vaid sootmest, milles

rakud toibuma hakkavad (joonis 14, paneelid A ja B)

Kuna allahjendamisel rikkasse LB sddtmesse aludtasadse edukusega kasvu nii
RelA-defektne kui metsik-tidpi kultuur (joonis lganeelid A ja B), vbib esmapilgul
arvata, etelA rakkude statsionaarse faasi fiisioloogiline seidubdb neil millegiparast
paremini kohaneda kiiret kuid mitte aeglast kasviimaldava olukorraga. Rikkas
s6otmes on valmis kujul olemas aminohapped, tRNAahvad lihikese ajaga
aminoatsetileeritud, laetud tRNA-de tase tbusebe sstimuleerib SpoT

guanosiintetrafosfaadi hidrolaasset aktiivsust (&jur& Bremer, 1996), ppGpp tase
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langeb ja rakk lulitubki kiirele kasvule vordvadtsmetsik-tulpi rakuga. lImneb aga, et
kasvudefekti ei maara kasvukiirus vaid aminohapétenasolu vdi puudumine (joonis
14, paneelid C ja D).

Selgitamaks valja, kas mone konkreetse aminohappridymine mojutab
bakterirakkude statsionaarsest faasist valjumisilgitj toibumist 19 erineva
aminohappega minimaalsdotmetes. Seejuures iimnekagnetsik-tutibina kasutatud
BW25113 tuvel huvipakkuv fenotutp.

Kdigepealt, E. coli K-12 tived on defektsed pohilise isoleutsiini hiokesiraja
ensuumi suhtes (atsetohtdrokstihappe slintetaasdiéektudilvGM poolt) ning seda
defekti kompenseerivad enstimid represseeritaksdiinivatagasisidestusliku
inhibitsiooni t6ttu (Tedin & Norel, 2001). Kui kaskeskkonnas on valiini, ei suuda K-
12 tlved isoleutsiini slinteesida ja klassikalis&g katsetes indutseeritakse rakkudes
isoleutsiini nalg, lisades minimaalsdotmesse via(itagosky & Chang, 1980; Lagosky
& Chang, 1981). BW25113 on K-12 tlve derivaat, éeagt ei toibugi ta sootmel, mis

ei sisalda aminohapetest ainult isoleutsiini (jeath).

Enamuse aminohapete Ukshaaval valjajatmine ei @it BW25113 toibumist,

vorreldes s66tmega, millest puuduvad aminohappexhig 15). Seevastu toibuvad aga
BW25113 tuve rakud pea kaks tundi hiljem, kui miaatso6tmest puuduvad ainult
metioniin vOi ainult leutsiin, ménevdrra suuremgamajdamine leiab aset siis, kui

so6tmest puudub ainult valiin (joonis 15).

Escherichia coli kasvamise probleemi ainult metioniini puudumiser&bon hiljaaegu
kirjeldatud. Zhang jt lisavad keset eksponents&alfaasi glitserooli sisaldavas
minimaalsootmes kasvavatele rakkudele aminohapjpeitievad, et ainult metioniini
puudumisel on metsik-tid. coli kasvukiirus isegi vaiksem kui ilma aminohapeteta
sbotmes, ja ligi kaks korda vaiksem (0,7 ja 1,5 Igamist tunni kohta) kui 20
aminohappe olemasolu korral (Zhaetgal., 2006). Seevastu juhul, kui s66tmes on 18
aminohapet ja puuduvad nii Met kui Cys, suurenelsvidkiirus, sarnaselt 20
aminohappe lisamisega. Seeparast vOib oletada,ineit anetioniini puudumisel

vaheneb kasvukiirus vaavli metabolismi tasakaalwhisest.
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Nagu juba mainitud, vbib kdesolevas t66s samutanéhainult metioniini puudumisel
on rakkudetoibumine statsionaarsest faasist hilisem metsik-tiidpi tive puhul (joonis
15), veelgi enam, eElA valjalilitamine sellele fenotttubile mdju ei aval@aonis 16).
Samas ei nahta kaesolevas t60s, Zhang jt tdogassamas katses metsik-tutipi egia
tlve eksponentsiaalse faas kasvu puhul probleemi dleminekul minimaalsé6tmest
aminohappeid sisaldavale minimaalsdotmele (joorisphneelid A ja B). Kuna aga
antud t66 puhul pidid rakud vahetama susinikudl)ikale selle t66 ja Zhang jt tehtud
katsed paris Uheselt vdrreldavad. Kindlasti annakm olulist lisainformatsiooni

toibumiskatse s66tmes, milles 18 aminohapet ilmaamiéni ja tsusteiinita.

RelA-defektsel tivel on aminohapete metabolisma@ses varem kirjeldatud vBimetus
kasvada glukoosi sisaldavas minimaalsddtmes, mifekdik aminohapped, kuid: 1)
puuduvad kdik hargneva ahelaga aminohapped (isdileutvaliin ja leutsiin; ILV)

(Tedin & Norel, 2001; Xiacet al., 1991); 2) puudub ainult valiin (Tedin & Norel,
2001). 20-st aminohappest ainult valiini puudunkeeral pdéaseb mojulg. coli relA-

defektse tuve tundlikus leutsiinile, mis tdhenda&las et leutsiini olemasolu korral
kasvukeskkonnas peab, seni mitte teadaolevateugi@hj kasvukeskkond sisaldama nii

isoleutsiini kui valiini (Tedin & Norel, 2001).

Kéesolevas t00selA tiivega saadud tulemused kattuvad vaid osaliselinifg@ Noreli
t60 resultaadiga (Tedin & Norel, 2001). Uhest kitljgmneb valiini puudumise korral
BW25113 ArelA tuvel Usna suur kasvudefekt (joonis 16), ja naglgub ainult
kdesolevas t60st, voiks selline defekt palju véakasemaaral omane olla ka metsik-
tulpi E. coli-le (joonis 15). Teisest kiljest on kéesoleva tadhy ainult leutsiini
puuduminerel A rakkudele mitte ainult samavaarse vaid isegi stigavandjuga (joonis
16).

Igal juhul kinnitab kéesolev t66, eElA funktsioneerimine on mingil moel seotud
hargneva ahelaga aminohapete biosinteesiradadéineids( ekspressiooniga ja/voi
regulatsiooniga. Seejuures vdivad probleemid gé&spiessiooni reguleerimisel olla
marksa suuremad, kui sddtmest puuduvad vaid vaheseidohapped, vorreldes
s6otmega, milles pole Uldse aminohappeid. Alljavgitevaatleme sellise fenotllbi

vOimalikke pdhjuseid.
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Tedini ja Noreli tehtud katsed annavad pohjust tarvat ppGpp on peamiselt vajalik
RNAP transkriptsiooni elongatsioonikiiruse aeglositeks (Vogel & Jensen, 1994),
mis vOiks soodustada ILV biosinteesiraja ensuumidgenuatsiooni-sdltuvat
ekspressiooni (Tedin & Norel, 2001). Kuid sellegeGpp roll ei piirdu: ppGpp omab
positivset mdju veel vahemalt Uhe biosilnteesislegsa ensiimi promootori
transkriptsioonile (Uzan & Danchin, 1976); ning mm@b samuti regulatsioonis
osalevate lisafaktorite, nagu Lrp vOi IHF, ekspiessi. Seejuures viimased kaks
ppGpp-sbltuvat mehanismi ei tundu olevat nii Kige tdhtsusega kui RNAP

elongatsioonikiiruse vahendamine (Tedin & NorelQ20

Olukorras, kusEscherichia coli rakkudes puudub RelA, s6ltub ppGpp metabolism
ainuiiksi SpoT-st. Kirjandusest leiab, et Ghe amappe eemaldamisel keskkonnast
SpoT slntetaasne aktiivsus kaob taielikult ja dkewitakse SpoT hiudrolaasset
aktiivsust nii, etArelA tives langeb ppGpp tsutoplasmaatiline tase nullir(sy &
Bremer, 1996). Mitme aminohappe samaaegne eemaldaaga, kontrastiks Uksiku
aminohappe néljale, stimuleerib PSII aktiivsustjdggendab seeldbi poomisvastust.
Selline stimulatsioon on seda tugevam, mida rohaermohappeid eemaldada (Murray
& Bremer, 1996). Vottes arvesse veel, et Gihe anappé nélja korral tldine tRNA-de
laetuse tase hoopis tduseb (Yegwminal., 1966), ning puhastatud SpoT hidrolaasi
aktiivsust inhibeerib laadimata tRNA (HeinemeyerRschter, 1977; Richter, 1980),
arvatakse, et SpoT aktiivsust reguleerib Gldine ARM laetuse tase. Teisisdnu, Uldine
madal tRNAde laetus stimuleerib SpoT ppGpp sunsejaa/6i inhibeerib hidrolaasset

aktiivsust, ning hoiab seelabi valgustinteesi vosesiastavuses kasvutingimustega.

Lisaks mitme aminohappe néljale on Kkirjeldatud Sgouva ppGpp sunteesi
stimulatsiooni veel rasvhapete nalja (Seyfzadsghal., 1993) ja susinikuallika
ammendumise (Gallanét al., 1972; Murray & Bremer, 1996) korral. Seejuures
rasvhapete nélja korral on vahenenud valgusiuntegginustes tRNA-d maksimaalselt
laetud (Seyfzadelt al., 1993). Viimane fakt aga ei sobi eelmises |6igéagaydutud

arutelu tulemusega.

Rasvhapete ndlja korral on vahenenud valgusintpékjuseks arvatavasti neis
tingimustes tdheldatud madal GTP tase. Seletagaldssoltuvat ppGpp stinteesi neis
ja samuti susinikunélja tingimustes (Gallahal., 1972), pakkusid Seyfzadeh jt. (1993)
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valja, et ,rasvhapete siintees méangib olulist talii siisinikuallika (ja energia) varude

indikaator.”

Hilisemates uuringutes leiti, et susinikuallikajadorral akumuleerub ppGpp peamiselt
SpoT hidrolaasi aktiivsuse inhibeerimise tottu (Myr& Bremer, 1996). Veelgi enam,
susinikuallika ammendumise korral PSll-sbltuvat ppGunteesi isegi inhibeeritakse,
ent hudrolaasi aktiivsust inhibeeritakse enam, piikjustabki ppGpp akumulatsiooni
hoolimata tema vahenenud slnteesist (Murray & Brem®96). See jatab PSII
stimulatsiooni rasvhapete nélja ja neis tingimusaksimaalselt laetud tRNA-de puhul
Usna seletuseta. Seeparast on viimasel ajal pakétjiz] et seotult kiill laetud tRNA-de
tasemega, on oluliseks parameetriks, mida SpoT etdagne aktiivsus seirab,
ribosoomide talitlus. Ribosoomi talitluse olulisgk@rameetriks on elongatsiooni kiirus,
ning SpoT-sBltuv ppGpp slntees vdiks olla stimutedrtingimustes, kus translatsiooni
kiirus on véhenenud (Zhang al., 2006), nagu naiteks mitme aminohappe nélg,
susinikuallika vahetus voi kerge energiapuudus (E\u& Bremer, 1996). Seejuures,
kuna PSIl aktiivsuseks on millegiparast vajalik gudtranslatsioon, katkeb PSII
aktiivsus taielikult Uksiku aminohappe nalja, rdskelise energiapuuduse Vvoi
valgusiinteesi blokeerimisel antibiootikumidega (Myr & Bremer, 1996). PSII
aktivsus oleks seega paraboolne funktsioon maksiga translatsiooni
elongatsioonikiiruse maksimumi ja translatsiooni atpenise vahepeal. SpoT
hidrolaasne aktiivsus on PSII-st veel eraldi jaséih tdesti inhibeeritud laadimata
tRNA-de poolt.

Nuud, vottes aluseks, et PSII aktiivsus on Usnlldiuédane ja hudrolaasi aktiivsus pea
maksimaalne tingimustes, kus rakud nalgivad vaidikiite aminohapete jarele,
hakkavadrelA rakud statsionaarse faasi jarel loomulikult kaszardga palju hiljem,
kui s66tmest puuduvad leutsiin ja valiin (jooni9,1€est nende aminohapete bioslnteesi
operonide ekspressioon sbltub ppGpp-st (Tedin &&N@001; Xiacet al., 1991). V6ib
oletada, et kaesoleva t60 katsetes kannatavad rasegi funktsionaalse RelA
olemasolu korral ménda aega leutsiini ja valiirodiinteesi puuduse all just madalama
ppGpp kontsentratsiooni téttu (joonis 15). SpoTkisioon ppGpp tasakaalu hoidmisel
on niivdrd ebatavalise ja looduslikest tingimustesineva olukorra puhul lihtsalt

.Segadusesse viidud”. TeisisOnu, isegi metsik tiagkude kontekstis voib leutsiini ja
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valiini biosiinteesi enstumide ekspressioon olladliknveidi madalama ppGpp

kontsentratsiooni suhtes.

Eelnevaga sobib ka see, et selliseid suuri kasebtiefei ilmnenud eksponentsiaalse
faasi rakkude uleviimisel 19 aminohappega minini@gisnesse ei metsik-tilpi egdA
rakkude korral (joonis 17). Kuna rakud pidid sellatse kaigus vahetama
susinikuallikat, milline muutus ork. coli-le ,tuttav” ning pdhjustab SpoT-séltuva
ppGpp akumulatsiooni ja adekvaatse hidrolaasi a¢gjabni, oli rakkude reaktsioon

uutele tingimustele oluliselt vahem mdjutangA olemasolust v6i puudumisest.

Eeltoodut arvestades vOib t66 tulemusi kokku votké@sge olulisema jareldusena
kinnitada, et hargneva ahelaga aminohapete biossis@tub tdepoolest ppGpp-st ning
oletada, et ka funktsionaalse RelA olemasolu koréh teatud kunstlikes tingimustes
ppGpp tase olla ebapiisav I, L, V sinteesiks Vegalbperonide ekspressiooniks vdi

produktide regulatsiooniks.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t66s uuriti stressitingimuskscherichia coli ribosoomiga seonduvaid ja
translatsiooni moduleerivaid valke ning tmRNA-dlI8es konstrueeriti vastavaid valke
kodeerivate geenide deletsiooniga tived ning uur@nde kasvu, hakkamasaamist
kilma-, kuuma- ja oksudatiivse stressi tingimustsmuti jalgiti deletsiooniga rakke
pikemaaegsel pusimisel statsionaarses faasis fsiostaarsest faasist toibumisel.
Konkreetselt said uuritud RelA-, RelEB-, RMF-, YfAYhbH- ja tmRNA-defektsed

tived.

ToO0 tulemustest selgub, et vastavad geeniproduwiikkid olla Gisna mitteolulised voi
asendatavad nii kilma-, kuuma- kui oksudatiivseessir tingimustes. Samuti ei
iimnenud RelA-, tmRNA, RelEB ega RMF-defektsel tlim@ngisugust metsik-tiupi
rakkudest erinevat fenotllpi pikemaaegsel viibiinistatsionaarses faasis ega
toibumisel rikka LB sd6tme korral. Seevastu minilséatmes M9, kui tmRNA-
defektne tivi toibus ka minimaalsd66tmel M9 vordwédirmetsik-tidpi tivega, siis relA
tive toibumine oli tugevasti hairitud. llmnesrelfA statsionaarse faasi rakkude viimisel
varskesse minimaals66tmesse, toibuvad nad mitu thilpeim kui metsik-tttpi rakud.

Selgus, et sellise kasvudefekti kaotab minimaafeété aminohapete lisamine.

Kasutades rakkude statsionaarsest faasist toibuerisievatel minimaalsdotmetel,
millest puudus 20-st aminohappest ainult Uks, awalka metsik-tGUupE. coli tivel
huvitav fenotlidp. Metsik-tltpi rakud toibusid paandi hiljem, kui s66tmes olid 19
aminohapet ja puudusid ainult metioniin, ainult tééa voi ainult valiin. RelA-
defektsus suurendab drastilisel maaral statsioestafaasist toibumiseks kuluvat aega,
kui s6otmes pole aminohapetest ainult leutsiinin(+vdi ainult valiini (+4h). Ainult
metioniini puudumise korral jai toibumise viivitud A rakkudes sarnaseks metsik-tiupi
tivele, arvatavasti on metioniiniga seotud fenotigiphjustatud katsetingimuste

kunstlikkusest labi vaavli metabolismi hairumiseseftiures eksponentsiaalse faasi
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rakkude Uleviimisel 19 erineva aminohappega so@sset ilmnes ainult K-12 tivedele
iseloomulik v8imetus kasvada leutsiini sisaldav@dtimes ilma isoleutsiinita nii metsik-

tutpi kuirel A rakkudel.

Eeltoodut arvestades voib t00 tulemusi kokku vaiti@Ege olulisema jareldusena delda,
et hargneva ahelaga aminohapete bioslntees sofi@ppest ning oletada, et ka
funktsionaalse RelA olemasolu korral voib, vahentatitud kunstlikes tingimustes,
ppGpp tase olla ebapiisav I, L, V sinteesiks Viegalbperonide ekspressiooniks voi

produktide regulatsiooniks.
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SUMMARY

Bacterial translation modulating proteins and tmRNA in stress conditions
Vallo Varik

Bacteria quickly adjust their metabolic activitiégs changing environments. This
adjustment includes a control of the cytoplasmiceleof the effector nucleotide
guanosine tetraphosphate (ppGpgscherichia coli has two enzymes catalyzing
synthesis of ppGpp, ppGpp synthetase | (P8A gene product) and Il (PSigoT
gene product). PSI is ribosome-associated proteiich is activated when uncharged
tRNA binds to the A-site of the ribosome and praaiubigh levels of ppGpp that causes
a drastic reduction in the synthesis of rRNA andNAR a phenomenon known as
»stringent response”. PSIl is mostly active duriegponential growth and certain

conditions of environmental stress.

Stringent response adjusts translational apparatustress conditions. However, in
order to stop translation even more rapidly, Reltlb to the ribosome and cuts mRNA.
Ribosomes stopped on these truncated mRNAs araseslebytrans-translation, a
process excecuted by tmRNA. tmRNA also convertgrahe proteins to fasciliated
degradation. When conditions do not favour badtenawth, gram negative bacteria
enter into stationary phase. In prokaryotes sucénésrobacteria, the protein synthesis
is further supressed by the formation of 100S wbwss, that is a translationally
inactive dimer of 70S ribosomes. Ribosome dimemais regulated by YfiA and
YhbH.

Current thesis investigates the phenotype of RER®IEB-, RMF-, YfiA-, YhbH- and
tmRNA-defectiveEscherichia coli. It appears that products of the investigated genes
seem to be mostly dispensable during exponent@itty, as well as cold shock, heat
shock and oxidative stress conditions. In additiogither RelA-, tmRNA, RelEB nor
RMF-defective strain do show problems of prolongatvation in stationary phase or
growth resumption on rich LB medium. However, itase of growth resumption on
minimal mediumArelA shows severe lag phase and does start to reprocuce later

than the wild-typeE. coli. Growth defect oE. coli was supressed by the addition of
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amino acids into the minimal medium. It was presgigusustained thaE. coli K-12
strains do not grow on minimal media lacking isciee while supplemented with
leucine. Nevertheless, when one amino acid ouwvehty was omitted, wild-typE& coli
exhibited about two hour delay in growth resumptiora fresh growth media lacking
methionine, leucine or valine. There is a reasobelteve thak. coli growth reduction
without methionine is caused by imbalance in thealmaism of sulphur. However,
althoughrelA deletion did not affect recovering on media lackordy methionine, it
severly aggravated growth resumption on amino acipplemented minimal media
lacking leucine (+7h) or valine (+4h).

In conclusion, ppGpp seems to affect the synthekiamino acid promoters and/or
regulation of corresponding enzymes and it canuppased that even in a functional
RelA background, ppGpp level might be insufficidat branched-chain amino acid

biosynthesis, at least in certain artificial coruis.
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