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Kasutatud liihendid

CFU — bakterikolooniat moodustavate rakkude arv (ingl colony forming unit)
DMSO - dimetiiiilsulfoksiid

EXPEC — ekstraintestinaalne patogeenne E. coli. (ingl extraintestinal pathogenic E. coli)
g — suhteline tsentrifugaaljoud

GFP — roheline fluorestseeruv valk (ingl green fluorescent protein)

HIS — kuumusega inaktiveeritud seerum (ingl heat inactivated seerum)

IBC- rakusisene bakterite kogum (ingl intracellular bacterial community)
Km- kanamiitsiin

LB — toitaineterikas s66de bakterite kasvamiseks (lysogeny broth)

ODgo — optiline tihedus 600nm juures

PBS — fosfaatpuhver (ingl phosphate buffered saline)

SOB- bakterisoode (ingl super optimal broth)

UPEC — uropatogeenne E. coli. (ingl uropathogenic E. coli)

UTI — kuseteede infektsioon (ingl urinary tract infection)



Sissejuhatus

Escherichia coli on viaga mitmekesine bakteriliik, keda voib leida looduslikult nii inimese kui
ka mitmete teiste loomaliikide soolestikust. Lisaks mitte-patogeensetele tiivedele on iiks 0sa
E. coli tiivedest voimelised pohjustama seedetrakti infektsioone, teine o0sa aga ekstra-
intestinaalseid infektsioone, kuhu kuulub ka kéesolevas t00s kasutatav uroinfektsiooni

pOhjustav uropatogeenne E. coli (UPEC) tiivi CFT073.

Uroinfektsioonid on iiks sagedasemaid passiivselt omandatavaid bakteriaalseid infektsioone.
Umbes 90% ambulatoorsetest uroinfektsioonidest (UTI) on pdhjustatud just UPEC-i poolt.
Keskmiselt 50% naistest on 20. eluaastaks kogenud UTI-t ning nendest umbes 20-30%
poevad seda korduvalt ka hilisemas eas. Kui uroinfektsiooni ei ravita voib toimuda ka
infektsiooni levimine kusejuhasid pidi neerudesse, kus edasi vdivad bakterid satuda juba verre

ning pohjustada baktereemiat ning halvemal juhul ka sepsist.

Seoses UPEC-i poolt pdhjustatava UTI ja baktereemiaga on palju vastamata kiisimusi. Meid

huvitab tdpsemalt see, millised faktorid tagavad E. coli CFT073 tiivel seerumitolerantsuse.

Mehhanismide paremaks mdistmiseks teostasime rida katseid, kus jalgisime UTI-t pohjutava
E. coli CFT073 metsiktiiiibi ja vastava tiive kapslimutandi elulemust inimese vere seerumis.
Inimese veres paikneb nii adaptiivse kui kui kaasasiindinud imuunkaitsesse kuuluv

komplemendisiiteem, mis enam kui 30 valgu koostoimes kehaviliseid patogeene hévitavad.

UPEC-i virulentsus on viga tugevalt reguleeritud. Kéesolevas t66s kontrueerisime marA ja
rcsB geenide suhtes defektsed tiived. marA ja rcsB geeniproduktideks on regulaatorvalgud,
mis mojutavad UPEC-i virulentsust uroinfektsiooni tekitamisel. Defektsete tiivede puhul
soovime edaspidi uurida, kuidas vastava regulaatorvalgu puudumine mojutab CFT073 tiive

ellujaagmust seerumis.

Kiesolev t66 on koostatud Tartu Ulikooli Tehnololoogiainstituudis Tanel Tensoni juhitavas

toogrupis.

Mirksonad: UPEC, UTI, komplemendisiisteem



1 Kirjanduse iillevaade

1.1 Uropatogeenne Escherichia coli (UPEC) ja tema poolt pohjustatud

haigused

Escherichia coli on imetajate normaalsesse mikrofloorasse kuuluv bakter, mis on
peremeesorganismiga siimbiootilises suhtes. Seedetraktis aitab Escherichia coli hoida
stabiilset sooletiku mikrofloorat ning homoostaasi (Yan ja Polk, 2004). Normaalsesse
mikrofloorasse kuluvatel E. coli tiivedel puuduvad tildiselt virulentsed omadused, kuid esineb
ka patogeenseid tiivesid, mis jaotatakse intestinaalseteks ja ekstratestinaalseteks haigust
tekitavateks tiivedeks (ExPEC) vastavalt selle, kus need tépselt haigust pohjustavad (Russo ja
Johnson, 2000).

ExXPEC tiivedest on koige levinumad uropatogeenne E. coli (UPEC) ja neonataalset meningiiti
pdhjustav E. coli (Kapner jt, 2004; Russo ja Johnson, 2000). Intestinaalsed E. coli tiived
pohjustavad harva infektsioone viljaspool organismi seedekulglat. EXPEC tiived on séilitanud
voime eluneda soolestikus (haigust ei pdhjusta), ent suudavad tungida ka mujale

peremeesorganismis: verre, kesknérvististeemi ja kuseteedesse (Wiles jt, 2008).

1.1.1 Uroinfektsioon

Kuseteede infektsioone peetakse iiheks levinumaks inimestel esinevaks infektsiooniks.
Hinnanguliselt 50% naistest ning 12% meestest kogeb oma elu jooksul vdhemalt korra
uroinfektsiooni (Foxman, 2003). Umbes veerand nendest naistest kogeb korduvalt
infektsiooni 6-12 kuu jooksul (Foxman jt, 2000). Uropatogeense E. coli pohjustatud
uroinfektsiooni kordumine on kolm korda tdendolisem kui mitte-UPEC-i pdhjustatud
kuseteede pdletiku korral (Wiles jt, 2008). Enamik uropatogeene périneb soolestiku
mikrofloorast ning pédseb kuseteedesse kusiti kaudu (Mulvey, 2002). Et hoiduda
peremeesorganismi kaitsereaktsioonist, on UPEC tiivedel vélja kujunenud vdime paljuneda
poie epiteelrakkude sees ning neist sobival ajal viljuda. Uute rakkude véljumise korral on
UPEC tiive rakkudel vdimalus siseneda epiteeli kiilgnevatesse ja alumistesse rakukihtidesse.
Selle tulemusena vaib tekkida olukord, kus korduvinfektsiooni pdhjustavad bakterid ei parine
enam peremeesorganismi soolestikust ega mujalt uroteedest, vaid paiknevad konstantselt poie

epiteelrakkudes (Mulvey jt, 2001). Kogu protsessi tulemusena vidike populatsioon rakke
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filamenteerub epiteeli rakkudes ja viljub sealt, kinnitudes taas epiteclrakkude pinnale pikkade
filamentidena. Arvatakse, et see on patogeeni kaitsemehhanism peremeesorganismi poolt esile
kutsutava fagotsiitoosi eest (Hunstad ja Justice, 2010). Epiteeli rakkudes moodustavad
patogeensed bakterid biofilmi-laadse moodustise, mille kriitilised komponendid on
eksopoliisahhariidne maatriks ja tiilip 1 piilid. On tdheldatud ka muude vilismembraani
valkude rolli organiseeritud struktuuri, biofilmi, moodustamisel (Anderson jt., 2003; Justice
jt., 2005; Wright jt., 2007). Selliseid moodustunud reservuaare tuntakse IBC-dena (ingl
intracellular bacterial community), tdnu millele on patogeen paremini Kkaitstud
peremeesorganismi immuunsiisteemi hdvitava toime eest. UPEC vdib nii organismi podies
markamatuna piisida mitu kuud, kuna selline organiseeritud struktuur pakub Kkaitset ka
antibiootikumide eest. IBC-del on tdheldatud resistentsus kolme- ja kiimnepéevastele

antibiootikumi ravikuuridele (Mulvey jt., 2001) .

1.1.2 Baktereemia

E. coli on kdige sagedasem Gram-negatiivne bakter, mis pShjustab baktereemiat (Russo ja
Johnson, 2003). Baktereemiaks nimetatakse olukorda, kui organismi veres esinevad
elujoulised bakterid. UPEC-i puhul toimub bakterite sisenemine verre neerude kaudu.
Piiclonefriidi ehk dgeda neerupdletiku korral on bakterid vdimelised iiletama neerutorukese
epiteelrakkude kihi ning kapillaaride endoteeli rakkude kihi, tungides nii vereringesse, mis
vOib moningatel juhtudel 16ppeda sepsisega. Sepsis tekib juhul, kui immuunsiisteem
aktiveerub. Baktereemia korral vdib bakter kasutada verd ka levimiseks organismi teistesse
organitesse, pohjustades seeldbi pdletikke originaalsest pdletikukoldest eemal (Smith jt,
2010).



1.2 Komplemendisiisteem

Komplemendisiisteem on {iiks olulisemaid osasid kaasasiindinud immuunkaitses, olles
vereplasma valkude kogum, mille komponendid omavahelises koostoimes riindavad
rakuviliseid patogeene. Siisteem vOib aktiveeruda spontaanselt vOi patogeenile seostunud
antikeha kaudu (Rus jt., 2005). Inimese vere seerum sisaldab enam kui 30
komplemendisiisteemi kuuluvat valku, mis on olulised nii kaasasiindinud kui ka omandatud
immuunkaitses. (Sarma ja Ward, 2011). Komplemendisiisteemi vaadeldakse kui silda

adaptiivse ja kaasasiindinud immuunkaitse vahel (Dunkelberger ja Song, 2010).

Komplemendisiisteem on aktiveeritav ldbi kolme erineva raja, mille tulemusena
mikroorganism kas opsoniseeritakse, mis indutseerib selle fagotsiitoosi, vdoi moodustub
membraaniriinde kompleks ehk MAC (ingl membrane attack complex), mille tulemusena
bakterirakk liiisub (joonis 1) (Zipfel jt., 2013).

1.2.1 Kilassikaline rada

Klassikaline rada kéivitatakse antigeen-antikeha kompleksi dratundmisega vodr-raku pinnal
heksameerse C1 valgukompleksi poolt. C1 kompleks koosneb Clg komponendist ja kahest
molekulist — C1r ja Cls. Clg komponendi seostumisel antigeen-antikeha kompleksile
aktiveeruvad C1r ja Cls koos Cls-i esteraasi moodustumisega, millele jargneb C4 ja C2
molekulide seondumine. C4-C2 kompleks hakkab osaliselt lagunema ja vdimaldab nii

klassikalisele rajale omase C3 konvertaasi (C4b2a) moodustumist (Sarma ja Ward, 2011).

1.2.2 Lektiini rada

Lektiini rada kéivitatakse juhul kui mannoos-seoseline lektiin (MBL — ingl mannose binding
lectine) ja fikoliinid seonduvad bakterirakkude pinnal paiknevatele karbohiidraatriihmadele.
MBL-d ja fikoliinid on tiiiipilised dratundmise molekulid, mis seovad endaga MBL-seoselised
seriinproteaasid (MASP — ingl MBL-associated serine protease) 1, 2 ja 3, aktiveerides seeldbi
MASP esteraasi. Aktivatsioonil MASP lagundab ja aktiveerib C4 ja C2 molekulid,
moodustades nii C3 kovertaasi (C4b2a), mis on omane ka klassikalisele rajale (Sarma ja
Ward, 2011).



1.2.3 Alternatiivne rada

Alternatiivne rada on stimuleeritud algse C3 molekuli spontaansest hiidroliilisist voi
kehavodraste pinnastruktuuride poolt. Aktivatsioon toimub seriini proteaasi, faktor D, toimel,
mis lagundab faktor B Ba-ks ja Bb-ks. Faktor B on enne lagunemist seondunud spontaanselt
hiidroliitisitud C3b-ga. Moodustub alternativsele rajale omane C3 konvertaas, C3bBb.
Properdiin (eritavad aktiveeritud neutrofiilid) tdstab nii C3 kui C5 konvertaasi aktiivsust.
Alternatiivse raja aktivaatorite alla kuuluvad bakteriaalsed ja mikroobsed fragmendid,
kasvajarakud, viiruste kapsiidid, plastilised pinnad, perifeerine ndrvi mdielliin ning
rakusisesed organellid. Need aktivaatorid inhibeerivad C3 konvertaasi inaktiveerimist
faktorite H ja | poolt. Faktorid H ja I on olulised komplemendisiisteemi regulaatorid, mis

pohjustavad C3b ja Bb lagunemist (Sarma ja Ward, 2011).

Péarast C3 konvertaasi moodustumist kolm komplemendisiiteemi rada koonduvad ja
konvertaasi toimel lagundatakse C3 valk C3a-ks ja C3b-ks. Moodustub C5 konvertaas, mis
omakorda lagundab C5 komplemendi valgu, tekivad C5b ja C5a. C5b seondub jargmiste
komplemendi valkudega — C6, C7 ja C8. Seondumise tulemusena moodustuv C5b-8
kompleks siseneb patogeeni membraani, kus kompleksile seondunud C9 valgu
poliimerisatsiooni tulemusena moodustub MAC ning toimub kanali moodustumine ja raku

litisumine (Sarma ja Ward, 2011).
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Joonis 1. Komplemendisiisteemi aktiveerivad klassikaline ja alternatiivhe rada.
Klassikalise raja puhul tunneb C1 kompleks ara voorraku pinnal oleva antigeen-antikeha
kompleksi. Seondumise tagajarjel tekkivad fragmendid lagundavad C2 ja C4 valgud. Antud
valkude laguproduktidest moodustub C3 konvertaas. Alternatiivse raja puhul toimub
aktivatsioon C3 valgu spontaansel hiudrollUsil, mille tagajarjel tekivad C3a ja C3b. C3b
toimel jaguneb C5 valk C5a ja C5b-ks, millest vimane osaleb membraanirinde kompleksi
moodustumisel (MAC). MAC-i toimel tekivad vdorraku membraani poorid ning rakk lGlsub
(Sarma ja Ward, 2011).

Kohandatud https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Complement pathway.png.
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1.3 Uropatogeense E. coli virulentsus

UPEC-i vOime pohjustada siimptomaatilisi UTI-sid on seotud laiaulatuslike
virulentsusfaktorite ekspressiooniga, mis voimaldavad patogeenil koloniseerida kuseteid ning

valtida peremeesorganismi kaitsemehhanisme (Bien jt, 2012).

1.3.1 UPEC virulentsusfaktorid

Uldiselt on pdis steriilne keskkond ja kuseteedesse sisenemisel peab patogeen vastu pidama
suurele hulgale antimikroobsetele toimetele ning ka pdie tiihjenemisel tekkivale uriini
voolule. Seetdttu on uroinfektsiooni pohjustava patogeeni esimeseks kriitiliseks iilesandeks
kinnituda kuseteid katvale kaitsvale epiteelile. Kinnitumiseks on patogeensetel bakteritel vilja
kujunenud erinevad adhesiinid. Adhesiinid on molekulaarsed komponendid raku pinnal, mis
vahendavad seondumist teistele rakkudele voi pindadele. Uropatogeensetel Escherichia coli
tiivedel esinevad adhesiinidest S- , P-, tiilip 1 piilid ning Dr-perekonna adhesiinid (Johnson,
1991).

Tiilip 1 piilidel on ka teine oluline roll kuseteede infektsiooni (UTI) tekkimisel. Lisaks
patogeeni kinnitumise iilesandele vahendab tiiiip 1 piili adhesiin FimH ka patogeeni sissetungi
peremeesorganismi poieepiteeli rakkudesse (Martinez jt, 2000). Patogeensete bakterite
invasioon epiteelirakkudesse kiivitab poieepiteeli pealmise kihi rakkude koorumise, mis
toimub 1dbi apoptoositaolise mehhanismi ja on peremeesorganismi efektiivne kaitsestrateegia

patogeenide vastu vditlemisel (Mulvey, 1998).

E. coli elutegevuseks on kriitiliselt vajalik raua olemasolu keskkonnas. Peremeesorganismi
tiks viise infektsioonide vastu voitlemisel on infektsioonipiirkonnast raua eemaldamine. Raud
seotakse valkudega ja transporditakse vereplasmast rakusiseseks talletamiseks. Selleks, et
viliskeskkonnast rauda omastada, on mikroobidel siderofoorid. Siderofoorid on mikroobide
poolt siinteesitavad vidiksed molekulid, mis eritatakse raku pinnale ning millel on suur afiinsus
raua-ioonide suhtes (Neilands, 1995; Henderson jt, 2009). E. coli kasutab viliskeskkonnast
raua omastamiseks nelja erinevat siderofoori: aerobaktiin, enterobaktiin, jersiniabaktiin ja
salmokeliin (Henderson jt, 2009). E. coli poolt siinteesitavatest siderofooridest on kdige
olulisemad rauavaesest keskkonnast raua kéttesaamiseks enterobaktiin ja aerobaktiin (Watts
jt, 2012). Inimese organismis hakkama saamiseks on tdendoliselt koige efektiivsem
aerobaktiin, kuna selle afiinsus raua suhtes on neutraalse pH puhul suurem kui enterobaktiinil.

Enterobaktiin seostub ka komplemendivalkudele ning voib selle tagajérjel kutsuda esile
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peremeesorganismi immuunvastuse (Johnson, 1991). Erinevates t66des on ndidatud ka piilide

roll raua omastamisel keskkonnast (Zhang ja Normak, 1996).

Pindseotud poliisahhariidse kapsli siintees on UPEC tiivede seas tisna levinud. Kapsel tagab
steerilise barjdiri, kaitstes nii vidlismembraani peremeesorganismi kaitsemehhanismide eest.
Kapsel on tugevasti seotud raku pinnaga ning enamikel juhtudel sisaldab K (kapsli)-antigeeni.
Kodige enam on bakterimaailmas levinud K1 tiilipi kapsel, aga esineb ka teisi kapslite tiiiipe,
nditeks K2, mida ekspresseerib ka kdesolevas to0s kasutatav uropatogeenne E. coli tiivi
CFT073 (Johnson, 1991). Bakterimaailmas enamlevinud K1 tiilipi kapsel koosneb omavahel
seotud N-atsetiililneuramiinhappejadkidest ning omab kaitsefunktsiooni faagide ja
peremeesorganismi komplemendisiisteemi eest. Samuti méangib K1 tiitipi kapsel rolli ka IBC-
de moodustamisel (Allen jt, 1987; Anderson jt, 2010; Scholl jt, 2005). Uropatogeensel E. coli-
| esinev K2 kapsel koosneb teihhoiinhappe-laadsest poliimeerist. Edukalt on demonstreeritud
K2 kapsli rolli E. coli uropatogeense tiive puhul, kus kapsel kaitseb komplemendisiisteemi
liilisiva toime eest ja annab ka eelise kuseteede koloniseerimisel vorreldes tiivega, mis sellist

tiiipi kapslit ei oma (Buckles jt, 2009).

1.3.2 Virulentsuse regulatsioon

Kogu virulentsus on UPEC-i puhul védga korgelt reguleeritud ning faktorid, mis osalevad
kuseteede infektsiooni tekitamises, on olulised ka patogeeni verre tungimiseks ning seal ellu
jaamiseks (Smith jt, 2010).

E. coli CFTO073 tiivele omase eksopoliisahhariidi, kolaanhappe, siintees toimub ainult
kindlates keskkonnatingimustes, olles reguleeritud kahekomponendilise Rcs-fofaatraja poolt,
mida on seostatud biofilmi moodustamise ja kuivamise drahoidmisega. Eksopoliisahhariid
(kolaanhape) mingib olulist rolli ka UPEC-i seerumitolerantsuses (Miajlovic jt, 2014).
Kahekomponendilise Rcs-fosfaatraja poolt reguleeritud kolaanhappe biosiintees on vajalik
peptidogliikaankihti mitte-omavatele E. coli rakkudele taastumiseks ja ellujdamiseks de novo
rakuseina stinteesil. Seerumitolerantne E. coli CFTO073 tiivi v0ib sarnaselt siinteesida
kolaanhapet, et taastuda seerumi komplemendi kahjulikust toimest (Miajlovic ja Smith,
2014).

Kuid Rcs-fosfaatrada pole ainuke regulaator, mis E. coli tiive CFT073 virulentsust mdjutab.
AraC perekonna valgud MarA, Rob ja SoxS on olulised transkriptsioonifaktorid, mis

reguleerivad UPEC-i virulentsust dgeda neerupodletiku korral (Casaz jt, 2006). On {isna
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toendoline, et paljud UPEC-i virulentsusfaktorid, mis osalevad UTI tekkimises, on olulised ka

seerumis ellujddmiseks (Smith jt, 2010).

Vilismembraani terviklikkuse ja struktuuri siilitamine on olulised seerumitolerantsuse
tagamisel. UPEC on vdimeline siduma vilismembraanis paiknevate valkudega
komplemendisiisteemi faktoreid, tagades nii veres ellujdamise. UPEC-i poolt ekspresseeritud
OmpA valk seob edukalt komplemendisiisteemi reguleerivat valku C4b, inhibeerides nii

komplemendisiisteemi raja ning patogeeni liitisimist el toimu (Miajlovic ja Smith, 2014).

1.3.3 Bakteripopulatsiooni heterogeensus

Lisaks virulentsusfaktoritele ja nende regulatsioonile, on teada, bakteripopulatsioon ei ole
alati homogeenne (Bigger, 1944). Mikroobipopulatsioonide vdime jddda ellu muutuvates
keskkonnatingimustes on seotud fenotiilibilise heterogeensusega. Mdisted ,,fenotiiiibiline
varieeruvus®“ ja ,.fenotliiibiline heterogeensus® viitavad epigeneetilistele populatsiooni
variatsiooni allikatele, mis ei hdlma genoomisiseseid muutusi. Tavaliselt on sellised muutused

meta- voi ebastabiilsed ning pole pdlvest pdlve paranduvad (Dhar ja McKinney, 2007).

Fenotiiiibiline heterogeensus voimaldab bakterirakkudel ellu jddda vaatamata bakteritsiidsete
ainete (antbiootikumide) mojule. Selliseid bakteripopulatsiooni-siseseid rakke nimetatakse
persistoriteks. Persistorid on rakud, mis moodustavad fenotiiiibiliselt erineva subpopulatsiooni
geneetiliselt sarnases bakteripopulatsioonis. Persistentsus on bakteripopulatsioonis mééduv ja

mitte-paranduv fenotiilip ning ilmneb iseeneslikult (Dhar ja McKinney, 2007).

Ka inimese vere seerumi komplemendisiisteemi véltimise ning ellujagdmise voib E. coli
CFTO073 tiivele tagada bakteripopulatsiooni heterogeensus. Komplemendisiisteem liitisib kiill
enamuse jagunevatest CFT073 rakkudest vere seerumi juuresolekul, kuid vidiksemad
subpopulatsioonid suikunud ning kiiresti jagunevatest rakkudest on voimelised véltima
komplemendisiisteemi liitisivat toimet. Samuti kaitseb statsionaarse faasi suikunud seisund

rakke antibiootikumide toime eest (Putrins jt, 2015).
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2 Eksperimentaalosa

2.1 To606 eesmargid

Kiesoleva t06 eesmirgiks oli tdpsemalt uurida UPEC tiive CFT073 seerumitolerantsuse

mehhanisme. Selleks piistitati kaks eesmaérki.

1) Katkestada E. coli CFTO73 tiive genoomis marA ja rcsB geenid selleks, et edaspidi
uurida, mil méadral nende geenide poolt kodeeritud regulaatorvalgud mdjutavad
seerumitolerantsust.

2) Uurida CFTO073 tiive poliisahhariidse kapsli rolli bakteri seerumitolerantsuses nii
Kiiresti jagunevate eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude kui ka statsionaarse

kasvufaasi rakkude korral.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakteritiived, so6tmed, plasmiidid

Kéesolevas t66s kasutati Escherichia coli CFT073 (Mobley jt, 1990; Welch jt, 2002)

bakteritiive. T60s kasutatud E. coli CFTO73 ksl geeni suhtes mutantne tiivi (ei siinteesi K2

poliisahhariidset kapslit) on périt H. Mobley laborist (Buckles jt, 2009). Kasutatud tiived ja

plasmiidid on kantud tabelisse 1.

Tabel 1. To6s kasutatud tiived ja plasmiidid.

Nimetus Iseloomustus Allikas

E. coli tiivi

CFTO073 wt Serotiiip 06:K2:H1, isoleeritud &dgeda neerupdletikuga | Mobley,  1990;
patsiendi verest. Welch jt, 2002

CFTksl CFTO073 Aksl(k2)ABCDE, K2 kapslit mitte-siinteesiv tiivi. Buckles jt, 2009

CFTrcsB::Km CFTO73 ArcsB::Km Kéesolev t60

CFTmarA::Km CFTO073 AmarA::Km Kéesolev t60

CFTrcsB CFTO073 ArcsB Kéesolev t00

CFTmarA CFTO073 AmarA Kéesolev t60

PLASMIID

pKD13 Madala koopiaarvuga plasmiid, milles kanamiitsiinigeeni | Datsenko ja
otstes on FRT (inglise keeles flippase recognition target) | Wanner, 2000
dratundmise jarjestused. Kanamiitsiini resistentsus.

pKD46 Madala koopiaarvuga plasmiid, mis ekspresseerib  Red- | Datsenko ja
rekombinaasi suisteemi. Red-rekombinaasi geenide | Wanner, 2000
ekspressioon on indutseeritav L-arabinoosiga.
Temperatuuritundlik replikatsioon. Ampitisilliini resistentsus.

pCP20 Madala koopiaarvuga plasmiid, mis ekspresseerib Flp- | Cherepanov ja
rekombinaasi geeni(e). Temperatuuritundlik replikatsioon. | Wackernagel,
Flp-rekombinaasi ekspressioon on temperatuuriga | 1995
industseeritav. Ampitsilliini ja klooramfenikooli resistentsus.

pETgfp- GFP (ingl green flourescent protein) mut2 geeni kandev | Vimberg jt, 2007

mut2AGGAGG | plasmiid. GFP ekspressioon on IPTG (isopropiiil-D-

tiogalaktopiiranosiid)  poolt  indutseeritava  promooteri

kontrolli all. Kanamiitsiini resistentsus.
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Bakterite kasvatamiseks kasutati LB-Lennox Difco™ vedel- ja tardsddet, millele oli lisatud
vastavalt  kanamliitsiini ~ 10ppkontsentratsiooniga 25  pg/ml  vdi  ampitsilliini
16ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml. Elektroporatsiooni-jargseid (punkt 2.2.5) rakke kasvatati
SOC (ingl super optimal broth with catabolite repression) vedelsé6tmes, mis oli saadud
gliikkoosi (16ppkontsentratsiooniga 20 mM) ja MgSO, (Ioppkontsentratsiooniga 10 mM)
lisamisel SOB (ingl super optimal broth) vedelso6tmesse.

Tabel 2. Toos kasutatud praimerid. Praimereid marA-Km1, marA-Km2, rcsB-Km1 ja rcsB-
Km?2 kasutati kanamiitsiini geeni amplifitseerimiseks plasmiidilt pKD13. Praimerite 3’ otsas
on kanamiitsiinigeeniga komplementaarne ala margitud paksus kirjas. Praimereid marA-up,
marA-down, rcsB-up ja rcsB-down kasutati  kontroll-PCR reaktsioonis veendumaks
geenikatkestuse  edukast toimumisest. Praimerid  disainiti  kasutades veebilehte

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome.

Praimeri
nimetus | Praimeri jéirjestus

marA-Kml | 5’-cttgagcatttgcttaagaaagtcctgccgtaaacgaaaaaagaggtatgattccggggatecgtegace-3°

marA-Kmz2 | 5’-ttgcctcagtgacgttgtcacgttatcaactagttgttgtaatgatttaatgtaggctggagctgcettcg-3°

rcsB-Kml | 5°-tgaaacgctggaacatctgattcgtttgctgtagcaaggtagectattacatgattceggggatccgtegace-3°

resB-Km2 | 5°-ctgacgcgtcttatctggectacaggtgattagtctttatctgccggacttgtaggetggagcetgetteg-3°

marA-up 5’-aaaacctgacggcggacg-3’

marA-down | 5’-cgcagttgctattgcggata-3’

rcsB-up 5’-tgctaaatctggtaccegge-3°

rcsB-down | 5’-atccggcaatcegtgcaaat-3’

2.2.2 DMSO sailituskultuuri valmistamine

DMSO siilitusultuuri valmistamiseks kasvatati rakke iile66 LB vedelsotmes ning jargmisel
paeval tehti sellest lahjendus virskesse LB vedelsootmesse nii, et ODgo 0leks ~ 0,05. Rakke
kasvatati seejarel umbes 2 tundi ODgyp ~ 0,8-ni. Rakukultuurile lisati DMSO-d
(dimetiitilsulfoksiid) 8% 1dppsisalduseni ning jagati 120 pl kaupa tuubidesse. DMSO kultuuri

sdlitati -80°C juures. Kogu protsessi teostati jadkastil.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome

2.2.3 Glitserooli sdilituskultuuride valmistamine

Bakterikolooniast inokuleeriti rakud 3 ml LB vedelso6tmesse ning kasvatati iiledd vastaval
temperatuuril. Uledd kultuure hoiti enne siilituskultuuride valmistamist jail. 1,5 ml iiledo
kasvanud kultuurile lisati seejarel 0,5 ml 60% gliitserooli ning segati ornalt. Salituskultuure

hoiustati tuubides -80°C juures.

2.2.4 PCR (polymerase chain reaction- poliimeraasi ahelreaktsioon)

Reaktsioonisegu 16ppmaht oli 50 pl, sisaldades jargmisi komponente: ampflifitseeritavat
DNA-d (vastavalt, kas siis bakterirakud voi plasmiid), 1 u FirePol ® DNA poliimeraasi
kontsentratsiooniga 5u/ul, 10 pmol eelnevalt disainitud praimereid, SolisB 10-kordset puhvrit
1-kordse 16pplahjendusega, 25 mM MgCl,-te 16ppkontsentratsiooniga 2,5 mM, 10 mM dNTP
16ppkontsentratsiooniga 0,2 mM ning destilleeritud vett. PCR-i ldbiviimiseks kasutati masinat
Eppendorf Mastercycler personal. Reaktsiooni korrati 26-30 tsiiklis: 94°C 30 sekundit, 54-
60°C (olenevalt praimeri seondumistemperatuurist) 30 sekundit, 72°C 2 minutit, 72°C 2

minutit.

PCR-i produkte vaadeldi 1% agaroosgeelil, millele oli lisatud etiidiumbromiidi
1oppkontsentratsiooniga 0,2-0,5ug/ml. Geelelektroforeesi teostati 100 V juures, 1X TAE

puhvris. Geeli vaadeldi UV-valguses.

2.2.5 Kompetentsete rakkude valmistamine

Kompetentsete rakkude valmistamiseks inokuleeritit rakud 3 ml LB vedels6otmesse. Rakke
kasvavati tile66 30°C vdi 37°C juures loksutil Sanyo orbital incubator . Jargmisel paeval tehti
rakukultuurist 200-kordne lahjendus 50 ml virskesse SOB so6tmesse ning kasvatati 500 ml
kolbides loksutil seni, kuni rakukultuuri ODggp oli joudnud ~0,3-ni. Seejarel pandi rakud jadle
ning jahutati 20 minutit. Jahtunud rakukultuur valati steriilsesse 50 ml tuubi, mida oli
eelnevalt hoitud jdal. Seejdrel toimus rakkude korduv tsentrifuugimine 3000g juures 15
minutit temperatuuril 4°C: I tsentrifuugimine, mille jérel eemaldati supernatant ning rakud
suspendeeriti 25 ml kiilmas 10% gliitserooli lahuses; II tsentrifuugimine, mille jérel toimiti
samamoodi nagu | etapis, kuid 25 ml asemel suspendeeriti 10 ml kiilmas 10% gliitserooli

lahuses; III etapp kordab II tsentrifuugimise etappi ning viimase, IV, tsentrifuugimise jirel
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lisati sademele 400 pl 10% gliitserooli ning jagati 50 ul kaupa epsidesse. Saadud

kompetentseid rakke sdilitati -80°C juures.

2.2.6 Elektroporatsioon

Elektroporatsioon teostati 0,2 cm kiivettides, milles segati kokku 50 pl kompetentseid rakke
ning vastav kogus PCR-il saadud DNA fragmente voi plasmiidi, mida sooviti rakkudesse
sisestada. Tranformatsioon viidi 14bi masinaga GenePulse Xcell programmiga E.coli 2,5 kV
25 mF 200 Q, millele jargnes kohene 1 ml sooja SOC so66tme lisamine. PCR-i produktide
poreerimisel kasutati SOC so6det, millele oli lisatud L-arabinoosi 16ppkontsentratsiooniga 1
mM. Elektroporeeritud rakke kasvavati 1-2 tundi, kas 37°C vai 30°C juures. Pdrast kosumist,
inokuleeriti rakud selekteerimiseks LB tardsdotmeplaadile, millele oli lisatud kanamiitsiini

16ppekontsentratsiooniga 25 pg/ml voi ampitsilliini 16ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml.

2.2.7 Verest seerumi eraldamine

Veenivere proovid voeti hea tervise juures olevalt vabatahtlikult doonorilt. Verel lasti seista
30 minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti 1700g juures 10 minutit. Seerum eraldati, jaotati
350 ul kaupa tuubidesse ning hoiustati -80°C juures. Enne katse sooritamist valiti sobiv kogus
seerumit ning sulatati ja uuesti ei kiilmutatud. Kontrollkatsetes kasutati ka kuumaga
inaktiveeritud  seerumit, millel  puudub  bakterirakke lidisiv  toime.  Seerumi
komplemendisiitseem inaktiveeriti vahetult enne Kkatset, inkubeerides seda 56°C juures 30

minutit.

2.2.8 E. coli CFT073 tiive seerumitundlikuse katse

Uuritava tiive DMSO siilituskultuurist tehti 1:100 lahjendus vérskesse filtreeritud LB
vedelsootmesse ning kasvatati aeroobsetes tingimustes, kas statsionaarse (20 tundi) vo1
eksponentsiaalse (2-3 tundi) kasvufaasini. Et indutseerida eelnevalt elektroporatsioonil (punkt
2.2.6) rakkudesse viidud pETgft-mut2ZAGGAGG plasmiidilt GFP (ingl green fluorecsent
protein) fluorestseeruva valgu siinteesi, lisati LB vedelsdotmesse IPTG (isopropiiiil-D-
tiogalaktopiiranosiid) 16ppkontsentratsiooniga 1 mM. Rakud sadestati, pesti ja lahjendati 1X
PBS-is ODggo 0,1-ni. Rakud inokuleeriti 1:1 HIS-i (heat inactivated serum), seerumisse, LB-

sse ja 1X PBS-i (fosfaatpuhver). Rakke inkubeeriti 37°C juures loksutamata. Proovid voeti
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kindlates ajapunktides (0, 60, 120 ja 150 min) ning lahjendati 1X PBS-is. Lahjendatud
proovidest kanti 5 pl LB tardso6tmega plaatidele ning inkubeeriti 37°C juures {iiledo.

Jargmisel paeval loendati kolooniad ning arvutati CFU (colony-froming units).
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2.3 Tulemused

2.3.1 Geenide rcsB ja marA katkestamine Escherichia coli CFT073 tiivel

Selleks, et uurida Eschericha coli CFT073 seerumitolerantsuses osalevaid faktoreid, tuli 14bi
viia mitmeid geenikatkestusi. Katkestuste abil piiiame moista deleteeritavate geenide poolt
kodeeritavate regulaatorvalkude vajalikkust seerumis ellujagdmisel. marA ja rcsB
geenidefektsete tlivede konstrueerimiseks kasutasime Datsenko ja Wanneri (2000)

metoodikat.

Homoloogiliseks rekombinatsiooniks nimetatakse protsessi, mille kdigus toimub, kas iihe
molekuli piires vOi kahes erinevas DNA molekulis sarnase jirjestusega DNA regioonide

vahetumine. Meie poolt kasutatav meetod pdhineb A faagi rekombinatsioonisiisteemil.

2.3.1.1 Faag A Red-rekombinaasi kodeeriva plasmiidi pKD46 viimine CFT073 tiivesse

Selleks, et saaks toimuda homoloogiline rekombinatsioon meid huvitava geenijirjestuse ja
rakku viidava PCR fragmendi vahel, pidime E. coli CFT073 tiivesse viima faag A Red-
rekombinaasi kodeeriva plasmiidi pKD46. Selleks, et indutseerida Red-rekombinaasi geenide
ekspressiooni antud plasmiidilt, tuli bakterite kasvukeskkonda lisada L-arabinoosi. Plasmiidi
viimiseks rakkudesse muutsime bakterirakud elektrokompetentseks (Kirjeldatud punktis
2.2.5). Kompetentsetesse rakkudesse elektroporeerisime plasmiidi pKD46 nii nagu Kirjeldatud
punktis 2.2.6. Kuna antud plasmiidi puhul on tegemist temperatuuritundliku ja
antibiootikumiresistentsust omava plasmiidiga, siis panime rakud elektroporatsiooni jargselt
kosuma 30°C juurde. Tunni moodudes kiilvasime pohja fuugitud rakud LB tardst6tme
tassidele, millele oli lisatud ampitsilliini l1dppkontsentratsiooniga 100 pg/ml ning kasvatasime
30°C juures, et selekteerida plasmiidi kandvad bakterirakukolooniad. pKD46 plasmiidi
kandvatest rakkudest tehti kompetentsed rakud (punkt 2.2.5, kuid iiledokultuuri lahjendus
tehti SOB sodtmesse, mis sisaldas L-arabinoosi 16ppkontsentratsiooniga 1 mM ja ampitsilliini

16ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml).

2.3.1.2 PCR kanamiitsiini resistentsust omavalt plasmiidilt pKD13

PCR-i labiviimiseks plasmiidilt pKD13, tuli meil konstrueerida vastavad praimerid: marA-

Km1, marA-Km2, rcsB-Km1, rcsB-Km2 (praimerite jarjestused on kantud tabelisse 1). Need
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praimerid on komplementaarsed plasmiidis pKD13 asuva Km (kanamiitsiin) geeni regiooniga
ja nende abil on vdimalik amplifitseerida PCR produkt, mis sisaldaks tervet Km
resistentsusgeeni jérjestust ja 100 bp ulatuses DNA-d marA voi rcsB geeniga kiilgnevatest
genoomi regioonidest. PCR sooritasime nagu on kirjeldatud punktis 2.2.4 — reaktsiooni
kordasime 30 tsiiklis: 94°C 30 sekundit, 59°C 30 sekundit, 72°C 2 minutit ning tdiendavad 2
minutit 72°C juures. PCR-il saadud DNA fragmente puhastasime MSB®™ Spin PCRapace and

Invisorb® Fragment CleanUp KIT-i kasutades.

2.3.1.3 PCR produkti viimine kompetentsetesse pKD46 plasmiidi kandvasse E. coli CFT073

tiivesse

Selleks, et viia PCR-i amplifikatsioonil saadud DNA fragment kompetentsetesse E. coli
CFT073 [pKD46] rakkudesse, teostasime elektroporatsiooni (kirjeldatud punktis 2.2.6). Pérast
poreerimist lisasime rakkudele koheselt sooja SOC soddet, millesse oli lisatud L-arabinoosi
10ppkontsentratsiooniga 1 mM. Poreeritud rakke kasvatasime seejérel ~2 tundi, misjarel 1/10
bakterikultuurist kiilvasime kanamiitsiini (Idppkontsentratsiooniga 25 pg/ml) sisaldavatele LB
tards6otme plaatidele ning lasime iile66 kasvada 37°C juures. Kuna plasmiidi pKD46
replikatsioon on temperatuuritundlik, siis 37°C juures peaks eeldatavasti antud plasmiid
rakkudest elimineeruma. Mitte koik tardsootmele kasvanud kolooniatest polnud soovitud
geenikatkestusega. Selleks, et leida katkestatud geeni kandvaid kloone, teostati PCR
kontrollreaktsioon vastavalt, kas marA-up ja marA-down voi rcsB-up ja rcsB-down
praimeritega (tabel 2). Geenikatkestust kandva klooni PCR-produkti oodatav pikkus oli 1500
bp (joonis 2).

2.3.1.4 Kanamiitsiini resistentsuse vilja rekombineerimine mutantsest tiivest

Saadud mutantide genoomis olev kanamiitsiini resistentsust tagav geen on tegelikult raku
metabolismile {isnagi koormav ning v3ib mojutada edasisi katse tulemusi (fenotiilip voib
muutuda). Seetottu rekombineerisime bakterirakkudest vastava geeni vélja, et meil oleks
taielikult puhta deletsiooniga mutandid. Jarjestus-spetsiifilise rekombinatsiooni labiviimiseks
tegime mutantsest tiivest kompetentsed rakud nii nagu punktis 2.2.5, kus kasutatud
so0tmetesse  lisasime  kanamiitsiini  10ppkontsentratsiooniga 25 ug/ml.  Saadud

kompetentsetesse rakkudesse viisime elektroporatsiooni (punkt 2.2.6) teel plasmiidi pCP20
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(temperatuuritundliku replikatsiooniga, ampitsilliini ning klooramfenikooli resistentsusgeeni
omav rekombinaasi geeni ekspresseeriv plasmiid). Poreeritud rakud kiilvasime ampitsilliin
(Idppkontsentratsiooniga 100 png/ml) sisaldavale LB tardsodtmetassile. Rakke kasvatasime
ile6o 30°C juures. Selleks, et ekspresseerida rekombinaas ja elimineerida rakkudest pCP20
plasmiid, kiilvasime kolooniad LB tardsodtmetassidele ning kasvatasime iile66 43°C juures.
Tekkinud kolooniad olid moodustanud tdielikult kanamiitsiini resistentsuse kaotanud ja

plasmiidi mitte-sisaldavad geenideletsiooniga marA ja rcsB E. coli CFT073 tiive rakud.

Selleks, et kontrollida, kas kanamiitsiini geen on vilja rekombineerunud, teostasime kontroll-
PCR-i praimeritega marA-up, marA-down, rcsB-up ja rcsB-down (tabel 2). Kontrolliks
votsime kanamiitsiinigeeni insertsiooniga mutandi. Ilma Km geenita ja edukalt katkestatud
geeni puhul on PCR-i produkti pikkus alla 500 bp (joonis 2A, rada 3. ja joonis 2B, rada 6.),
Km geeni olemasolul on PCR-il tekkinud fragmendi pikkus umbes 1500 bp (joonis 2A, rada
2. ja joonis 2B, rada 5.). Seega nitasid kontroll-PCR-i tulemused, et dnnestus konstrueerida

marA ja rcsB geenide suhtes defektsed CFT073 tiived.

A 1. 2. 3. B. T 4. Wk Ve
5000w 5000 ....'. 4

1500 | @ - 1500 e .

500 w- 500

LR B

Joonis 2. Kontroll-PCR geelipilt. Rajad 1. (joonis 2A) ja 4. (joonis 2B) — DNA marker
(Thermo Scientific™ O'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, Ready-to-Use - 75-20,000 bp).

A) E. coli tuvi CFT073 marA geeni suhtes defektne tlivi — CFTmarA (rada 3.) , kontrollina
kasutasime E. coli tuvi CFT073 marA::Km (rada 2.). PCR reaktsioonis kasutasime
marA-up ja marA-down praimereid (tabel 2).

B) E. coli tuvi CFT073 rcsB geeni suhtes defektne tlvi — CFTrcsB (rada 6.), kontrollina
kasutasime E.coli tivi CFT073 rcsB::Km (rada 5.). PCR reaktsioonis kasutasime

rcsB-up ja rcsB-down praimereid (tabel 2).
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2.3.2 Poliisahhariidse kapsli roll E. coli tive CFT073 seerumitolerantsuses

E. coli CFTO073 tiivi isoleeriti akuutset pilielonefriiti pdodeva patsiendi verest (Mobley jt, 1990;
Welch jt, 2002). Varasemalt on ndidatud, et tegemist on tiivega, mida inimese vere Seerumis
olev komplemendisiisteem ei suuda liiisida (Buckles jt, 2009). Meie t60grupis on aga
kirjeldatud, et kuigi tegemist on tiivega, mis suudab vere Seerumis iisna histi ellu jadda, siis
osa bakteripopulatsioonist siiski liitisub (Putrin$ jt, 2015). Tdpsemalt naidati, et mitte-
jagunevad statsionaarse faasi rakud suudavad histi vastu seista seerumi liiiisivale toimele.
Samas jagunevatest rakkudest osa liilisub ja vaid osa kiiresti jagunevaist rakkudest suudab
ellu jadada (Putrins jt, 2015). Meid huvitas, milliseid mehhanisme kasutavad erinevad bakterite
alampopulatsioonid seerumis ellujddmiseks. Varasemalt oli teada, et poliisahhariidne kapsel
on CFTO073 jaoks oluline virulentsusfaktor seerumi talumiseks (Buckles jt, 2009; Miajlovic jt,
2014), kuid jagunevaid ja mitte-jagunevaid rakke ei vorreldud samaaegselt. Seetdttu
otsustasime teha katse nii eksponentsiaalse faasi kui ka statsionaarse faasi CFT073 algse
metsiktiiiibi ja kapsli suhtes defektse ksl tiive rakkudega. Katse tarvis kasvatasime eelnevalt
rakke, kas 20 tundi (statsionaarne faas) voi 2-3 tundi (eksponentsiaalne faas) vedelas LB
sootmes. Kasvanud rakkude lahjendustest (ODggo 0,1) inokuleeriti 1:1 suhtes vastavalt HIS-i,
seerumisse, PBS-i ja LB-sse. Erinevates ajapunktides lahjendati proove fosfaatpuhvrisse ning
kanti 5 pl LB tardsootmetassidele ning inkubeeriti 37°C juures iiledd. Jargmisel péeval loeti
kolooniad ja arvutati CFU. Nii statsionaarsete kui eksponentsiaalsete rakkudega katset teostati

3 korduses.
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Joonis 3. E. coli CFT073 metsiktiilibi (WT) ja ksl-mutantse tiive (ksl) kasvamine LB-
vedels66tmes ja fosfaatpuhvris (PBS). Graafik A — E. coli CFT073 metsiktaubi ja ksl-
mutantse tive eksponentsiaalse faasi rakkude arvukus 1 ml LB-s ja PBS-s. Rakke kasvatati
eelnevalt LB vedelsddtmes 2-3 tundi (eksponentsiaalne faas). Graafik B — E. coli CFT073
metsiktilbi ja ksl-mutantse tlve statsionaarse faasi rakkude arvukus 1ml LB-s ja PBS-s.
Rakke kasvatati katsele eelnevalt 20 tundi LB vedelst6tmes statsionaarse kasvufaasini.
Kasvanud rakkude lahjendustest (ODggo 0,1) inokuleeriti 1:1 suhtes vastavalt PBS-i ja LB-
sse. Erinevates ajapunktides lahjendati proove fosfaatpuhvrisse ning kanti 5 uyl LB
tards66tmetassidele ning inkubeeriti 37°C juures Uledd. Jargmisel paeval loeti kolooniad ja

arvutati CFU. Graafikul on esitatud kolme katse keskmised ja standardhalve.
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Joonis 4. E. coli CFT073 metsiktiitibi (WT) ja ksl-mutantse tive (ksl) kasvamine
kuumutatud seerumis (HIS) ja inimese vere seerumis (Serum). Graafik A — E. coli
CFTO073 metsiktltbi ja ksl-mutantse tive eksponentsiaalse faasi rakkude arvukus 1 ml HIS-s
ja seerumis. Katsele eelnevalt kasvatati rakke 2-3 tundi eksponentsiaalse kasvufaasini LB
vedelsddtmes. Graafik B — E. coli CFT073 metsiktluubi ja ksl-mutantse tlve statsionaarse
faasi rakkude arvukus 1ml HIS-s ja seerumis. Katsele eelnevalt kasvatati rakke 20 tundi
statsionaarse kasvufaasini LB vedels66tmes. Kasvanud rakkude lahjendustest (ODgy 0,1)
inokuleeriti 1:1 suhtes vastavalt HIS-i ja inimese vere seerumisse. Erinevates ajapunktides
lahjendati proove fosfaatpuhvrisse ning kanti 5 pl LB tardsootmetassidele ning inkubeeriti
37°C juures (ile6d. Jargmisel paeval loeti kolooniad ja arvutati CFU. 10° CFU/mlI oli vaikseim
arvukus, mida oli voimalik detekteerida. Graafikul on esitatud kolme katse keskmised ja

standardhalve.
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Nii statsionaarse kui ka eksponentsiaalse kasvufaasi puhul on néha, et molema tiive puhul ei
toimu aktiivset kasvu fosfaatpuhvris, kiill aga LB-s (joonis 3A ja 3B). Eksponentsiaalse faasi
rakkude kasv algas koheselt pdrast rakkude inokuleerimist s66tmesse katse alguses (joonis
3A), statsionaarse faasi rakkude kasv algas parast 60 minuti moodumist katse algusest (joonis
3B). Kohene eksponentsiaalsete rakkude kasvamine on tingitud sellest, et rakud on log-faasis,
kus toimub aktiivne rakkude jagunemine, statsionaarses faasis on rakud lag-faasis, kus
aktiivset rakkude jagunemist ei toimu.

Eksponentsiaalse faasi aktiivselt jagunevate E. coli tivi CFT073 (WT) rakkude arvukus
touseb aktiivselt nii seerumis kui HIS-s. Kapslimutantse tiive (ksl) ekponentsiaalse kasvufaasi
rakkude arvukus ei kasva HIS-s nii aktiivselt kui metsiktiitibi (WT) arvukus ning katse
esimese tunni jooksul langeb ksl-defektse tiive rakkude arvukus allapoole detekteermispiiri
(10° CFU/mI) (joonis 4A). Statsionaarse faasi aktiivselt mitte-jagunevate metsiktiiiibi (WT)
rakkude arvukus ei touse katse esimese tunni jooksul (rakud on lag-faasis) kuid edasine kasv
on mérgatav nii seerumis kui HIS-s (joonis 4B). Samal ajal on méirgatav kapslimutantse tiive
(ksl) arvukuse jarsk langus seerumis juba pérast 60 minuti moddumist. ksl-defektse tiive
arvukus 120. ja 150. minutil langeb veelgi. Huvitaval kombel ei toimu kapslimutantse (ksl)

tiive rakkude kasvamist HIS-s ning arvukus jdab katse 1opuni samale tasemele (joonis 4B).

Kuna metsiktiiiibi ja ksl-defektse tiive kasv kuumutatud seerumis (HIS) oli erinev (joonis 4A
ja 4B), siis arvutasime CFT073 metsiktiiiibi ja ksl-mutantse tiive ellujddmust inimese vere
seerumis vorrelduna HIS-ga. Selleks vordlesime igas ajapunktis rakkude arvukust seerumis ja

eelnevalt kuumutatud seerumis (HIS). Elluyjddnud rakkude protsenti arvutasime jdrgmise

valemi abil: Seerum (CFU/ml) x 100%/ HIS (CFU/ml).
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Joonis 5. Inimese vere seerumis ellujaamuse % (vorreldes HIS-s ellujaamusega) E. coli
CFT073 metsiktiaiubil (wt) ja ksl-mutantsel tivel (ksl). Graafik A — E.coli CFT073
metsiktilbi ja ksl-mutantse tive eksponentsiaalse faasi rakkude ellujagdmus inimese 50%
vereseerumis. Graafik B — E.coli CFT073 metsiktiibi ja ksl-mutantse tlive statsionaarse
faasi rakkude ellujgdmus inimese 50% vereseerumis. Kapsli suhtes defektse tlve (ksl)
eksponentsiaalselt kasvavate rakkude CFU/mI seerumis langes juba 60 minuti méddudes
alla detekteerimispiiri (10° CFU/ml), mistdttu polnud ellujaédnud rakkude % véimalik vélja

arvutada.

Eksponentsiaalse faasi metsiktiive rakkude liitisimist seerumi komplemendi poolt ei toimunud
(joonis 5A). Samal ajal toimus efektiivne kapslimutantsete eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkude liitisimine (joonis 4A ja 5A). Kuna kapslimutandi (ksl) CFU/mI langes juba 60 minuti
mooddudes alla detekteerimispiiri, milleks oli 10° CFU/m, siis polnud voimalik vilja arvutada
ellujaanud rakkude %. Saame hinnata, et parast 60 minuti méddumist oli vahem kui 0,01%

(detekteerimispiir) ksl geeni defektsetest rakkudest seerumis ellu jddnud (joonis 5A).

Katse tulemustest selgub ka, et iile 70% metsiktiive statsionaarse faasi rakkudest suutsid
seerumis pdrast 60 minuti méodumist ellu jadda, ksl mutatandi ellujdamus langes aga 50%
ulatuses (joonis 5B). Ka pikemajalisel rakkude inkubeerimisel selgus, et oluliselt rohkem
metsiktiive (wt) seerum ei liiiisi. Samal ajal sdltus kapslimutantse tiive (ksl) ellujddmine
tugevalt sellest kui kaua rakke seerumis inkubeeriti. 120 ja 150 minuti moodudes katse

algusest langes kapsli suhtes mutantse tiive ellujdamus alla 5% (joonis 5B, 150 min).
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2.4 Arutelu

Antud t66s on kirjeldatud eelnevalt véljavalitud geenide marA ja rcsB katkestamist
uropatogeense E. coli CFT073 tiivel homoloogilise rekombinatsiooni meetodil, kus
kasutatakse A faagi Red-rekombinaasi siisteemi (Datsenko ja Wanner, 2000). T66 kdigus
selgus, et CFTQ73 tiives pole geenide katkestamine homoloogilise rekombinatsiooni meetodil
nii lihtne, kui E. coli laboritiives K-12. Ka kirjanduses on viidatud meetodi kasutamise
ebadnnestumisele patogeensetes E. coli tiivedes (k-a CFT073) (Lee jt, 2009).

Samas on mitmetes artiklites (Miajlovic jt, 2014; Buckles jt, 2009) nédidatud CFT073 tiive
puhul edukad geenikatkestused sama meetodit kasutades. Sellest inspireerituna piitidsime
erinevail viisil protokolli tdiendada — kompetentsete rakkude valmistamisel (kirjeldatud
punktis 2.2.5) pesime rakke 10% gliitserooliga enam kui 4 korda, elektroporatsioonil (punkt
2.2.6) lisasime kompetentsetele rakkudele rohkem DNA fragmente sisaldavat proovi
(vastavalt 400, 800 ja 1000 ng) ning sooritasime elektroporatsiooni-jargselt mitmeid
plaatimisi kohe peale 2 tunnist kosumist ning iile66 toatemperatuuril seisnud proovidest.
Kuna kompetentsete rakkude valmistamisel oli silmaga eristatav paksem kiht sadestatud
rakkude peal, siis eeldasime, et CFT073 tiive poolt moodustatav paks kapsel pole
gliitserooliga pestes piisavalt 6huke ning ei lase elektroporatsioonil DNA fragmentidel rakku
siseneda ja homoloogilist rekombinatsiooni ei toimu. Kapslist vabanemiseks pidi
kompetentsete rakkude valmistamisel 10% gliitserooliga pesemist sooritama mitmeid kordi

enam.

Kéesolevas to6s on Kkirjeldatud uropatogeense E. coli CFT073 metsiktiiiibi ning
kapslimutantse tiive statsionaarse ja eksponentsiaalse faasi rakkude seerumitolerantsust. Kuna
Kirjanduses on viidatud ksl geenikatkestuse koige suuremale mojule CFT073 tiive
seerumitolerantsusele (Buckles jt, 2009), valisime kapslimutantse tiive uurimaks ja
vordlemaks katse tulemusi juba avaldatud toodes (Miajlovic jt, 2014; Buckles jt, 2009)

esitatuga.

Antud artiklites (Miajlovic jt, 2014; Buckles jt, 2009) avaldatud tulemused iihtivad meie poolt
teostatud katse tulemustega. Kapsel on oluline komponent E. coli CFT073 tiive

seerumitolerantsuses.

Miajlovic jt (2014) t66s on ndidatud, et E. coli CFT073 tiivi on 50% inimese vere seerumile

resistentne. Kéesolevas t60s kasutasime samuti 50% seerumit ning tulemused tihtivad artiklis
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esitatuga. Lisaks nditavad Miajlovic jt (2014), et eksponentsiaalse kasvufaasi aktiivselt
jagunevad CFTO073 kapslimutantse tiive rakkude arvukus ei lange seerumis tdiesti nullini ning
mingi osa rakke jidb ellu. Kuna meie poolt libi viidud katses oli detekteerimispiiriks 10°
CFU/ml, siis ei saanud me tuvastada detekteerimispiirist allpool olevat rakkude arvukust ning

hinnata selle langemist tdiesti nullini (joonis 4A ja 5A).

Varasemalt on meie t06grupis ndidatud, et E. coli tiivi CFT073 seerumis ellujadnud rakud
pole homogeensed (Putrins jt, 2015). Seetdttu tekib kiisimus, kas kdik rakud (erinevad
alampopulatsioonid bakteripopulatisoonis) vajavad kapslit {ihtemoodi, et taluda vere seerumi
komplementi? Meie poolt teostatud katsed niitavad, et rakkude jagunemisel (eksponentsiaalse
faasi rakud) on kapsel eluliselt vajalik. Joonisel 5A on néha, et kapslimutant sureb Kkiiresti.
Seetdttu voib kindalt véita, et meie poolt esitatud katse tulemused on kooskdlas Miajlovic jt

(2014) avaldatud t66ga, kus tehti samuti katse eksponentsiaalse faasi rakkudega.

Samas on katse tulemustes selgelt eristatav, et statsionaarse faasi rakud ei vaja kapslit sama
palju kui aktiivselt jagunevad eksponentsiaalse faasi rakud. Meie katse tulemuste pdhjal
selgub, et mingi osa statsionaarse faasi rakkudest suudab 60 minuti jooksul peale seerumiga

kokku puutumist siiski vaatamata komplemendile ellu jadda (joonis 5B).

Hetkel on uurimise all olnud ainult CFU tase. Samas kui Putring jt (2015) avaldatud artiklist
on teada, et seerumis voivad ellu jddda nii jagunevad kui mitte-jagunevad rakud. Kuna kapsli
suhtes defektsesse tiivesse ja metsiktiilipi on viidud elektroporatsioonil (punkt 2.2.6) pETgfp-
mut2AGGAGG plasmiid, milles olev gfp geeni ekspressioon on indutseeritav IPTG poolt, siis
saab teostada tdiendavat analiilisi voolutsiitomeetriaga. Antud analiilisiga oleks voimalik
kindlaks teha, millised rakud jddvad kapslimutantsetest rakkudest vere seerumis ellu.

Kéesoleva t66 tulemused lubavad arvata, et ellu jadvad ainult mitte-jagunevad rakud.

Bakteriaalse infektsiooni ravimisel eeldatakse sageli, et kdik infektsiooni pdhjustavatest
rakkudest on iihesugused ning et antibiootikum mojub kd&ikidele rakkudele iihte moodi.
Erinevate infektsiooni pohjustavate patogeenide alampopulatsioonide olemasolul tuleks aga
ravimisel ldheneda neile erinevalt. Kapsel on UPEC-i puhul iiks maérklaudatest, mille
kaotamisega loodetakse uroinfektsioone ravida (Goller jt, 2014). Samas on ndidatud, et mitte
koik rakud ei pruugi populatsoonis kapslit siinteesida — esineb bakteripopulatsiooni
fenotiitibiline heterogeensus (King jt, 2015). Meie poolt teostatud katsed nditavad, et kuigi
kapsel on eluliselt vajalik aktiivselt jagunevate rakkude ellujadmiseks vere seerumis, pole see

sama oluline mitte-jagunevate rakkude jaoks.
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Edaspidi on oluline vilja selgitada, mis vOimaldab mitte-jagunevatel statsionaarse faasi
rakkudele ellu jddda ning kas on v3imalik leida viise muutmaks neid komplemendisiisteemile
tundlikumaks. Selliste rakkude seerumitolerantsuse kaotamine on seda olulisem, kuna on

teada, et mitte-jagunevad rakud ei allu ka antibiootikumiravile (Putrins jt, 2015).

31



Kokkuvote

Too eesmirgiks oli uurida UPEC tiive CFT073 seerumitolerantsuse mehhanisme, milleks
katkestati E. coli CFT073 tiives marA ja rcsB geenid, et tulevikus teostada katseid uurimaks
nende geenide poolt kodeeritud regulaatorvalkude méju CFT073 tiive seerumitolerantsusele.
Seerumitolerantsuse paremaks moistmiseks uuriti ka CFT073 tiive poliisahhariidse kapsli rolli

nii aktiivselt jagunevate kui ka mitte-jagunevate rakkude korral.

Geenide katkestamiseks CFT073 tiives kasutati homoloogilise rekombinatsiooni meetodit
(Datsenko ja Wanner, 2000). Valitud geenide suhtes defektsete tiivede konstrueerimine
osustus oodatust keerulisemaks, kuna tegu oli metsiktiiiipi tiivega, millele on omane paksu
kapsli olemasolu. Pika t66 tulemusena saavutati marA ja rcsB geenikatkestusega CFT073

tiived, mida kasutatakse edasises to0s.

Tuvastamaks poliisahhariidse kapsli rolli E. coli tiive CFT073 seerumitolerantsuses, teostati
katsed inimese vere seerumis nii aktiivselt jagunevate eksponentsiaalse faasi rakkude kui ka
mitte-jagunevate statsionaarse faasi rakkudega ning vorreldi tulemusi varem avaldatud
toodega (Buckles jt, 2009; Miajlovic jt, 2014). Katse tulemused iihtisid avaldatud t6ode
tulemustega, mille pohjal kinnitati fakti, et kapsel on eluliselt tdhtis aktiivselt jagunevate
rakkude jaoks. Samuti leiti, et mitte-jagunevad statsionaarse faasi rakud ei vaja
poliisahhariidset kapslit samavord kui aktiivselt jagunevad eksponentsiaalse faasi rakud, ning
et mingi osa statsionaarse faasi rakke (alampopulatsioon) suudab inimese vere seerumis ellu

jadda ka ilma kapslita.
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Factors that play role in blood serum tolerance of uropathogenic

Escherichia coli
Reti Anmann
Summary

The human urinary tract is one of the most common sites for bacterial infections.
Uncomplicated urinary tract infections (UTIs) account for over 14 million medical visits and
almost $4 billion in medical expenditures each year in the United States alone (Litwin jt,
2005). About 50% of women will experience a UTI at some point in life, while 25% will
experience a second UTI (Hunstad and Justice, 2010). Most UTIs develope when
microorganismis that colonize the periurethal mucosa acsend through the urethra to the
bladder to cause cystitis. The bacteria may breach the kidney parenchyma to enter
bloodstream, resulting in bacteremia (Buckles jt, 2009). Uropathogenic Escherichia coli
(UPEC) causes up to 90% of all diagnosed UTIs (Hunstad and Justice, 2010). E.coli CFT073
IS a prototypical urosepsis isolate and has been shown to resist the bactericidal effects of
serum (Mobley, 1990; Welch jt, 2002; Buckles jt, 2009).

In this thesis, factors that play role in serum resistance of uropathogenic E. coli strain CFT073
were under investigation. To identify determinants that contribute to the serum tolerance of
UPEC strain CFT073:

1) two mutants with deletations in marA or rcsB genes were constructed using one-step
chromosomal gene inactivation method (Datsenko ja Wanner, 2000)

2) survival in human blood serum of an isogenic ksl(k2) ABCDE mutant of E. coli strain
CFTO073 that could not synthesize the K2 capsule was compared with wild-type

CFTO073 using both exponential and stationary phase cells

It was found that using one-step chromosomal gene inactivation method (Datsenko ja
Wanner, 2000) to construct E. coli strain CFT073 mutants was not so easy as in laboratory
strains of E. coli. Also it was confirmed that K2 capsule is crucial for E. coli strain CFT073 to
avoid serum mediated killing as previously demonstrated (Buckles jt, 2009; Miajlovic jt,
2014). More importantly, K2 capsule is crucial for exponential phase cells, but subpopulation
of statsionary phase cells lacking K2 capsule can survive in blood serum and therefore resist

complement mediated Killing.
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