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INFOLEHT

bL31 paraloogide moju E. coli kasvufenotiiiibile erinevatel keskkonnatingimustel

Kahest erinevast subihikust koosnevad ribosoomid (30S ja 50S), sisaldavad nii rRNAd kui ka
valke, millest viimased vGivad omada ka paralooge. Selle t66 raames uuriti bL31 paraloogsete
r-valkude bL31A ja bL31B mdju E. coli kasvufenotiilibile lihiajalisest oksldatiivsest stressist

taastumisel ning statsionaarses kasvufaasis rakkude elumusele.

Varasemalt oli teada, et bL31A paraloogi sisaldavad rakud vdiksid kasvada pidevas okstidatiiv-
sest stressist paremini kui bL31B-d sisaldavad rakud. Samuti teati, et topeltdeletsioonitivi
MGAAB generatsiooniaeg on pikem paraloogi sisaldavate tlivede omast. Lisaks oli teada, et
eksponentsiaalses kasvufaasis on ribosoomides koosseisus enamasti valk bL31A ja statsio-

naarses faasis valk bL31B.

MarksGnade loend: ribosoom, ribosoomi valgud, paraloogid, bL31, oksiidatiivne stress, FACS,

ribosoomide heterogeensus.
CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Influence of bL31 paralogs on E. coli growth phenotype under different environmental con-
ditions

Ribosomes consisting of two different subunits (30S and 50S), contain both rRNA and proteins,

the latter of which may also have paralogs. In this work, effects on the E. coli growth pheno-

type when recovering from short-term oxidative stress and for cells growing in stationary

growth phase, were examined.

Previously, it was known that the cells containing the bL31A paralog may grow better from
constant oxidative stress than the cells containing the bL31B. It was also known that the gen-
eration time of the double-deletion strain MGAAB is longer than the strains containing the
paralogue. In addition, it was known that, in the exponential growth phase, the ribosomes are
mostly composed of protein bL31A and in the stationary growth phase it contains mostly

bL31B protein.

Keywords: ribosome, ribosomal proteins, paralogs, bL31, oxidative stress, FACS, ribosome het-

erogeneity.

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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LUHENDID

CRIM - (conditional-replication, integration, and modular plasmids) replikatsioonist séltuvad,

integreeritavad, modulaarsed plasmiidid

FACS - (fluorescence-activated cell sorter), fluorestsentsiga aktiveeritav rakusorter
LB - Luria-Bertani s66de

OD - (optical density), optiline tihedus

Pl — (propidium iodide), propiidium jodiid

S- Svedbergi uhik, sedimentatsiooni mddde tsentrifuugimisel

SILAC — (stable isotope labeling by amino acids in cell culture), stabiilsete isotoopidega margis-

tamine rakukultuuris aminohapete abil

ZUR - (zinc uptake regulator), tsingi rakku sisenemise regulaator



SISSEJUHATUS

Bakteri ribosoom sisaldab kolme erinevat rRNAd (23S, 16S ja 5S) ning rohkem kui viiskiimmend
erinevat ribosoomi valku (r-valgud), millest viimaste seas leidub ka paralooge. See tdhendab,
et valgu geen on duplitseerinud ning voimaldab vajadusel tihel valgul jatkata vana funktsiooni
taitmist, kuid teine voib omandada uue funktsiooni (Jensen 2001). E. coli’s on paralooge oma-

vaid valke kaks: bL31 ja bL36, millest antud t66s keskendutakse esimesele.

bL31 paraloogid bL31A ja bL31B kodeeritakse eri operonides paiknevatelt geenidelt. Kaks
valku on aminohappejarjestuse pdhjal killalt erinevad — identseid aminohappeid on vaid 40%

(NCBI BLASTp andmebaas).

bL31 paraloogide kohta oli molekulaarioloogia laboris kindlaks tehtud, et bL31A paraloogi si-
saldavad rakud kasvavad okstdatiivse stressis tingimustes paremini kui bL31B-d sisaldavad ra-
kud (Volonkin, 2018). Samuti oli teada, et topeltdeletsioonitiive MGAAB generatsiooniaeg on
kaks korda pikem kui mdlemat paraloogi sisaldaval metsiktitpi tlivel voi iht paraloogi sisal-
daval tiivel (Lilleorg et al. 2017). Lisaks oli teada, et eksponentsiaalses kasvufaasis on ribosoo-

mide koosseisus enamasti valk bL31A ja statsionaarses faasis valk bL31B (Lilleorg et al. 2019).

Kaesoleva t00 teoreetilises osas kirjeldatakse ribosoomi (ildist ehitus, tutvustatakse r-valkude
paralooge bakterites ja antakse (ilevaade Escherichia coli paraloogsest valgust bL31. Lisaks

vaadeldakse lihidalt ribosoomide heterogeensust.

Eksperimentaalse t66 eesmark on kindlaks teha, kas E. coli paraloogsetel valkudel bL31A-I vOi
bL31B-I on m&ju bakteri kasvufenotiilibile lihiajalisest vesinikperoksiidiga tekitatud okslida-

tiivsest stressist taastumisel voi rakkude elumusele statsionaarses kasvufaasis vaesel sootmel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Bakteri ribosoomi ehitus

Ribosoomi funktsioon nii eukariiootses kui prokartiootses rakus on DNA jarjestuselt transkri-
beeritud mRNA jarjestuse pohjal siinteesida elutegevuseks vajalikke valke. Selleks on ribosoo-
mil kaks subthikut: vdike subihik seob mRNAd ja kontrollib dekodeerivas tsentris koodon-
antikoodon paardumist (Brodersen et al. 2002) ja suur subihik seob tRNA-sid ning katalldsib
aminohapetevahelisi peptiidsidemete moodustumist (Connolly ja Culver 2009; Shajani, Sykes
ja Williamson 2011).

Bakteri ribosoomi vadike 30S (Svedbergi Uhik) ja suur 50S subiihik moodustavad omavahel
seondudes 70S sublihiku. Bakteriaalne ribosoom pannakse kokku kolmest rRNA molekulist.
Escherichia coli’s kodeerivad rRNA-d seitse operoni, mis on peaaegu identse jarjestusega, si-
saldades erinevas jarjekorras 5S, 16S, 23S rRNA-d ja tiht tRNA-d. Bakteri ribosoomis on vdhe-
malt 55 erinevat valku (Kaczanowska ja Ryden-Aulin 2007). Vaiksem, 30S subiihik koosneb 16S
rRNA-st (1541 aluspaari (base pair, bp)) ja 22. ribosoomi valgust (joonis 1) ning suurem, 50S
subiihik 23S (2905 bp) ja 55 (120 bp) rRNA-st (joonis 2), millele lisanduvad 33 ribosoomi valku
(Connolly ja Culver 2009; Nenad Ban et al. 2014). Vaikese subiihiku valke tdhistatakse S1-S21,
bTHX ja suures subiihikus on valgud L1-L6, L9-L25, L27-L36 (Shajani, Sykes, ja Williamson 2011;
Nenad Ban et al. 2014). Varem arvati, et leiduvad ka valgud L7, L8 ja L6. Selgus, et L7 on (iks
vorm valgust L12: L12 omab vaba N-terminaalset otsa, L7-| on aga N-terminaalne seriin ami-
noatsetileeritud (Gudkov 1997). L8 on kompleks ribosoomivalkudest L12 ja L10 (Pettersson,
Hardy ja Liljas 1976) ning L26 on identne vadikese subihiku valguga S20 (Wittmann 1974). Ri-
bosoomi valgud on oma nime saanud nende jaotumise jargi 2D elektroforeesil (number) ning
paiknemise jargi subihikus (L-large, suur subihik; S-small, vaikse subiihik) (Hindennach,
Kaltschmidt, ja Wittmann 1971). R-valkude nimetamiseks loodi 2014. aastal siisteem, kus ri-
bosoomi valgu nime ette lisatakse Uhetdheline tahis, andmaks llevaadet, millises domeenis
sellise valgu homoloogid on levinud. Selliseid lihendeid on kolm: u — universaalne, e — euka-
rioodispetsiifiline, b — bakterispetsiifiline (Ban et al. 2014).

Ribosoomi sublihikute vahelisi ihendusi (ihe subiihiku teatud molekulid interakteeruvad
teise sublihiku molekulidega) nimetatakse sildadeks. Ribosoomis on neid kokku 12: Bla, Blb,
B2a, B2b, B2c, B3, B4, B5, B6, B7a, B7b ja B8 (Liu ja Fredrick 2016). Neist vaid B1b on valk-valk

Uhendusega sild, tlejaanud on kas RNA-RNA voi RNA-valk tiitipi Ghendused (Liiv ja O’Connor
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2006). Eelmainitud sildadest on RNA-RNA sillad B2a, B2b, B2c, B3 ,B4, B5, B6, B7a ja RNA-valk
kontakti moodustavad Bla, B4, B5, B6, B7b, B8 (Yusupov et al. 2001). RNA-RNA sillad paikne-
vad modlemas sublihikus tsentraalselt ja puutuvad seeldbi otseselt kokku tRNA seondumiskoh-
tadega, kuid valke sisaldavad sillad paiknevad perifeerselt, s.t ribosoomi darealal (Yusupov et
al. 2001). Ainuke valk-valk kontakti moodustav sild on B1b, mis moodustub ribosoomi viikese
sublihikuga seotud valgu S13 N-terminaalse osa vahendusel ja suure subilihikuga valgu L5

vhendusel (Cukras ja Green 2005).

PEA =
PLATVORM

KEHA <

Joonis 1. Bakteri ribosoomi vdikese subihiku komponendid Thermus thermophilus’e
nditel. 16S rRNA on kujutatud halliga, r-valgud teiste varvidega. Esitatud on elektron
mikrosoobi (electron microscopy, EM) rekonstruktsioon ribosoomi subihikute kokku-
puutepinnast. Peapiirkonda kuuluvad valgud uS2, uS3, uS7, uS9, uS10, uS13, uS14,
uS19 ja 16S rRNA 3' maZoorne domeen. Keha moodustavad valgud uS4, uS5, uSb12,
bS16, uS17 ja bS20 ja 16S rRNA 5' ja 3'minoorne domeen ning platvorm koosneb val-
kudest bS1, bS6, uS8, uS11, uS15, bS18 ja 16S rRNA kehadomeenist. Joonis on kohan-
datud Brodersen jt avaldatud artikli pdhjal (Brodersen et al. 2002).

30S ribosoom (joonis 1) jaotatakse 16S rRNA sekundaarstruktuuri alusel (keskosa,5', 3'mi-
noorne ja 3' mazoorne) neljaks piirkonnaks, mis moodustavad omakorda neile seonduvate
vaikese subuhikute valkudega kolm suurt domeeni (Noller ja Woese 1981; Brodersen et al.
2002). Kehadomeenis (16S rRNA 5' ja 3'minoorne domeen) on valgud uS4, uS5, uSb12, bS16,
uS17 ja bS20; peadomeenis (16S rRNA 3' mazoorne domeen) valgud uS2, uS3, uS7, uS9, uS10,
uS13, uS14, uS19 ja platvorm (16S rRNA kehadomeen) koosneb valkudest bS1, bS6, uS8, us11,
uS15, bS18 (Wilson ja Nierhaus 2005).

50S ribosoom jaotatakse rRNA alusel tervelt seitsmeks domeeniks (joonis 2), milles on omav-

ahel pGimunud nii rRNA kui ka valgud (Wilson ja Nierhaus 2005).



Joonis 2. 50S subiihiku tertsiaalstruktuur 23S ja 5S rRNA sekundaarstruktuuri domee-
nide paiknemise alusel halofiilses arhes H. marismortui. Kujutatud on domeenide I-VI
paiknemine. VIl domeeniks nimetatakse 5S rRNAd. Joonis on parit Bani artiklist (Ban
2000).

Ribosoomi koostisesse kuuluvad vaikesed vaga aluselised (keskmine pl on 10,1), 25-300 ami-
nohapet sisaldavad valgud. Valkude positiivne laeng vdib neil aidata interakteeruda rRNA ne-
gatiivselt laetud fosfaatriihmadega ning samuti on valgud olulised ribosoomi moodustumisel,
taites arvatavasti tSaperoni rolli (Wilson ja Nierhaus 2005; Semrad, Green, ja Schroeder 2004).
Koigi vaikese sublihiku valkude (peale uS4 ja uS15) ja umbes poolte suure subiihiku valkude
aminohappejarjestustest sisaldavad rohkelt gliitsiini (tagab valgu paindlikkuse) ning aluselisi

aminohappeid (voimeline seonduma happelise rRNA-ga) (Wilson ja Nierhaus 2005).

Bakteri ribosoomis on struktuurseid valke kokku vahemalt 55, millest suure subihiku koossei-
sus on 33 valku ja ning vaikesesse subiihikusse kuulub 22 valku. Kolme suure eludomeeni -
bakterite, arhede ja eukarliootide — vahel leidub homoloogseid ribosoomivalke: vdikese
subihiku koostises on sellised uS2-uS5, uS7-uS15, uS17 ja uS19 ning suure subiihiku koossei-
sus uLl1-ul6, ulL10, ulL11, uL13-ul16, uL18, uL22-ulL24, ulL29 ja uL30 (Ban et al. 2014). Ainult
bakterites esinevad seitse vdikese subuhiku valku: bS1, bS6, bS16, bS18, bS20, bS21 ja bTHX
ning lausa 15 suure subiihiku valku: bL9, bL12, bL17, bL19-bL21, bL25, bL27, bL28, bL31-bL36
(Ban et al. 2014).



1.2. R-valkude paraloogidest bakterites

Paraloog geneetilisel tasemel tdhendab duplitseerinud geeni, millest iks koopia tdidab oma
algset tilesannet ning teise funktsioon on tavaliselt sarnane algsega, kuid see vdib ka pseudo-

geenistuda voi omandada taiesti uue funktsiooni (Jensen 2001).

Bakteritel on leitud mitmeid r-valkude paralooge, millest tihe geenijarjestus kodeerib tsinki
siduvat motiivi, teisel see aga puudub (Yutin et al. 2012). Spekuleeritakse, et sellised valgud
vdivad olla osa vaba Zn?* hulga regulatsioonist rakus. Seda on uuritud néiteks Bacillus subti-
lis’el, kelle bL31 paraloogide vahetus - tsinki sisaldav bL31A vahetatakse statsionaarses kas-
vufaasis ilma tsingita bL31B vastu — vdimaldab tal tdenaoliselt kontrollida vaba Zn?* hulka rak-
kudes (Nanamiya et al. 2004). Selline kontroll oleks vajalik, sest kuigi tsink aitab stabiliseerida
nii DNA-d, RNA-d kui ka ribosoome, moodustab nii valkude funktsioneerimiseks olulisi tsink-
sormi ning toimib ka valkude kofaktorina, on ta suurtes kogustes vaba ioonina mirgine (Ma-
cDonald 2000). Véimalus asendada ribosoomis tsinki sisaldav paraloog tsingita paraloogiga lu-
baks esiteks korge tsingi kontsentratsiooni korral seda toksilisuse valtimiseks rakus sailitada r-
valkude koosseisus. Teiseks spekuleeritakse, et kui tsingipuudusel kasutataks ribosoomides
tsinki mittesiduvaid r-valke (nt bL31B), vGimaldaks see tsinki siduvate valkude lagundamise ja
seelabi tsingiioonide vabanemise, mida saaksid kasutada teised valgud nagu DNA poliimeraas

(Panina, Mironov, ja Gelfand 2003).

R-valkude paralooge leidub vahemalt pooltel bakteritel, kelle tdisgenoom oli sekveneeritud
enne 2012. aastat (Yutin et al. 2012). KGige rohkem esineb paralooge suure subiihiku valkudel
bL31, bL33, bL36 ning vaikese sublihiku valgul uS14: kodigil juhtudel on (iks paraloog véimeline
seondama tsinki ning teine ei ole (Makarova, Ponomarev, ja Koonin 2001). E.coli genoomis on
kahe r-valgu bL31 ja bL36 paraloogid ning paralooge esineb naiteks ka bakteritel Bacillus sub-
tilis(S14 ja bL31) (Natori et al. 2007), Streptomyces coelicolor (uS14, bL18, bL28, bL31-33, bL36)
(Owen et al. 2007) ja Mycobacterium thuberculosis (uS14, bS18, bL28 ja bL33) (Makarova,
Ponomarev, ja Koonin 2001; Macigg et al. 2007). Samas ei oma moned r-valkude geenid (ildse

paralooge, nditeks bL9, bL20, bL27, bL35, bS6, bS20, S22, S31 geenid (Yutin et al. 2012).
1.3. Escherichia coli r-valgu bL31 paraloogid

E. coli valgul bL31 on kaks paraloogi: bL31A v&i bL31B. Neid kaht valku kodeerivad eri opero-
nides olevad geenid: romE (213 bp) ja ykgM (264 bp) (Uniprot andmebaas; NCBI Nucleotide
andmebaas). Kui romE-d sisaldavat operoni inhibeerib naiteks ppGpp (biocyc andmebaas), siis
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transkriptsiooni ykgM-ykgO operonilt takistab DNA-le seonduv ZUR-Zn?* transkriptsiooni rep-
ressor (Patzer ja Hantke 1998; Hemm et al. 2010). See repressor inhibeerib lisaks kahte Zn**

rakku sisenemise transportsiisteemi (Moore ja Helmann 2005).

Paraloogi bL31A valgujarjestus on 70 aminohapet pikk ja molekulmass 7871 daltonit, samas
kui bL31B sisaldab 87 aminohapet ja on molekulmassiga 9920 daltonit (Uniprot andmebaas).
Kahe aminohappejarjestuse omavaheline identsus on vaid 40% (NCBI BLASTp andmebaas).
bL31 valk kuulub ribosoomi silla B1b koosseisu, moodustades bL5-ga dimeeri ning seondudes
C-terminaalses osas valguga bS13 (joonis 3) (Jenner et al. 2010). Lisaks sellele, et valk bL31
moodustab silla B1b, on ta vdidetavalt valkude S14 ja S19 vahendusel kontaktis ka sillaga Blc.
Just valgu bL31 sidemed erinevate valkudega vdivadki olla olulised 30S pea liikkumise stabiil-
seerimiseks, tagades ribosoomi subiihikute koosplisimise, kuid sailitades translatsiooni toimu-

miseks vajaliku diinaamilisuse (Liu ja Fredrick 2016).

Joonis 3. Ribosoomi silla B1b asukoht (a) ja komponendid (b) E.coli 70S ribosoomis. (a)
Sinisega on margitud ribosoomi suur subihik 50S ja halliga vaike subihik 30S. (b) B1b
silla koosseisu kuuluvad bL31 (punane), uL5 (tumesinine), uS19 (hall) ja uS13 (kollane).
Joonis on parit artiklist Lilleorg et al. 2017. (Protein Data Bank 5AFI)

Spekuleeritakse, et bL31B valgul vdiks olla biofilmi moodustamisel regulatoorne roll. Nimelt
on tsinginaljas bL31B valku sisaldavatel rakkudel inhibeeritud Curli valgu slintees, mis on olu-
line biofilmi moodustumiseks, seetdttu on hairitud ka biofilmi teke (kasutati AykgM tiive ja
bL31B valguga tive) (Lim et al. 2011). Paraloog bL31A sisaldab nelja tsiisteiini, mis on vime-
lised siduma tsinki (Cys16, Cys18, Cys37, Cys40), bL31B valk tsinki siduvaid tsisteiine ei sisalda
(Hensley et al. 2012).

Tsiisteiin on voimeline reageerima hapnikuradikaalidega, mille tulemusena véivad moodus-
tuda disulfiidsillad (Murray ja Van Eyk 2012). Seega voivad bL31A valgus asuvad neli tsisteiini

oksiidatiivse stressi tingimustes Zn?* sidumise asemel seonduda hoopis omavahel. Seda, kas
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ribosoomidest selline defektne valk kérvaldatakse ja asendatakse uuega (naiteks bL31B-ga),

degradeeritakse voi ei ole voimalike disulfiidsildade teke ldse oluline, ei ole teada.

2017. aastal avaldatud t60s leiti, et mdlema bL31 paraloogi puudumine viib rakkude generat-
siooniaja pikenemisele, samas (ihe paraloogi kaotus ei p&hjusta olulist generatsiooniaja muu-
tust vorreldes metsiktiitpi rakkudega (Lilleorg et al. 2017). Autorite s6nul voib see topeltde-
letsioonitlive puhul olla tingitud vahenenud translatsiooni initsiatsioonist. Kuid margati ka

MGAAB tiive sagenenud raaminihkeid ja stoppkoodoni labilugemist.

Fan jt. toost (Fan et al. 2015) saab jareldada, et suurenenud translatsioonivigade sagedus on
E.coli’le oluline oksuidatiivsest stressist taastumiseks. Eksperimentideks konstrueeriti translat-
sioonil rohkem ja vahem vigu tegev tivi vorreldes metsiktiitibiga ning mélemale tlivele raken-
dati lUhiajaline okstidatiivne stress vesinikperoksiidiga. Translatsioonil rohkem vigu tegeva
tive rakud tootsid rohkem erinevaid antiokslidante, kui vihem vigu tegeva tlive rakud. Samuti
siinteesisid need rohkem {ldist stressivastuse valku RpoS, mis véimaldas neil rakkudel pare-

mini stressist taastuda.

bL31 paraloogide olulisust okslidatiivsest stressist taastumisel uuriti eelmisel aastal kaitstud
magistritdos. Selles t66s vaadeldi rakkude kasvu parakvaadiga tekitatud oksuidatiivses stressis
tilkkilvide abil ning nende katsete p&hjal naib, et bL31A sisaldav tivi talub okslidatiivset

stressi paremini (VolGnkin, 2018).

Ribosoomi valku bL31 kodeerivad geenid on duplitseerinud mitmetes bakteriliikides, nditeks
Vibrio cholerae’s, Neisseria meningitidis’es, Bacillus subtilis’es (Makarova, Ponomareyv, ja Koo-
nin 2001). Mdlemalt geenilt toimub E.coli’s ka funktsionaalsete valkude siintees (Hensley et
al. 2012). B. subtilis’est eraldatud ribosoomide valguanaliilsil RFHR (radical free and highly
reducing) 2D poluakriil geel elektroforeesil selgus, et eksponentsiaalses kasvufaasis on ribo-
soomide koosseisus peaasjalikult valk RomE (bL31A) ja statsionaarses faasis YtiA (bL31B) (Na-
namiya et al. 2004). E. coli puhul on joutud sarnase tulemuseni, kui SILAC (stable isotope labe-
ling by amino acids in cell culture) massispektromeetriga tuvastati, et eksponentsiaalses kas-
vufaasis on ribosoomides Ulekaalus valk bL31A ja statsionaarses kasvufaasis bL31B (Lilleorg et
al. 2019). T66 autorid spekuleerivad, et selline vahetus véiks toimuda ribosoomides (ihe valgu
vahetamisega teise vastu. Seda motet toetab Pulki ja kolleegide t60, kus naidati, et osad r-
valgud (nt. bL31 ja bL36 E.coli’l) on ribosoomides statsionaarses kasvufaasis stressi tingimustes

voimelised vahetuma (Pulk et al. 2010). Samas on vdimalus, et paraloogide osakaalude
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muutus ribosoomides toimub uute ribosoomipartiklite slinteesil, kuid selline meetod on aeg-

lasem kui valguvahetus olemasolevatel ribosoomidel.
1.4 Ribosoomide heterogeensus

Heterogeensus tdahendab koostiselt voi tekkelt ebalihtlane, erisugune - ribosoomi kontekstis
peetakse silmas seda, et need vdivad lihe organismi piires erineda nii rRNA, r-valkude kui ka
rRNA ja r-valkude erinevate modifikatsioonide poolest (Nesterchuk, Sergiev, ja Dontsova
2011; Ferretti ja Karbstein 2019). rRNA vdib olla siinteesitud erinevatelt operonidelt v6i olla
alterantiivse modifikatsioonimustriga, r-valkude stéhhimeetria voib olla erinev, neil voib olla
erinev modifikatsioonide muster voi paraloogid, nagu ka antud t66s uuritava bL31 puhul (Fer-
retti ja Karbstein 2019). Kiisimus seisneb heterogeensete ribosoomide bioloogilises rollis. Le-
vinuima teooria kohaselt voiksid heterogeensed ribosoomid kaituda filtritena erinevate
mMRNA-de translatsioonil ehk nii nimetatud spetsialiseerunud ribosoomid seovad mRNA-sid eri
efektiivsusega, ,valides” ja transleerides mRNA-sid eri efektiivsusega (Mauro ja Edelman
2002). Spetsialiseerunud ribosoom on selline, mille koostis on erinev klassikalisest ribosoomist
ning seetdttu muutub midagi ribosoomi aktiivsuses ja see valjendub teistsugustes valgusiin-
teesi parameetrites, nt translatsiooni tapsuses ja initsiatsiooni efektiivsuses vms (Ferretti ja
Karbstein 2019). On leitud, et stoppkoodoni ldbilugemine voib olla statsionaarses faasis rakule
kasulik, nimelt UGA koodonit ldbilugevad rakud kasvavad statsionaarses faasis kiiremini (Fan
et al. 2017). Sellele tuginedes vdiks ka rohkem ja vdahem vigu tegevad ribosoomid olla rakule

kasulikud erinevatel tingimustel.

E. coli’s on 7 sarnast rDNA operoni, mille promootorid ja nende regulaatorid on erineva jarjes-
tusega ning see vGimaldab suunata eri rRNA-de siinteesi erinevates keskkonnatingimustes
(Ferretti ja Karbstein 2019). Naiteks on lks operonidest oluline toitainepuuduses, kus erinevus
rDNA jarjestuses viib [6puks muutunud geeniekspressioonini voimaldamaks rakul ellu jaada
(Kurylo et al. 2018). E. coli’s esineb rRNA modifikatsioonidest peamiselt lammastikaluste voi
2’ hidroksuilrihmade metiileerimine ja uridiini konverteerimine pseudouridiiniks (W) (Deca-
tur ja Fournier 2002). Samas ei ole teada, et modifikatsioonide mustri muutmine (heterogeen-

sus) oleks bakterirakule eluks vajalik.

Paljusid ribosoomivalke siinteesitakse rakkudes erineval tasemel séltuvalt raku kasvufaasist
(Xue ja Barna 2012). Ribosoomid v&ivad E.coli’s olla r-valkude tasemel heterogeensed nii pa-

raloogide, posttranslatsiooniliste modifikatsioonide kui stohhiomeetria poolest (Ferretti ja
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Karbstein 2019). E.coli’l on kahe paraloogse r-valgu bL31 ja bL36 puhul tdheldatud, et ekspo-
nentsiaalsest kasvufaasist statsionaarsesse faasi minekul vdheneb bL31A valgu osakaal ribo-
soomides, samal ajal kui bL31B valku sisaldavate ribosoomide osakaal tduseb (Lilleorg et al.

2019).

Ribosoomi valkude posttranslatsiooniliste modifikatsioonide alla kuuluvad nii metiileerimine,
atsetileerimine kui ka metuultioleerimine ja on teada, et need modifikatsioonid ei ole ribo-
soomide jaoks elutdhtsad. Levinuim modifikatsioon E. coli’s on N-terminaalsest osast metio-

niini eemaldamine (Nesterchuk, Sergiev, ja Dontsova 2011).

Lisaks eelnimetatule on ribosoomides tuntud rakkude toksiin-antitoksiin kompleksi mazEF
kuuluv toksiin MazF (endonukleaas), mis on voimeline lagundama mRNA-d ACA saidi |Gikamise
labi ja aeglustama seeldbi stressi tingimustes nii raku kasvu (Nikolic, Didara, ja Moll 2017).
Lisaks MazF voimele mRNA-d lagundada, voib ta teatud jarjestustel lagundada vaid 30S
sublihikuga seonduva mRNA liiderjarjestuse ja modifitseerima ribosoome nii, et nad tunneksid
ira just selle jarjestuse. Uheks selliseks on grcA mRNA, mille liiderjirjestus stressitingimustes
IGigatakse ning millega on vGéimeline seostuma MazF poolt modifitseeritud ribosoomid (30-

terminus 16S rRNA-I puudub) (Nikolic, Didara, ja Moll 2017; Vesper et al. 2011).

Ribosoomide heterogeensus on bakterite hulgas levinud nii rRNA kui r-valkude tasemel, kuid

selle bioloogilise rolli kohta on vahe andmeid.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To6 eesmark

Too eesmark on kindlaks teha, kas/mis mdju on E. coli paraloogsetel valkudel bL31A ja bL31B

bakteri kasvufenotiitibile erinevates keskkonnatingimustes.

Bakteriliikide E. coli ja B. subtilis puhul on ndidatud, et eksponentsiaalselt kasvavates rakkudes
on ulekaalus bL31A valk, statsionaarses faasis aga bL31B (Lilleorg et al. 2019; Nanamiya et al.
2004). Kas sellisel vahetusega kaasneb rakule moni kasvueelis peale tsinginaljaga toimetuleku,

ei ole veel teada (Nanamiya et al. 2004).

Hilpoteesi kohaselt mdjutavad bL31 paraloogid E. coli kasvu eri tingimustes. Eesmargi saavu-
tamiseks uuriti rakkude taastumist vesinikperoksiidi to6tlusest nii rikkal (LB) kui ka vaesel s66t-
mel (M9+0,4% gliikoos) 37°C, 30°C, 25°C juures, tuvastamaks bL31A valku sisaldavate rakkude
voimalikku kasvufenotiitibi muutust okslidatsiooniprotsesside tagajarjel. Samuti uuriti rak-
kude elumust statsionaarses faasis (16 paeva jooksul) kahel stsinikuallika poolest erineval vae-
sel s6otmel kahel temperatuuril (37°C ja 25°C), selgitamaks voimalikku bL31B valku sisalda-

vate rakkude kasvueelist statsionaarse kasvufaasis.

Eksperimentide eesmark oli vdlja selgitada, kas mdlema paraloogi olemasolul bakteritiives
(metsiktttpi ttvi), ainult bL31A-d voi bL31B-d kodeerivates tlivedes voi ilma bL31 paraloogi-

deta tiive vahel on kasvufenotiilibis erinevuseid.
2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Bakteritlved ja s66tmed
Toos on kasutatud kuut bakteritlive (tabel 1), sh bL31 paraloogide Uksikdeletsioonitiivesid
(MGAA, MGAB) ja kaksikdeletsioonitlive (MGAAB). Selleks, et vorrelda eraldi kas bL31A voi
bL31B valgul on mdju rakkude kasvule, kasutati MGAAB bakteritlivesid, mille kromosoomi oli
lambda faagi integratsioonikohta viidud tac promootori kontrolli alla kas bL31A-d (rpmE) voi
bL31B-d (ykgM) kodeeriv geen. Sellised tiived voeti kasutusele, et tagada molema valgu Ghe-
sugune ekspressioon rakkudes. Tulenevalt tlivede tegemiseks kasutatud CRIM metoodikast
(inglise keelne lihend conditional-replication, integration, and modular plasmids, eesti keeles
replikatsioonist séltuvad, integreeritavad, modulaarsed plasmiidid (Haldimann ja Wanner

2001)) nimetatakse neid tlivesid CRIM-A ja CRIM-B.
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Tabel 1. Bakteritlived

bakteritivi genotllp viide

MG1655 MG1655AlacZAlacl::kan Aivar Liiv

MGAA MG1655ArpmE::kan Aivar Liiv

MGAB MG1655Aykg::kan Aivar Liiv

MGAAB MG1655AlacZAlaclAromEAykgM::kan (Lilleorg et al. 2017)
CRIM-A MG1655AlacZAlaclAromEAykgM::kan::romE Aivar Liiv

CRIM-B MG1655AlaclAlacZAromEAykgM::kan:: ykgM Aivar Liiv

Toos kasutati kolme s66det. Rikas s6dde oli Lysogeny broth’i s6dde (LB), mis sisaldab 0,5%

parmiekstrakti, 1% triiptooni, 1%NaCl (Bertani, 1951), tardsééde lisaks 1,7% agarit.

Lisaks rikkale s66tmele kasutati vaest soodet M9 baasil (Sambrook et al. 1987), milles varieeriti
C-allikat. M9+0,4%gliikoos vedelsd6ode sisaldas 1xM9 soolasid (47,8mM Naz;HPO4*2H,0,
22,1mM KH2PO4, 8,6mM NaCl, 18,7mM NHa4Cl), 2mM MgS0a, 0,4% gliikoosi, 0,1mM CaCl,,
1mg/ml tiamiini, tardsootmele lisati 1,5% agarit. Teise sisinikuallikana kasutati M9 s66tmes
glikoosi asemel 0,2% glitserooli.

2.2.2. Optimaalse H,0; kontsentratsiooni leidmine bakterirakkude kasvu okstdatiiv-
sest stressist taastumise uurimiseks

Eksperimendi protokolli valjatootamisel [ahtuti Fani ja kolleegide t66st, mida on tdiendatud
ajapunktide ja vesinikperoksiidi kontsentratsiooni osas vastavalt eelkatsete tulemustele (Fan
et al. 2015). Selles t60s tekitati rakkudele lGhiajaline stress (Oh, 1h, 2h ja 3h juures) 5mM IGpp-
kontsentratsiooniga H20;-ga ning hinnati rakkude kasvu taastumist stressist tilkkilvanaliiUsi

abil.

Eelkatsed seisnesid selles, et -80°C juurest vOetud rakud, kasvatati sobival temperatuuril
(37°C). Kolooniad inokuleeriti vastavalt eelkatse sisule kas LB v6i M9+0,4% gliikoos so6tmesse,
rakkudel lasti kasvada kuni ODeoo oli vahemalt 1,5. Jargnevalt lahjendati rakukultuure kuni
OD600=0,1 ja kasvatati eksponentsiaalsesse kasvufaasi (ODgp0=0,4...0,9). Seejarel rakud tsent-

rifuugiti (Hettich ROTINA 420r - 4000rpm, 22°C, 10 min), eemaldati so6de ja pesti rakud kahel
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korral fosfaatpuhvriga (83mM, pH7, valmistatud 0,5M NaPO4 puhvrist (0,5M Naz;HPO4 x 2H;0,
0,5M NaH2PO4 x H;0)). Fosfaatpuhvris olevaid eksponentsiaalse kasvufaasi rakke toodeldi so-
biva Idppkontsentratsiooniga H202-ga mahus 50pul ning t66tluse kestus oli maaratud juba eel-
katse tingimustega. Parast H,0, tdotlust rakususpensioon lahjendati (10°-107°) fosfaatpuhuvris,

kllvati LB s66tmeplaatidele (kilvimaar 4,5 pl) ning kasvatati 37°C juures.

Esimeses eelkatses toodeldi metsiktllpi rakke (MG1655) nelja H,0; I6ppkontsentratsiooniga
(0OmM, 2,5mM, 5mM ja 10mM). T6o6tlus kestis kas Oh, 1h, 2h v6i 3h vastavalt eelpoolmainitud

Fan’i ja kolleegide todle.

Teise eelkatse protokoll oli sama, mis esimeses eelkatses, kuid nitd kasutati kahte s6odet: LB
ja M9+0,4% gliikoos ja kolme ajapunkti: Oh, 0,5h ja 1h. Selles katses tsentrifuugiti rakud peale
tootlust lauatsentrifuugil rakud tuubi pohja ning eemaldati fosfaatpuhver, mis sisaldas vesinik-
peroksiidi ja rakud suspendeeriti virskes fosfaatpuhvris. Selle eesmark oli kindlustada see, et

tilkktlvanaltusi valjakulvid ei sisaldaks H202 ja tegemist oleks tdesti lihiajalise stressiga.

Kolmandas eelkatses kasutati nii metsiktutpi kui ka MGAAB rakke, mida kasvatati 37°C juures
kahel so6tmel (LB ja M9+0,4%gliikoos). Tilkkiilv (4,5ul) tehti lahjendustest 10°-10°. Ka selles
katses tsentrifuugiti rakud parast H,O; to6tluse I8ppu, eemaldati fosfaatpuhver koos vesinik-
peroksiidiga ja lisati uus vesinikperoksiid. Kuna aga rakke oli vahe ja neid eemaldati fosfaat-

puhvriga koos liiga palju, otsustati sellest edaspidi loobuda.

Vesinikperoksiidi to6tlus viidi 1abi: OmM, 13mM, 28mM ja 69mM |6ppkontsentratsioonidega,
mis on arvutuslikud. Kontsentratsioonid on veidi kummalised, kuna alguses kasutati lahjen-
duste arvutamiseks vale vesinikperoksiidi algkontsentratsiooni, t66s on esitatud diged 16pp-
kontsentratsioonid lahuses. Selle eelkatse tulemuste pohjal otsustati edasistes katsetes kasu-

tada lahustes H,0,-d I6ppkontsentratsiooniga 10mM.

Viimaks viidi katse labi kdikide tivedega (MG1655, MGAA, MGAB, MGAAB, CRIM-A, CRIM-B).
Katses kasutati eelnevalt valitud vesinikperoksiidi kontsentratsiooni (I6ppkontsentratsioon
10mM), tilkkilvatud rakke (valjakilv 4,5ul, lahjendused 102-10®) kasvatati 37°C juures kahel
s6otmel (LB, M9+0,4%gliikoos). Peale tootluse IGppu tehti lahjendused tavaparase fosfaat-
puhvri asemel katses kasutatud varskesse so6tmesse ning lahjenduste rida plaatimisel algas

101-st, selleks, et minimaliseerida tilkkulvis sisalduv H.0; hulk.
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2.2.3. TilkkUlvanallus rakkude oksldatiivsest stressist taastumise hindamiseks
KGik katsed viidi 1abi kuue bakteritiivega kolmel temperatuuril (37°C, 30°C ja 25°C) ja kahes
sootmes (LB ja M9+0,4% gliikoos) alates -80°C juures hoiustatud rakkude tleskasvatamisest

tardsootmel.

LB tards66tmelt inokuleeriti ks koloonia 2 ml katsetingimustele vastavasse vedels6otmesse
(LB v6i M9+0,4% gliikoos) ning kasvatati iledo (vahemalt ODeoo 1,5). Jargnevalt tehti 5ml ma-
hus lahjendused varskesse s66tmesse |6pptihedusega ODesoo 0,1 ning rakud kasvatati ekspo-
nentsiaalsesse kasvufaasi (ODeoo 0,4...0,9). Oluline oli, et konkreetsetel katsetingimustel oleks

tiivedel sarnased ODeoo vaartused.

Rakke pesti kaks korda fosfaatpuhvriga (83mM, pH7, valmistatud 0,5M NaPQs puhvrist (0,5M
NazHPO4x 2H,0, 0,5M NaH;P04 x H,0)), tsentrifuugiti (4000rpm, 22°C, 10 min), supernatant
eemaldati ning rakud suspendeeriti 5ml fosfaatpuhvris. Rakussupensioon lahjendati kolme

tuubi vastavalt jargnevale H,0; too6tluse kestusele (Oh, 0,5h, 1h) nii, et 1,03m| ODggo 0,1.

Nullajapunkti proovidele lisati 50 ul 83mM fosfaatpuhvrit ja nii 0,5h kui ka 1h proovidele lisati
50 ul 0,2M vesinikperoksiidi (I6ppkontsentratsioon 10mM (950ul lahusele lisati H,0,). T66tlus

toimus valitud temperatuuril 0,5h vai 1h.

Parast H,0, to6tlust tehti suspensioonidest 10x lahjenduste rida (102-10%) varskesse sd6t-
messe (Idppruumala 200 pl) mikrotiiterplaadil. Tilkkilvanallisiks kanti igast lahjendusest
4,5ul s6otmeplaadile, rakke kasvatati valitud temperatuuril. Eksperimenti korrati kolm korda.
Rakkude kasvu hinnati kvalitatiivselt, vorreldes omavahel Uihel plaadil olevaid tiivesid ja eri

plaatidel olnud korduseid.

2.2.4. Surnud ja elusrakkude osakaalu hindamine FACS (fluorescence-activated cell

sorter) anallilisiga

K&ik katsed viidi 1abi nelja tiivega (MG1655, MGAAB, CRIM-A, CRIM-B) kahel temperatuuril
(37°Cja 25°C) ja sootmes (M9+0,4% glikoos, M9+0,2% glitserool). Eksperimendi labiviimiseks
kasutati Giht temperatuuri alates -80°C juures hoiustatud rakkude lileskasvatamisest kanamit-
siiniga (50pug/ml) LB tardsootmel. Rakud inokuleeriti sobivasse M9 vedels66tmesse (3 ml) ning

kasvatati Gle66 voi kuni ODggo oli vahemalt 1,5 (25°C juures kasvasid rakud kuni paar 66paeva).

Uledokultuuridest tehti lahjendused ODgoo = 0,1 100ml kolbidesse I8ppruumalaga 20ml. Kolvid

kaaluti enne ja parast s66tme ja rakukultuuri lisamist. Jargnevalt kaaluti kolvid igal korral peale
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proovi votmist. See voimaldas vajadusel lisada kolbidesse MQ vett, mis kahe proovi votmise

vaheajal oli aurustunud.

Rakukultuur kasvatati eksponentsiaalsesse kasvufaasi (ODeoo 0,4...0,8) ja vGeti esimene ehk 0
pdeva proov (300 ul). Edaspidi vGeti proov iga nelja pdeva tagant (4., 8., 12. ja 16. paeval).

Proovide optiline tihedus moddeti ja valmistati lahjendused ODegoo 0,02-ni 100l mahus.

Seejarel bakterirakud varviti, kasutades kaht fluorestseeruvat varvi: SYTO9 (roheline fluorest-
sents) ja propiidiumjodiid (PI, punane fluorestsents) , mis olid parit LIVE/DEAD™ Baclight™
Bacterial Viability Kit komplektist (invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Varvid segati omav-
ahel jargnevalt: 140pl-le s66tmele (samale, mis katses kasutusel) lisati 4,2ul SYTO9 (3,34mM)
ja 4,2ul Pl-d (20mM). Bakterikultuuri lahjendusele (ODeoo 0,02, 100 i) lisati 5 pl varvisegu ning
inkubeeriti termostaadil (30°C, 350 rpm, 30 min). Varvitud rakud viidi rakusorterisse (FACS
analiits), mis luges rakkudelt tulnud fluorestsentssignaali. ,,Elus” ja ,,surnud” rakkude osakaa-
lude leidmiseks vajalikud piirid maarati, kasutades surnud rakkude populatsiooni (kuidas sur-
nud rakud graafikul paiknesid). Elus rakkudeks nimetatakse terve membraaniga ja surnud rak-

kudeks kahjustatud membraaniga rakke.

FACS analiiis viidi |abi kasutades FACSAria | (BD Biosciences, USA) rakusorterit, mis mdotis
=30 000 bakterirakku igas proovis. Fluorestsentsvarvide ergastamiseks kasutati sinist laserit
(488nm) nominaalse véimsusega 20mW. SYTO9 fluorestsents (roheline fluorestsentssignaal)
tuvastati kasutades 530/30nm optilist filtrit ja Pl (punane fluorestsentssignaal) fluorestsentsi

tuvastamiseks kasutati 585/42nm optilist filtrit.
2.2.4.1. Andmeanalids

Iga proovi kohta arvutati elus ja surnud rakkude summast mdlema alapopulatsiooni osakaal

(valem 1 ja 2). Rakkude osakaalu arvutamiseks kasutati valemeid:

1) Surnud rakkude arv
Surnud rakkude osakaal =

Surnud rakkude arv + Elus rakkude arv

2) Elus rakkude arv

Elusrakkude osakaal = Surnud rakkude arv + Elus rakkude arv
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Surnud rakkude osakaalu muutuse interpreteerimiseks lahutati katse algpdeval (0 pdeva
proov) saadud surnud rakkude osakaal kaigil Gilejaanud padevadel saadud surnute osakaalust,

sest katse eesmark oli uurida surnud rakkude osakaalu muutust asjas.

Elusrakkude osakaalud eri ajapunktides normaliseeriti sama tlive O pdeva elusrakkude osakaa-

lude suhtes.

Tlvede vaheliste ja tlivesiseste erinevuste statistilise olulisuse hindamiseks kasutati Studenti
T-testi. Tlivesiseste surnud ja elusrakkude osakaalude muutuste olulisust iga nelja pdeva ta-
gant hinnati paaris T-testi kasutades, erinevuseid tiivede vahel hinnati kolmandat tiitipi T-testi
kasutades (erineva varieeruvusega grupid). Mdlemal juhul rakendati mdlemapoolset testi, st

huvituti elus ja surnud rakkude osakaalu mélemapoolsest muutusest.
2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Rakkude kasvu taastumine parast okstdatiivset stressi

Ribosoomide heterogeensus voiks olla rakkudele oluline stressiga toimetulekuks (Genuth ja
Barna 2018). Kuna mitme sama funktsiooniga geeni jarjestuse hoidmine genoomis ja ekspres-
seerimine, on rakule kulukas, siis voiks bL31 valkude vahel olla funktsionaalne erinevus, mis
vOiks anda rakule eelise kasvuks teatud stressitingimustes. Samas on ka variant, et bL31 on
raku jaoks nii oluline valk, et seda hoitakse rakus alles kahe variandina, mis erinevad nii suu-

ruselt kui aminohappejarjestuselt, kuid méjuvad rakule sarnaselt.

2.3.1.1. Optimaalsete katsetingimuste leidmine l{ihiajalisest okstdatiivsest

stressist taastumise uurimiseks

Eelkatsete eesmark oli leida rakkude lGhiajaliseks to6tluseks sobiv H,0, kontsentratsioon ja
tootluse aeg. Sobiv vesinikperoksiidi kontsentratsioon ja aeg olid sellised, mille juures oli sama

tlve piires ndha lahjendustes kolooniate arvu vdhenemist erinevates ajapunktides.

Uleddkultuuridest (ODsoo vihemalt 1,5) tehti lahjendused ODgoo=0,1 ning kasvatati rakud eks-
ponentsiaalsesse kasvufaasi (ODeoo 0,4...0,9). Rakke pesti kaks korda fosfaatpuhvriga ning lah-
jendati ODggo=0,1. Rakususpensioonile lisati valitud Idppkontsentratsiooniga vesinikperoksiid
(OmM proovidele lisati fosfaatpuhver). To6tluseks maaratud aja I6ppedes tehti proovidest

mikrotiiterplaadile 10 kordsed lahjendused, mis tilkkiilvati so6tmeplaadile.
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Esimeses eelkatses toodeldi metsiktlitipi rakke (MG1655) 37°C juures LB s66tmel erineva [Gpp-
kontsentratsiooniga vesinikperoksiidi lahustega, mis valiti Fani ja kolleegide eeskujul (Fan et

al. 2015): 0OmM, 2,5mM, 5mM ja 10 mM, t66tlus kestis Oh, 1h, 1h v&i 3h.

See eelkatse naitab, et 2,5mM |I6ppkontsentratsiooniga vesinikperoksiid metsiktidpi rakkude
kasvule erilist m6ju ei avalda (visuaalselt sama nagu ilma peroksiidita tilkkiilvid) (joonis 4a).
Parast kahetunnist to6tlust 5mM vesinikperoksiidiga oli ndha, et elujoulisi rakke on vahem
vorreldes 2,5mM |I6ppkontsentratsiooniga H,0; toodeldud rakkudega. 10mM vesinikperoksii-
diga toodeldud rakkude kasv taastub peale tunnipikkust H,0, to6tlust, kuid peale kahte tundi

enam mitte.

Esimese eelkatse pohjal otsustati muuta vesinikperoksiidi téotluse aega. Teises eelkatses t606-
deldi rakke Oh, 0,5h ja 1h ning lisaks LB s66tmele kasutati vaest M9+0,4% gliikoos s6ddet.

Ulejaanud tingimused (temperatuur, H,0, I8ppkontsentratsioonid) jdid samaks.

Rakkude kasv LB s66tmel on sarnane erineva pikkusega H,0; t66tluse (Oh, 0,5h, 1h) vahel
(joonis 4b ja 4c). Ka vaesel s66tmel kasvavad metsiktltpi rakud olenemata H,0; kontsentrat-
sioonist ja tootluse kestvusest (ildiselt samamoodi, vdlja arvatud parast 1h to6lust 10mM |Gpp-

kontsentratsiooniga H.0;-ga, kui rakkude kolooniaid on vahem.

Katse tulemusel leiti, et edaspidi tuleks kasutada vahemalt 10mM H;0,, lahjenduste vahel ei

olnud naha erilist muutust (joonis 4b ja 4c).
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Joonis 4. E. coli metsiktlitipi (MG1655) rakkude taastumine H;0; too6tlusest 37°C juu-
res. Eksponentsiaalses kasvufaasis rakke toodeldi vesinikperoksiidiga, mille I16ppkont-
sentratsioon lahuses oli OmM (fosfaatpuhver), 2,5mM, 5mM v&i 10mM. Esimeses eel-
katses (a) kestis to6tlus kas Oh, 1h, 2h v6i 3h ning parast tootlust kasvatati rakke rikkal
LB s66tmel. Teises eelkatses (b ja c) valiti tootluse kestvuseks 0Oh, 0,5h ja 1h ning kasu-
tati nii rikast LB so66det (b) kui ka vaest M9+0,4%gliikoos s6ddet (c).

Jargnevalt otsustati kasutada kdorgemat vesinikperoksiidi I6ppkontsentratsiooni (0mM,;
13mM; 28mM; 69mM) ja kahte tiive (MG1655 ja MGAAB). Metsiktlitpi tive kasutamine andis
voimaluse naha, kuidas plaanitava eksperimendi eeldatavasti kdige paremini vesinikperoksiidi
tootlust taluvad rakud sellest taastuvad. Sellele vastukaaluks kasutati bL31AB puudulikku
tlive, mis voiks olla vesinikperoksiidi tootlusele kdige tundlikum (varasemalt nadidatud tive pi-
kemat generatsiooniaega (Lilleorg et al. 2017)). Vesinikperoksiidil lasti mojuda Oh, 0,5h, 1h ja
2h.

Kuna rakud pShimotteliselt ei kasvanud neil kontsentratsioonidel (MG kasvas 13mM juures LB
sootmel 0,5h tootluse jarel (joonis 5a)), siis otsustati jadda 10mM vesinikperoksiidi [6ppkont-

sentratsiooni juurde.
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Joonis 5. Metsiktlitipi (MG1655) ja bL31 topeltdeletsioonitiive (MGAAB) rakkude kasvu
taastumine H,0; tootlusest temperatuuril 37°C. Rakke toodeldi vesinikperoksiidiga,
mille I6ppkontsentratsioon lahuses oli OmM, 13mM, 28mM v6i 69mM. Tootluse kestis
Oh, 0,5h, 1h ja 2h. Kasutati jargmisi keskkonnatingimuste kombinatsioone: metsiktiupi
rakud (MG1655) rikkal so6tmel LB (a) ja vaesel s66tmel M9+0,4%gliikoos (c) ning
MGAAB tivi rikkal s66tmel (b) ja vaesel sootmel (d).

Viimaks tehti katse kdigi uuritavate tlivedega: MG1655, MGAA, MGAB, MGAAB, CRIM-A,
CRIM-B (joonis 6). Vesinikperoksiidi Idppkontsentratsioon oli 10mM, temperatuur 37C ja to0t-
lus kestis Oh, 0,5h, 1h ja 2h, kasutati kahte s66det (LB ja M9+0,4% gliikoos).

Katse pohjal on ndha, et erinevate ajapunktide jooksul rakud enam suuremates lahjendustes
ei kasva, mis annab kinnitust sellest, et vesinikperoksiidi t66tlus mdojutab rakkude kasvu. J&-
reldati, et t66tlus 10mM vesinikperoksiidiga 0,5h ja 1h jooksul on piisav, et valja tuua vdoima-
likud erinevused kasvufenotiitbis. 2h ajapunkti ei kasutatud, kuna rakkude kasvus esines ano-

maaliaid (naiteks LB s66tmel MG tiivi) (joonis 6).
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Joonis 6. Rakkude taastumine 10 mM H,0; tdotlusest temperatuuril 37°C. Kasutati
kuut bakteritiive: MG (MG1655), AA (MGAA), AB (MGAB), AAB (MGAAB), CA (CRIM-A),
CB (CRIM-B). Vesinikperoksiidi to6tlus kestis Oh, 0,5h, 1h v&i 2h. Katse viidi labi kahel
erineval so6tmel: LB (a) ja M9+0,4% gliikoos (b).

2.3.1.2. blL31 paraloogide mdju rakkude kasvu taastumisele H,O, to6tlusest

Eksperimentides kasutati tlivesid MG1655, MGAA, MGAB, MGAAB, CRIM-A, CRIM-B. Katsete
[abiviimiseks kasutati kolme erinevat temperatuuri: 37°C, 30°C ja 25°C. Rakke to6deldi 10mM

I6ppkontsentratsiooniga vesinikperoksiidiga.

LB s66tmel kasvavad ilma to6tluseta rakud jargmiselt (joonis 7). 37°C juures on tiivede MG,
MGAA, MGAB, CRIM-A ja CRIM-B kasv sarnane ja MGAAB tlive kolooniad on vadiksemad, mis
viitab vbimalikule pikemale generatsiooniajale. 30 °C juures kasvavad omavahel sarnaselt MG,
MGAA ja MGAB ning MGAAB, CRIM-A ja CRIM-B, kusjuures viimase riihma kolooniad on vaik-
semad kui esimese kolmiku omad. 25°C juures kasvavad endiselt sarnaselt kolm esimest tive
MG, MGAA, MGAB. Kui 30 °C juures kasvasid CRIM-A ja CRIM-B sarnaselt MGAAB tlivega, siis
25°C juures on topeltdeletsioonitiive kolooniad margatavalt vdiksemad CRIM-tiivede oma-

dest.
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Joonis7. Tivede MG, AA, AB, AAB CRIM-A (tdhistatud CA) ja CRIM-B (tdhistatud CB)
taastumine 10mM H,0; t66tlusest temperatuuridel 37°C, 30°C, 25°C. Vesinikperoksiidi
tootlus kestis Oh, 0,5h, 1h ning rakke kasvatati LB so6tmel. Eksperiment viidi [abi kolm
korda ning joonisel on esitatud Uks pilt kolmest.

37°C juures LB s66tmel on parast vesinikperoksiidiga t66tlust kolooniaid moodustavate rak-
kude arv vdhenenud: kui to6tlemata rakud kasvasid ka lahjenduses 107, siis parast poole tun-
nist té6tlust on moodustunud kolooniad lahjenduseni 104, Githetunnise td6tluse jarel lahjen-
duseni 103, Seega H,0; t6otluse tulemusena osad rakud surevad. Pooletunnise ja tunnise ve-
sinikperoksiidi t6otluse jarel taastuvad vesinikperoksiidi tootlusest sarnaselt tived MG,
MGAA, MGAB, CRIM-A ja CRIM-B. MGAAB tiive kolooniad on pooletunnise H.0; té6tluse jarel

vaiksemad ja (ihetunnise t66tluse jarel margatavalt vaiksemad kui teistel tlivedel.

30°C juures LB s66tmel kasvavad pool tundi vesinikperoksiidiga toodeldud rakud sarnaselt

tootlemata rakkudega. Kill aga erineb tund aega vesinikperoksiidiga toodeldus rakkude kasv.
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Kui Oh ja 0,5h juures on 10" lahjenduse tundub kolooniate arv visuaalselt sarnane, siis 1h juu-
res on lahjenduses 10 tiivedel margatavalt vihem kolooniaid ning vidhenenud on ka 1073 lah-
jenduse kolooniate arv. 0,5h ja 1h vesinikperoksiidi to6tlusest taastunud MG, MGAA ja MGAB
tivede kolooniad olid sama suurusega, samuti olid sama suurusega CRIM-A ja CRIM-B koloo-
niad. MGAAB kolooniad on vdiksemad kdigi teiste tlivedest. Lisaks on margata vaikest erine-
vust tivede CRIM-A ja CRIM-B vahel 0,5 tunnisest t60tlusest taastumisel — CRIM-A tundub

kasvavat veidi paremini kui CRIM-B.

Pooletunnisel vesinikperoksiidi to6tlusel ei ole sarnaselt 30°C juures kasvavatele rakkudele ka
25°C juures LB s66tmel kasvanud rakkude kolooniate moodustumisele olulist mdju. Tunnise
vesinikperoksiidi to6tluse jarel on margatavalt vahenenud kolooniate arv lahjendustes 10 ja
10-3. Kolm esimest tiive - MG, MGAA ja MGAB — kasvavad omavahel sarnaselt parast 0,5 ja 1h
tootlust. llma okstidatiivse stressita tundus nagu sarnaselt kasvaksid CRIM-A ja CRIM-B ning
neist veel vdiksemate kolooniatega oleks MGAAB. Seevastu parast 0,5h ja 1h vesinikperoksiidi
to6tlust on CRIM-A tlive kolooniad kiill vaiksemad kui metsiktidpi tivel, ent suuremad kui
CRIM-B ja MGAAB tiivedel. Siin ilmneb ka erinevus CRIM-A ja CRIM-B tiivede vahel — nimelt
kasvab CRIM-A tlivi parast 0,5h ja 1h tootlust paremini kui CRIM-B.

Lisaks rikkale so6tmele viidi sama eksperiment |abi ka M9+0,4% gliikoos s66tmel (joonis 8).
llma vesinikperoksiidi tootluseta kasvavad kdigil kolmel temperatuuril juures tived MG,
MGAA, MGAB, CRIM-A ja CRIM-B sarnaselt ja MGAAB tiive kolooniad on vaiksemad, mis viitab
vOimalikule pikemale generatsiooniajale. Samas on kolooniaid vdiksemad kui rikkal LB s66tmel
kasvanud rakkudel. 30 °C juures kasvavad omavahel MG, MGAA, MGAB, CRIM-A ja CRIM-B,
nagu ka rikkal LB s66tmel. MGAAB tlive kolooniad on palju vdiksemad teiste tiivede koloonia-

test.
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Joonis 8. Tivede MG, AA, AB, AAB CRIM-A (tdhistatud CA) ja CRIM-B (tdhistatud CB)
kasvu taastumine 10mM H,0; t6otlusest temperatuuridel 37°C, 30°C, 25°C. Vesinik-
peroksiidi t6otlus kestis Oh, 0,5h, 1h ning rakke kasvatati s66tmel M9+0,4% gliikoos.
25°C juures on 1h puhul tivede jarjekord llevalt alla MG, AA, AAB, AB, CA, CB katsete-
gija eksimuse tottu. Eksperiment viidi Idbi kolm korda ning joonisel on esitatud tiks pilt
kolmest.

37°C juures M9+0,4% gliikkoos s66tmel on vesinikperoksiidi tootluse jarel rakkude elujoulisu-
ses olulisi muutuseid. Kui Oh juures kasvasid pea kéikide tivede rakud ka lahjenduses 107, siis
0,5h téétluse jarel on kolooniad moodustunud viimasena lahjenduses 1073, Tunnise vesinikpe-
roksiidi té6tluse jarel leidub enamikel tiivedel kolooniaid lahjenduses kuni 102. Seega H>0;
tootluse tulemusel osa rakkudest sureb. Nii pooletunnise kui tunnise to6tluse jarel on pea koi-
kide tlivede kolooniad sama suured, erandiks MGAAB tivi, kelle kolooniad on vaiksemad,
sama efekt ilmneb ka vaesel s66tmel 30°C ja 25°C juures. Huvitav on, et 37°C juures kasvab

CRIM-A tivi parast 0,5h to6tlust veidi paremini kui CRIM-B.
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Teada on, et E.coli optimaalne kasvutemperatuur on 37°C, samas kui 30°C ja 25°C juures on
bakteri kasv parsitud (Noor et al. 2013). Seega 37°C juures kasvanud rakud voiks olla tundliku-
mad vesinikperoksiidi tootlusele, sest kasvutemperatuur oli optimaalne ja H,0, t66tlus tabas
rakke, kes ei olnud stressis (joonis 7 ja 8). 30°C ja 25°C juures kasvanud rakud olid juba enne
tootlust vesinikperoksiidiga madalama temperatuuri parast stressis ning seetdttu taastusid ka

tootlusest paremini (Di Sante et al. 2018).

Teine p&hjus voib olla selles, et osa protokollis ettendhtud punktidest (ODsoo m&6tmine toa-
temperatuuril, rakkude tsentrifuugimine pesemisel 22°C juures) toimusid madalamal tempe-
ratuuril kui Glejadnud t66 rakkudega (kasvatamine, t66tlus H20;2-ga 37°C). Kuna kdige suure-
mat temperatuuride vahet pidid taluma 37°C juures kasvanud rakud, siis selline véimalik lisa-

stress, vois rakud muuta tundlikumaks lihiajalisele H,0;-ga tekitatud stressile.

Rakud taastuvad lihiajalisest vesinikperoksiidi tootlusest paremini, kui nad kodeerivad Ght voi
mdolemat bL31 paraloogi. Seda jareldati topeltdeletsioonitlive vdiksematest kolooniatest kdigil
so0tmetel ja temperatuuridel. Samas oli MGAAB tiive kolooniate suurus vaiksem ka vesinik-
peroksiidiga todtlemata rakkudel, seega ei ole tegemist vaid vesinikperoksiidi to6tlusega kaas-

neva nahtusega, vaid rakkude Uldise aeglasema kasvuga.

Need tulemused ldhevad kokku varem avaldatud andmetega, kus ndidati, et mélema bL31
paraloogi puudumisel on rakkude generatsiooniaeg Ulle kahe korra pikem kui metsiktiipi ja
MGAA tiivel, samas Ghe paraloogi kaotus ei p6hjusta olulist generatsiooniaja muutust vorrel-
des metsiktilipi rakkudega (Lilleorg et al. 2017). See efekt vGib olla seotud ribosoomis esineva
sillaga B1b. bL31 moodustab koos valkudega bL5 ja bS13 silla B1b, mis on ainuke valk-valk
interaktsiooniga sild 12-ne ribosoomis oleva silla hulgast (Shasmal, Chakraborty, ja Sengupta
2010; Fredrick 2016). Olles kdige liikuvam sild ribosoomis on tema Ulesanne reguleerida ribo-
soomi sublihikute liikumist teineteise suhtes ning neid stabiliseerida (Gao et al., 2003). Seega
vOib oletada, et sellise tdahtsa valgu puudumisel saavad suurema téendosusega tekkida trans-
latsioonil vead, naiteks ribosoomi libisemise t6ttu, kuna kontroll sublhikute liikkumise Gle voib
olla raskendatud. Vearohkema valgusiinteesi tulemusena vdib omakorda suureneda mitte-
funktsionaalsete valkude hulk, millega rakk peab hakkama saama ja mille tottu voibki kasv

aeglustuda.

37°C juures vaesel M9 s66tmel ja 30°C juures rikkal LB s66tmel 0,5h tootluse jarel kasvas

CRIM-A veidi paremini kui CRIM-B tlivi. Samuti taastus vesinikperoksiidi t66tlusest CRIM-A
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veidi paremini kui CRIM-B nii 0,5h kui ka 1h t66tluse jarel LB s66tmel 25°C juures. Need tule-
mused kattuvad eelmisel aastal (2018) kaitstud magistritoo tulemustega, mille raames uuriti
muuhulgas rakkude vdimet kasvada okslidatiivses stressis ning leiti, et bL31A-d sisaldavad ra-

kud kasvavad paremini kui bL31B sisaldavad rakud (VolGnkin, 2018).

Selle bakalaureuse t66 ldbiviimiseks kasutati kahte erinevat ainult (iht bL31 paraloogii kodee-
rivat tlve: ainult bL31A valgu geeni sisaldasid MGAB ja CRIM-A tlvi ning ainult bL31B valku
kodeerisid MGAA ja CRIM-B tiived. Nende tlivede puhul oli ndha, et LB s66tmel 30°C ja 25°C
juures olid CRIM tuvede kolooniad vdiksemad kui Uksikdeletsioonitiivedel. Kuna Uksikdelet-
sioonitiivede vahel ei olnud rakkude taastumises oksiidatiivsest stressist erinevuseid, ei saa
hoolimata CRIM-tlivede vahelistest kasvuerinevustest vaita, et bL31A valgu olemasolu tiives

annaks eelise lihiajalisest okslidatiivsest stressist taastumisel.
2.3.2. blL31 paraloogide moju rakkude elumusele statsionaarses kasvufaasis

2019. aastal ilmunud artiklis (Lilleorg et al. 2019) leiti, et metsiktitipi rakkude ribosoomides
muutub bakterikultuuri kasvu jooksul bL31 paraloogide osakaal: kui eksponentsiaalses
kasvufaasis sisaldab enamik ribosoome bL31A-d, siis 24h méddudes hoopis bL31B-d. Miks

selline muutus toimub, ei ole teada.

Selgitamaks valja, kas bL31 paraloogid md&jutavad rakkude elumust statsionaarses kasvufaasis,
kasvatati nelja tiive (MG, MGAAB, CRIM-A ja CRIM-B) 16. paeva jooksul ning hinnati elus ja

surnud rakkude osakaalu rakusorteri (FACS analidsi) abil.

Antud t606s kasutati nii kahte minimaalsoodet (M9+0,4%gllikoos ja M9+0,2%glutserool) kui ka
temperatuuri (25°C ja 37°C). S66de valiti selle jargi, et oleks voimalik vahetada sisinikuallikat:
0,4% gliikoos ja 0,2% glltserool. Katsetstkli pikkus oli 16 paeva: proovid elus ja surnud
rakkude osakaalude maaramiseks voeti 0. pdeval, 4. padeval, 8. paeval, 12. pdeval ja 16. paeval.
Igas ajapunktis voetud proovidest mdodeti FACS'i abil elus- ja surnud rakkude arvukus, millest
omakorda leiti osakaalud ning teostati andmeanallilis. Ajapunktid valiti l|dhtuvalt
molekulaarbioloogia labori avaldamata andmetest (Silva Lilleorg). Nendes katsetes voeti
proovid 2 ja 6 pdeva tagant, antud t66 raames otsustati votta proov iga 4 pdeva tagant.

Lisaeelkatseid bakalaureuset6o autor ei teinud.

FACS (fluorescence-activated cell sorting) anallilis kujutab endast rakkude eristamist nendest
tuleva erineva fluorestsentssignaali pShjal. Rakud labivad kapillaari Gkshaaval ning rakusorter

registreerib fluorestsentssignaali.
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Rakkude varvimiseks kasutati Invitrogen by LIVE/DEAD™ Baclight™ Bacterial Viability Kit'i
(Thermo Fisher Scientific). Komplekt sisaldas kaht fluorestseeruvat varvi: SYTO9 ja Pl. Neist
esimene annab rohelise fluorestsentsi ja on véimeline seonduma nukleiinhapetega kdigis
rakkudes ning punase fluorestsentsiga Pl (propiidiumiodiid) on samuti vGimeline seonduma
nukleiinhapetega, kuid seda vaid kahjustatud membraaniga rakkudes, sest terve
membraaniga rakkudesse ei ole Pl vGimeline sisenema. Propiidiumiodiidi sisenemine rakku
vahendab SYTO9 signaali ning sellised kahjustatud membraaniga rakud annavad punase
fluorestsentssignaali. SYTO9 ergastus- ja emmisiooni-maksimumid on 480/500nm, PI-| on
samad nditajad 490/635nm. Elusateks rakkudeks nimetatakse selles katses rakke, mille

membraan on terve, ja surnuteks kahjustunud membraaniga rakke.

Statsionaarse kasvufaasi jooksul suureneb gliikoosiga so6tmes 37°C juures iga tive rakukul-
tuuris surnud rakkude osakaal (joonis 9a). Gliikoosiga s66tmel 37°C juures kasvavad omavahel

sarnaselt CRIM-A ja CRIM-B tivi ning metsiktiipi rakud ja MGAAB tivi.

4. pdevaks on metsiktllpi tlive surnud rakkude osakaal tdusnud sarnaselt MGAAB tiivega
=20%, CRIM-A tuvel sarnaselt CRIM-B tiivega =9%. 8. pdevaks oli MG tlve surnud rakkude
osakaal tousnud sarnaselt MGAAB-ga = 24-35% , CRIM-A sarnaselt CRIM-B tiivega =10-15%.
12. pdevaks moodustas metsiktiitipi ja MGAAB tiive surnud rakkude osakaal pea poole popu-
latsioonist (35%-46%), CRIM-A ja CRIM-B surnud rakkude osakaal on tdusnud =20%-ni. Viima-
seks méotmispdevaks (16.paev) olid ligi pooled metsiktiilipi rakkudest (52%) ja MGAAB (47%)

surnud, CRIM-A ja CRIM-B-I moodustasid surnud rakud populatsioonist kolmandiku (=30%).

Surnud rakkude osakaalude vahel on erinevused tiivede MG ja mdlema CRIM-tlive vahel ning
MGAAB ja CRIM-B vahel. 4., 8. ja 12. paeval on CRIM-A tiive surnud rakkude osakaal umbes
kaks korda vaiksem kui metsiktttbil (10% vs 21%, 15% vs 35% ja 22% vs 46), 16 mootmispaeval
on erinevus 1,7 kordne (30% vs 52%). CRIM-B surnud rakkude osakaal on 4. ja 12. m&6tmis-
paeval 2,6 korda vaiksem kui metsiktiitibil (8% vs 21 ja 18% vs 46%), 8. mootmispadeval on
erinevus 3,5 kordne (10% vs 35%), 16. m&otmispaeval on CRIM-B surnud rakkude osakaal 1,6
korda vaiksem kui MG-I (31% vs 52%). CRIM-B surnud rakkude osakaal on vaiksem ka MGAAB
tive surnud rakkude osakaalust, seda igas katsepunktis. 4. pdeval on CRIM-B surnud rakkude
osakaal 2,7 korda (8% vs 22%), 8. pdeval 2,4 korda (10% vs 24%), 12. paeval kaks korda (18%
vs 35%) ja 16. paeval 1,5 korda (31% vs 47%) vaiksem kui kaksikdeletsioonitlivel. CRIM-A tlve
surnud rakkude osakaal on viimasel mootmispdeval 1,6 korda vaiksem kui MGAAB tiivel (30%

vs 47%).
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S66tmel M9+0,4% glitkoos 25°C juures oli surnud rakkude osakaal kdikides tiivedes madalam
ja tousis vahem kui 37°C juures, (joonis 9a ja 9c). Surnud rakkude osakaalu tdus tiivede vahel
pusib kogu katseperioodi valtel sarnane. Metsiktutpi surnud rakkude osakaal tdusis 14%,

MGAAB tivel 11%, CRIM-A-I 8% ja CRIM-B-1 11%-ni.

Olulised surnud rakkude osakaalude muutused tiive piires toimusid 4. ja 8. m66tmispaeval. 4.
paevaks oli metsiktltpi tive, MGAAB ja CRIM-B surnud rakkude osakaal sarnane (5-8%),
CRIM-A surnud rakkude osakaal oli 4%. 8. paeval olid kéigi tlivede surnud rakkude osakaal
sarnane jaades vahemikku 10-16%, suurendes eelmise ajapunktiga vorreldes umbes kaks

korda.
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Joonis 9. Surnud ja elusrakkude osakaal 37°C ja 25°C juures s66tmes M9+0,4% gliikoos.
Tlvesid MG1655, MGAAB, CRIM-A (joonisel lihend CA) ja CRIM-B (joonisel lihend CB)
kasvatati kahel temperatuuril 16. pdeva jooksul. Null-pdevaks loeti eksponentsiaalse
kasvufaasi proov (ODsgo 0,4...0,8). Edaspidi vGeti proov iga nelja paeva tagant (4., 8.,
12. ja 16. paeval) ja moddeti rakkude SYTO9 ja Pl fluorestsentssignaalid FACS'i abil.
Surnud rakkude osakaalude (a ja c) leidmiseks lahutati null pdeval surnud rakkude osa-
kaal jargnevate ajapunktide surnud rakkude osakaalust. Elusrakkude osakaalud (b, d)
on esitatud normaliseerituna sama tive null-pdeva elusrakkude osakaalu suhtes (n=6,
keskmine + standardviga).

Statsionaarse kasvufaasi jooksul suureneb gliitserooliga s66tmes 37°C juures iga tive raku-

kultuuris surnud rakkude osakaal (joonis 10a).

4.paevaks oli MG tiive surnud rakkude osakaal tdusnud 12%-ni, MGAAB tivel 8%, CRIM-A ti-
vel 6% ja CRIM-B tlivel 5%, pisides tagasihoidlikumal tasemel (pea poole vaiksem surnud rak-
kude protsent) kui samas ajapunktis 37°C juures M9+0,4% gliikoos s66tmel kasvanud tivede
surnud rakkude osakaalud (joonised 9a ja 10a). 8.pdevaks oli metsiktiitipi ja MGAAB rakkudest
ligi kolmandik surnud (26%-31%) ja CRIM-A ning CRIM-B tlivede surnute osakaal oli tdusnud
pea kolm korda vorreldes 4. pdevaga, joudes =16%-ni. Vorreldes 8. pdeva surnud rakkude osa-
kaalusid mdélemas s66tmes 37°C juures on gliitserooliga s66tmes kasvanud metsiktillpi tlive
nditaja 9% vorra madalam, MGAAB surnud rakkude osakaal 7%, CRIM-A 2% ja CRIM-B-I 5%
kdrgem. 12. paevaks moodustas metsiktitpi rakkude populatsioonist sarnaselt 37°C juures
M9+0,4% glilkoos so6tmel kasvanud rakkudega pea poole surnud rakud (45%). MGAAB sur-

nud rakkude osakaal tGusis vorreldes 8. padevaga poole vorra, jdudes 61%, mis on 26% vorra
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rohkem kui 37°C juures M9+0,4% gliikoos so6tmel kasvanud rakkudel. Nii CRIM-A kui CRIM-B
surnud rakkude osakaal tousis 12. pdevaks (ile kahe korra vorreldes 8. pdevaga, jdudes pea
40%-ni populatsioonist, mis on kaks korda rohkem kui samas ajapunktis (12 paeva) 37°C juures
M9+0,4% gliikoos soo6tmel kasvanud rakkudel. Viimaseks méotmispadevaks oli koigi tiivede sur-
nud rakkude osakaal tdusnud tle 60%: metsiktllpi rakkudel 65%-ni, MGAAB-I 78%-ni, CRIM-
A-l ja CRIM-B-l 69%-ni. Vorreldes 37°C juures M9+0,4% gliikoos s66tmel kasvanud rakkudega,
on glutseroolil kasvanud surnud rakkude osakaalud palju suuremad: MG-I 13% vdrra, teised

tived erinevad omavahel kolmandiku vérra (MGAAB-I 31%, CRIM-A-| 39% ja CRIM-B-| 38%)

S66tmel M9+0,2% gliitserool 37°C juures kasvanud rakkudel on surnute osakaalude vahel eri-
nevused jargmistel tivedel: MG ja MGAAB; MGAAB ja CRIM-A; MGAAB ja CRIM-B; CRIM-A ja
CRIM-B. MGAAB surnud rakkude osakaal on 12. pdeval 1,4 (60% vs 45%) ja 16. paeval 1,2 korda
(78% vs 65%) suurem kui MG tivel. CRIM-A tlve surnud rakkude osakaal on vaiksem kui to-
peltdeletsioonitiivel k&igil modtmispaevadel (joonis10a). CRIM-A surnud rakkude osakaal on
4. paeval 1,5 korda, 8. paeval 1,9 korda, 12. pdeval 1,6. vaiksem kui MGAAB tiivel. Samuti on
CRIM-B tiive surnud rakkude osakaalud vaiksemad kui deletsioonitlvel kdigil m6otmispaeva-
del. Nii 4. kui ka 8. pdeval on CRIM-B tiive surnud rakkude osakaal umbes kaks korda ja 12.
pdeval 1,7 korda vaiksem kui MGAAB tiivel.

37°Cjuures on nii glikoosi kui glitserooli stisinikuallikana kasutada saanud tiivede puhul ndha,

et omavahel sarnased kasvavad MG ja MGAAB-ning CRIM-A ja CRIM-B.

S66tmel M9+0,2% gliitserool 25°C juures pusis surnud rakkude osakaal katse I6puni vaga ma-

dalal (kuni 5%) (joonis 10c).

4. mootmispdevaks oli metsiktiipi rakkude hulgas 1% surnuid, MGAAB ja CRIM-A hulgas 1,7%
ja CRIM-B tlive hulgas 2,6% surnud rakke. Vorreldes 25°C juures M9+0,4% gliikoos s66tmel
kasvanud rakkudega, pusisid gliitserooliga s66tmes kasvanud rakukultuuride surnud rakkude
osakaalud oluliselt madalamad k&igis ajapunktides (vahe MG tiivega kuni 13%, MGAAB-ga
11%, CRIM-A-ga 8% ja CRIM-B-ga 14%) (joonis 9c ja 10c).

S66tmel M9+0,2% gliitserool 25°C juures on tiivede surnud rakkude osakaalud sarnased.
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Joonis 10. Surnud ja elusrakkude osakaal 37°C ja 25°C juures s66tmes M9+0,2% gliit-
serool. Tuvesid MG1655, MGAAB, CRIM-A (joonisel liihend CA) ja CRIM-B (joonisel li-
hend CB) kasvatati kahel temperatuuril 16. pdeva jooksul. Null-pdevaks loeti ekspo-
nentsiaalse kasvufaasi proov (ODesoo 0,4...0,8). Edaspidi vGeti proov iga nelja paeva ta-
gant (4., 8., 12. ja 16. padeval) ja mdddeti rakkude SYTO9 ja PI fluorestsentssignaalid
FACS'i abil. Surnud rakkude osakaalude (a ja c) leidmiseks lahutati null pdeval surnud
rakkude osakaal jargnevate ajapunktide surnud rakkude osakaalust. Elusrakkude osa-
kaalud (b, d) on esitatud normaliseerituna sama tiive null-pdeva elusrakkude osakaalu
suhtes (n=6, keskmine * standardviga).

Vorreldes kahte vaest sdodet, mis erinevad omavahel vaid sisinikuallika poolest, on 37°C juu-
res ndha, et 0,4%glikoosil kasvanud tiivede surnud rakkude osakaal on populatsioonis suurem
kuni mootmispdevani 8, millest alates on gliitserooli susinikuallikana kasutatavatel tivedel
surnud rakkude osakaal suurem. Olenemata s66tmest, pisivad 25°C juures surnud rakkude
osakaalud 16. pdeva jooksul sarnastena. Samas on naha, et gliitseroolil kasvanud tiivede sur-
nud rakkude osakaal plsib madalamal kui glikoosil kasvanud rakkudel. P6hjus véib peituda
selles, et rakkude generatsiooniaeg vaesel so6tmel madalal temperatuuril on lihtsalt pikkem.

37°C juures kasvasid sarnaselt MG ning MGAAB ja CRIM-A ning CRIM-B tiived.

Elumuse hindamise katsete pdhjal saab jareldada, et E. coli rakud ei vaja bL31 valgu paralooge,
et statsionaarses faasis paremini ellu jaada. Nimelt oli metsiktilpi rakkude ja topeltdeletsioo-

nitlve surnud rakkude osakaal sarnane 37°C juures nii glikoosi kui glitserooliga M9 s66tmel.
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Lisaks on nii bL31A kui bL31B paraloogi mdju elumusele samavaarne, sest nii CRIM-A kui CRIM-
B tiivi kasvavad 37°C juures nii gliikoosi kui gliitserooliga M9 s66tmel sarnaselt. CRIM tlivede

elumus oli sarnane MG ja MGAAB tiivede elumusega.

Oksiidatiivsest stressist taastumise katsete pdhjal vGib vdita, et bL31 paraloogi geeni olema-
solu rakus on oluline nende kasvuks, kuid ei ole vahet, kas rakk sisaldab molemat paraloogi

(bL31A v&i bL31B) geeni voi ainult Ghe paraloogi geeni.

Samas statsionaarses kasvufaasis ei ole rakkude elumuse seisukohalt tGldse oluline bL31 valgu
geeni olemasolu genoomis — metsiktilipi ja topeltdeletsioonitlivi kasvavad sarnaselt. Ka ei ole

vahet CRIM-A ja CRIM-B tuvel.

Seega, E.coli’s ribosoomide heterogeensus bL31 paraloogide suhtes ei ole oluline rakkude kas-
vul statsionaarses faasis. Statsionaarses faasis ei ole bL31 paraloogi olemasolu genoomis ldse
vajalik. Samuti sarnanevad bL31A ja bL31B geeni sisaldavate rakkude kasvufenotiip lihiajali-

sest okslidatiivsest stressist taastumisel.
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KOKKUVOTE

E.coli’'s on paraloogsed valgud bL31A ja bL31B, mis mdlemad osalevad subihikute vahelise
silla B1b moodustamisel, panustades oluliselt efektiivse valguslinteesi initsiatsiooni ja tapsuse
tagamisse. Lisaks on vilja selgitatud, et tiive MGAAB generatsiooniaeg on (ile kahe korra pi-
kem kui metsiktutpi rakkudel véi Ghe bL31 valguga tlivedel. Samuti on leitud, et oksldatiivse
stressi tingimustes voiks bL31A valgu geeni sisaldavatel rakkudel olla kasvueelis bL31B valgu
geeni sisaldavate rakkude ees. Antud t66 raames sooviti lisaks valja selgitada, kas E. coli para-
loogsetel valkudel bL31A ja bL31B on mdju rakkude kasvufenotiibile lihiajalisest okstidatiiv-

sest stressist taastumisel ja elumusele statsionaarses kasvufaasis.

Lihiajalisest okstdatiivsest stressist taastumise katse tulemusena voib 6elda , et k&ik tlved,
mis kodeerisid Uht voi mdlemat bL31 paraloogi, taastusid lihiajalisest okstidatiivsest stressist
paremini kui ilma bL31 paraloogideta tiivi. Seega saab jareldada, et okslidatiivsest stressist
taastumise seisukohalt on oluline vahemalt Ghe bL31 paraloogi olemasolu, kuid ei ole tahtis,

kas kasutada on bL31A vGi bL31B.

Seega pustitatud hiipotees, mille kohaselt mdjutavad bL31 paraloogid E. coli kasvu eri tingi-
mustes, pidas paika, kuna mdlemad bL31 paraloogid mdjutavad okstidatiivsest stressist taas-
tumist samamoodi (CRIM tiived vs MGAAB). Statsionaarse faasi elumuse hindamise katse p&h-

jal vOib aga vaita, et Ghe v6i mdlema bL31 paraloogi puudumine ei mdjuta bakterite elumust.

Bakalaureusetdo katsed naitavad, et bL31 paraloogide naol esinev heterogeensus, ei ole olu-
line okstidatiivsest stressist taastumisel ning samuti puudub vahe paraloogide kasvufenotiii-

bis statsionaarses kasvufaasis.
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Influence of bL31 paralogs on E. coli growth phenotype under different environmental con-
ditions

Annete Sikora

Summary

The function of a ribosome consisting of two subunits in eukaryotic and prokaryotic cells is to
synthesize proteins based on the mRNA sequence transcribed from the DNA sequence. Ribo-
somes consist of three rRNA molecules (5S, 16S and 23S) and at least 55 small basic proteins

(r-proteins). Ribosomes are called heterogeneous if they differ in their structural components.

R-proteins may have paralogs meaning that there are two proteins encoded by genes resulting
from an ancient gene duplication. In E.coli there are two such proteins bL31 and bL36. In the
case of E.coli paralogs bL31A and bL31B are located in the same site on the ribosome, although

they have rather different amino acid sequences (40% of identity).

bL31A contains a zinc binding motive consisting of 4 cysteines, while bL31B does not. Zinc-
binding cysteines are capable of reacting with free oxygen radicals, whereby disulfide bridges
may form between the cysteines. For the bL31A protein, this could mean that it is either no
longer able to bind zinc or that the binding is weak. Whether, as a result of oxidative stress,
the growth phenotype of bL31A protein-containing cells could change, and whether bL31B
protein cells have growth advantages in front of bL31A protein-containing cells, has yet to be

studied.

It has been shown that in E. coliand in B. subtilis, in the exponential growth phase the majority
of ribosomes contains bL31A protein, while in the stationary phase the majority of ribosomes
contains bL31B protein. Whether the presence of the bL31B protein in the ribosomes during
stationary phase could confer a growth advantage over cells containing bL31A protein is not

known.

This bachelor thesis aims to examine the effect of bL31 paralogs on E. coli growth phenotype
under different conditions (temperature, nutrient and oxidative stress). For that bacterial cell
growth of strains differing in their bL31 paralog content was examined after hydrogen perox-
ide treatment. In addition, the viability of strains was assessed during stationary growth phase

(16 days) by using FACS analysis.
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The main results of this study can be summarized as follows:

1. The strain without both bL31 paralogs exhibited slower growth than the strains encod-
ing at least one bL31 paralogues gene under growth conditions (oxidative and temper-
ature stress) assayed by spot-test.

2. Ingeneral, there is no significant difference in growth recovery after hydrogen perox-
ide treatment of strains encoding only one (bL31A or bL31B) paralog. However, under
some conditions the CRIM-A stain grew slightly better than CRIM-B stain (at 37°C on
poor M9 medium after 0.5h of treatment, at 25°C after 0.5h and 1h of treatment and
at 30°C after 0.5h of treatment on rich LB medium.

3. Survival assessment experiment revealed that the presence of the bL31 protein genes
in the genome is not important for the viability of stationary phase cells growing in
poor media. Hence, there are no differences in the viability of stationary phase cells

depending on bL31A or bL31B paralog.
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