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INFOLEHT

Muropeptiidide poolt indutseeritud statsionaarsest faasist valjumisega seotud geenide

tuvastamine bakteris Escherichia coli

Bakterid elavad kasvuks ebasoodsaid tingimusi le metaboolselt inaktiivses soikeseisundis.
Kui elutingimused paranevad, on nad vdimelised kasvu jatkama ning kasvavad bakterid
vabastavad Umbritsevasse keskkonda peptidogliikaani fragmente ehk muropeptiide, mis on
signaaliks Ulejaénud soikeseisundis bakteritele. Escherichia coli on ks bakteriliikidest, kes on
vOimeline soikeseisundist valjuma vastusena muropeptiididele. K&esoleva t66 eesmark oli
vdlja tootada katsesusteem, mis v@imaldab identifitseerida geenid, mis on seotud
muropeptiididest s6ltuva soikeseisundist valjumisega. Valja dnnestus tootada katseslisteem,
mis voimaldab labi viia suuremahulist Keio kollektsiooni skriinimist, et leida potentsiaalseid

mutante, mis muropeptiididele ei reageeri.

Marksdnad: Escherichia coli, muropeptiid, peptidoglikaan, signaalmolekul

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Identification of genes that are involved in muropeptide-dependent exit from stationary

phase in Escherichia coli

Bacteria can exist in a metabolically inactive dormant state which allows them to survive
unfavourable conditions for growth. As environmental conditions improve, some bacteria can
exit dormancy and the growing bacteria release peptidoglycan fragments, or muropeptides, into
the environment, which act as a signal for the the rest of the dormant bacteria. Escherichia coli
is one of the bacterial species that is able to exit the dormant state in response to muropeptides.
The aim of this thesis was to develop an assay to identify genes involved in muropeptide-
dependent exit from dormancy. Finally, an assay was developed that would allow large-scale

screening of the Keio collection to identify mutants that do not respond to muropeptides.
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KASUTATUD LUHENDID

(P)ppGpp guanosiinpentafosfaat (guanosine pentaphosphate)

Ac atsetaat (acetate)

EF-G elongatsioonifaktor G (elongation factor G)

EF-Tu elongatsioonifaktor Tu (elongation factor thermo unstable)

GIcNACc N-atsettitlglikoosamiin (N-acetylglucosamine)

Glt glikonaat (gluconate)

Gly glutserool (glycerol)

m-DAP meso-diaminopimeliinhape (meso-diaminopimelic acid)

MOPS 3-(N-morfoliino)propaansulfoonhape (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid)
MP muropeptiid (muropeptide)

MurNAc N-atsettiilmuraamhape (N-acetylmuramic acid)

NaCl naatriumkloriid (sodium chloride)

PASTA penitsilliini ja Ser/Thr kinaasiga seotud (penicillin and Ser/Thr kinase

associated)

PG peptidoglikaan (peptidoglycan)
rcf suhteline tsentrifugaaljoud (relative centrifugal force)
Rpf kasvamahakkamist soodustav valk (resuscitation promoting factor)



rpm po6rdeid minutis (revolutions per minute)

UDP uridiin difosfaat (uridine diphosphate)
VBNC elus, kuid mittekultiveeritav (viable but non-culturable)
wit metsiktudpi (wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterid vdivad pika aja valtel eksisteerida metaboolselt inaktiivses seisundis ehk
soikeseisundis. See voOimaldab neil ellu jadda kasvuks ebasoodsates tingimustes. Kui
keskkonnatingimused paranevad, on bakterid vdimelised soikeseisundist valjuma ja kasvu
jaitkama (Dworkin ja Shah, 2010). Soikeseisundist valjumine ei toimu kogu
bakteripopulatsiooni siseselt thtemoodi, vaid see on stohhastiline protsess, kus osad rakud
jatkavad kasvamist varem ja teised hiljem (Jers et al., 2010). Peale selle, et soikeseisundist
valjumist stimuleerib toitainete olemasolu keskkonnas, v6ib see toimuda ka vastusena
signaalidele, mida emiteerivad varem kasvama hakanud bakterid. Uheks selliseks signaaliks
on rakuseinast eralduvate muropeptiidide vabastamine kasvavate bakterite poolt, mis annab
ulejadnud populatsioonile mérku, et keskkonnatingimused on kasvuks soodsad. Naiteks
Bacillus subtilis'e spoorid on vdimelised idanema vastusena muropeptiididele ja nende
tuvastamiseks keskkonnast on vajalik membraanseoselise PrkC kinaasi olemasolu (Shah et al.,
2008; Dworkin ja Shah, 2010). Meie laboris avastati hiljuti, et muropeptiidid indutseerivad
soikeseisundist valjumist ka bakteris Escherichia coli (J6ers et al., 2019). E. coli's puudub aga
proteiinkinaasi PrkC geeniperekond, mille kaudu tunnevad muropeptiide dra Bacillus spoorid,
seega gram-negatiivsete liikide puhul peab muropeptiidide tuvastamiseks olema moni muu viis
ning see mehhanism soikeseisundist valjumiseks on E. coli puhul veel teadmata. Ké&esoleva t66
eesmarkideks oli identifitseerida geenid, mis on seotud muropeptiididest sdltuva kiirema
soikeseisundist véljumisega. Selleks voeti eesmérgiks testida erinevate Keio kollektsioonist
parit erinevate mutantide arkamiskineetikat muropeptiidide juuresolekul ning vélja toétada
selline katsestisteem, mis vOimaldaks selle eesmérgi jaoks labi viia kogu Keio kollektsiooni

skriinimise. Kaesoleva t66 praktiline osa teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Peptidogltikaan ja muropeptiid

Bakterite rakukesta komponent peptidoglikaan ehk mureiin on suur makromolekul, mis
koosneb kovalentselt seotud glilkkaanahelatest. Gliikaanahelad on omavahel ristseotud lihikeste
oligopeptiididega ja selline struktuur tagab, et rakk ei 16hkeks sisemise osmootse réhu tdttu
(Vollmer ja Bertsche, 2008). Peptidoglikaani peamine tilesanne on séilitada raku terviklikkus
ning see on Kkaitsev barjaar fldsikaliste, keemiliste ja bioloogiliste ohtude eest. Selle
biostinteesi inhibeerimine voi spetsiifiline lagundamine (nt lusostumi toimel) raku kasvu ajal
pdhjustab raku lidsi. Peptidogliikaan aitab hoida raku kuju ja on tihedalt seotud rakkude kasvu
ja Jjagunemise protsessidega (Vollmer et al., 2008). Gram-negatiivsete bakterite
peptidoglikaani vorgustik on suhteliselt 6huke (3—6 nm) sisemise ja vélimise membraani
vahel, gram-positiivsetes bakterites on see aga paksem, vahemikus 10-40 nm (Egan et al.,
2017).

Peptidoglikaani ,,selgroog koosneb vaheldumisi N-atsetitilglikoosamiini (GICNAC) ja N-
atsetulilmuraamhappe (MurNAc) disahhariididest, mis on omavahel seotud p(1—4)
gliikosiidsidemega. Disahhariidid on MurNAc ja&kide kaudu kovalentselt seotud
peptiidahelaga, mis koosneb kahest kuni viiest L- ja D-aminohappejaégist. Glikaanahelate
ristsidumine toimub kas otse vOi labi lihikese peptiidsilla ja selle tulemuseks on paks
kolmemd6tmeline mitmekihiline vorgustik (joonis 1). Kui glukaanahel on bakteriliikides
suures osas konserveerunud, siis peptiidi tiive ehitus ja ristsidemete tliip nende vahel vdib
erineda (Vollmer et al., 2008). Gram-negatiivsetel bakteritel ja gram-positiivsete klassi
Bacillus esindajatel on peptiidi jarjestuses kolmandaks aminohappeks m-DAP (meso-
diaminopimeliinhape). Paljudel gram-positiivsetel bakteritel on selle asemel aga L-lsiin
(Egan et al., 2017). DAP-tulpi peptiidid on ristseotud tavaliselt otse, kuid L-lUsiin tudpi
peptiidid on seotud erineva pikkusega peptiidsildade kaudu (Vollmer et al., 2008).
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Joonis 1. Peptidogliikaani struktuur. Peptidogliikaan on poliimeer, mille moodustavad N-
atsetiilglikoosamiini (GIcNAc) ja N-atsetltlmuramuilhappe (MurNAc) jaagid ning mis on
ristseotud MurNAc peptiidi tiive kaudu teise glikaanahelaga. Peptiidi tivi sisaldab L-alaniini
(L-Ala), D-glutamiinhapet (D-Glu) ja kas meso-diaminopimeliinhapet (m-DAP) (gram-
negatiivsed bakterid ja Bacillus esindajad) v&i L-lusiini (L-Lys) (gram-positiivsed bakterid),

millele jargneb D-alaniin (D-Ala) (Dworkin, 2014).

Peptidoglikaan on suurt huvi pakkunud mitte ainult seetdttu, et see on (ks peamisi
antibiootikumide sihtmarke, vaid ka selle tahtsuse tottu peremeesorganismi fusioloogias ja
2019). Osa
peptidoglikaanist périnevaid fragmente ehk muropeptiide taaskasutatakse rakuseina

ainevahetuses seoses immunostimuleeriva toimega (lrazoki et al.,

biosinteesiks, kuid need on olulised ka bakterite vahelises kommunikatsioonis ning paljud
hulkraksed eukartioodid kaivitavad nende tuvastamisel immuunvastuse (Boudreau et al., 2012;

Dworkin, 2014). Muropeptiidide vabanemist pdhjustab peptidoglikaani remodelleerimine

bakterite kasvu ajal vOi toimub see rakkude téieliku ludsi tagajérjel (Irazoki et al., 2019).



1.2 Peptidogltkaani biostintees ja lagundamine bakteris Escherichia coli

Kasvamise ja jagunemise ajal lagundatakse peptidogliikaani spetsiaalsete ensiiimide poolt,
mille tagajarjel eralduvad peptidogliikaani fragmendid ehk muropeptiidid. Bakteris
Escherichia coli muudetakse (he generatsiooni valtel koguni 50% peptidogliikaanist
anhtdromuropeptiidideks ning ligikaudu 95% sellest vOetakse uuesti kasutusele
peptidoglikaani taaskasutusraja kaudu. Seega eraldub muropeptiididena ainult 6-8%
peptidogliukaanist, mis viitab rakuseina komponentide efektiivsele ringlusele (Dworkin, 2014;
Park ja Uehara, 2008). Peale selle, et vabanenud materjali saab l&bi taaskasutusraja kasutada
peptidoglikaani stinteesiks, saab seda kasutada ka toitaine voi energiaallikana voi vabaneb see

Umbritsevasse keskkonda (Irazoki et al., 2019).

Rakukesta kasv on dunaamiline protsess, mis hdlmab sintetaase peptidoglikaani
sunteesimiseks ja selle kinnitamiseks olemasolevasse rakukesta ning hidrolaase, et lagundada
rakukest vérskelt siinteesitud materjali sisestamiseks. Ensulimide aktiivsust tuleb ajaliselt
reguleerida nii, et uue materjali sisestamine sailitaks raku kuju. Peptidoglikaani stintees toimub
kolmes etapis. Esmalt sinteesitakse tslitoplasmas lahustuvad aktiveeritud nukleotiidide
prekursorid UDP-N-atsetttlglikoosamiin ja UDP-N-atsettitlmuramudlpentapeptiid. Teises
etapis seotakse nukleotiidide prekursorid sisemise membraani poolel oleva undekapreniiul-
fosfaadiga, moodustades lipiidiga seotud disahhariid-pentapeptiidi monomeeri subihiku (lipiid
I1). Lipiid Il keeratake Umber flipaas FtsW-RodA poolt ja selle tagajérjel jaab nukleotiidi
prekursoriga seotud suhkrujddk suunaga periplasma poole. Kolmandas etapis
polumeriseeritakse lipiid 11 glikosuiltransferaaside poolt, vabastades undekapreniul-
pirofosfaadi ning moodustunud glikaanahelad sisestatakse rakukesta koosseisu, kus
glukaanahelate kiiljes olevate peptiidide ristsidumist viivad labi DD-transpeptidaasid (Typas
etal., 2012).

Peptidogliikaani kasv nduab kovalentsete sidemete I6hustamist rakukestas, et dsja stinteesitud
glikaanahelaid saaks vorgustikku sisestada ilma selle paksust suurendamata. Bakteriraku
kasvamiseks on seega vaja peptidoglikaani lagundada. E. coli’s on védhemalt 13
periplasmaatilist peptidoglukaani hidrolaasi, mis suudavad thiselt I6hustada glukosiid- ja
amiidsidemeid. Huidrolaasid on olulised peptidoglikaani Kkuju, suuruse ja paksuse
kujundamisel ning on vajalikud titarrakkude eraldamiseks rakkude jagunemise ajal (Typas et

al., 2012). Hudrolaase ruhmitatakse vastavalt IBhustatava sideme tilbile (joonis 2).
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Gliikosidaasid hudrolludsivad glukaanahelates olevaid glikosiidsidsidemeid, amidaasid
I6hustavad peptiidi tiive esimese aminohappe ja MurNac-i vahelise amiidsideme ja vabastavad
tri-, tetra- ja pentapeptiide periplasmasse ning peptidaasid hudrolulsivad peptiidi tlves
esinevate aminohapete vahelisi sidemeid. Peptidoglillaani glikaanahelad sisaldavad kahte
glukosidaasidele tundlikku glikosiidsidet. GICNAc-i ja sellele jargeva MurNAc-i vahelist sidet
hidrollusivad N-atsetiitil-glikoosaminidaasid ning MurNAc-i ja selle kdrval oleva GICNAc-i
vahelist sidet hudrolutsivad muramidaasid. Muramidaasid jagatakse kaheks sdltuvalt nende
kataltiutilisest mehhanismist. Lusosulimid on hudroludtilised ensutmid, mis lisavad
lagundamise ajal glikosiidsidemele H20 ja seelabi tekib redutseeriv MurNAc-i produkt. Teine
grupp muramidaase on ludtilised transglikosilaasid, mis I6hustavad MurNAc-GIcNAc
sidemeid peptidogliikaani glikaanahelas, vabastades 1,6-anhidro-N-atsetiiilmuraamhapet
(anhMurNAc) sisaldavad peptidoglukaani fragmendid ehk anhtidromuropeptiidid. Peptidaasid
vOib samuti liigitada kahte riihma: karboksupeptidaasid eemaldavad peptiidi tiives oleva C-
terminaalse aminohappe ja endopeptidaasid hudroliisivad peptiidide vahelisi ristsidemeid
(Irazoki et al., 2019).

Glikoosaminidaas e o
Ludtiline transgliikosilaas

Lisostium
Amidaas / | ¢
©. o0 O

Karboksiipeptidaas — O
Endopeptidaas

4 . \ 4 A
Joonis 2. Peptidogliikaani I6hustavad ensiimid on glilkoosaminidaasid, amidaasid,

peptidaasid ja muramidaasid (Irazoki et al., 2019, kohandatud).
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Soltuvalt peptidoglikaani taaskasutusraja reguleerimisest transporditakse
anhudromuropeptiide kas tsutoplasmasse, kus neid seejarel toodeldakse erinevate
ensliumidega, vOi vabanevad uUmbritsevasse keskkonda (joonis 3). Suurem osa tekkinud
anhudromuropeptiididest jadb esmalt periplasmasse I6ksu. AmpG on pohiline permeaas
peptidoglikaani taaskasutusrajas, mis transpordib periplasmast tsttoplasmasse GICNAc-
anhudro-MurNAc peptiide, sealjuures peptiidi tive pikkus voib varieeruda (Park ja Uehara,
2008). Need mureiini tripeptiidid (L-Ala-y-D-Glu-m-DAP) ja tetrapeptiidid (L-Ala-y-D-Glu-
m-DAP-D-Ala), mis vabanevad peptidogliikaanist voi anhidromuropeptiididest amidaaside
poolt, viib periplasmast tsutoplasmasse oligopeptiidi transporter Opp koos spetsiifilise
seondumisvalgu MppA-ga. Tsitoplasmas hudroliisitakse anhiidromuropeptiide veel NagZ
(N-atsetiitil-glukoosaminidaas) ja AmpD (anhMurNAc-L-Ala amidaas) poolt, mille tagajérjel
tekivad GIcNAc, anhMurNAc ja vabad tetrapeptiidid. Saadud tetrapeptiidid hidroliiusitakse
L,D-karboksupeptidaasi LdcA poolt tripeptiidideks, mida saab edasi lagundada tksikuteks
aminohapeteks, et kasutada neid toitainete voi energiaallikana voi lisatakse need UDP-
MurNAc koosseisu ligaasi Mpl abil. Ligeeritud UDP-MurnNAc-tripeptiide ja saadud
aminosuhkruid saab seejdrel taaskasutada peptidogliikaani siinteesi taaskasutusraja kaudu
(Irazoki et al., 2019). Aminosuhkrud GIcNAc ja anhMurNAc muundatakse GIcNAc-6-
fosfaadiks. Viimast deatsetliilib NagA, saades GIcN-6-fosfaadi, mis seejdrel siseneb
peptidoglikaani prekursori UDP-GICNAC sunteesi rajasse vOi glikolulsi kataboolsesse
rajasse, mille tagajarel tekib fruktoos-6-fosfaat. Samuti voidakse GICNAc ja MurNAc
tsitoplasmasse transportida fosfotransferaasi susteemi transporteritega NagE ja MurP, saades
rakusiseselt 6-fosfaat suhkrud (Reith ja Mayer, 2011).

12
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Joonis 3. Peptidogliikaani taaskasutus ja muropeptiidide eraldumine. Peptidogliikaani
lagundavad enstiumid IGhustavad rakukesta, vabastades peptidogliikaani fragmente
periplasmasse, mida saab seejarel eraldada kas keskkonda voi transportida peptidogliikaani
transporterite kaudu tsttoplasmasse. Tslitoplasmas olles voivad peptidogliikaani fragmendid
siseneda taaskasutusrajasse, et |0puks uuesti inkorporeerida asja sinteesitud
peptidogliikaani  vorgustiku koosseisu v6i saab neid kasutada energiaallikana.
Peptidogliikaani fragmendid, mis eralduvad keskkonda, vbivad Gmbritsevate rakkude jaoks
toimida kui signaalmolekulid. EM - ekstratsellulaarne maatriks; PG - peptidoglikaan (lrazoki

etal., 2019, kohandatud).
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1.3 Statsionaarne faas ja selle erinevad vormid

Bakterid voivad pika aja valtel eksisteerida metaboolselt inaktiivsetes seisundites ja selline
olek vBimaldab neil ellu jddda kasvuks ebasoodsates tingimustes. Nende tingimuste hulka
kuuluvad toitainete puudus, aarmuslikud temperatuurid ja kuivus v8i antimikroobsete ainete,
naiteks lusostimi, esinemine keskkonnas. Inaktiivses seisundis vOivad eksisteerida mitmed
inimese patogeenid ja paljud nakkuslikud osakesed esinevadki selliste soikeseisundis (inglise
keeles dormancy) olevate rakkudena (Dworkin ja Shah, 2010). Laborikatsetes jaljendab sellist
olukorda statsionaarne faas (Bohannon et al., 1991). Keskkonnatingimuste paranedes, kui
toitained muutuvad jalle kéttesaadavaks, on voimalik bakteritel kasvu jatkata (Bacun-Druzina
etal., 2011).

Bakteriliigid reageerivad ebasoodsatele tingimustele mitmel viisil, millest mdned h&Imavad
selget morfoloogilist diferentseerumist (nditeks spooride moodustumine) ja teised pole
morfoloogiliselt nii selgelt eristatavad. K&ikide nende keskkonnatingimustele reageerimiste
puhul on tulemuseks metaboolse aktiivsuse markimisvaarne vahenemine, monel juhul ka
tdieliku soikeseisundini (Dworkin ja Shah, 2010). Uheks viisiks ebasoodsate tingimuste
uleelamiseks on sporulatsioon, mille kaigus pakitakse bakteri genoom spoori, kuni
keskkonnatingimused paranevad. Sporulatsioon on lihtne ndide thest diferentseerumise viisist.
Sporulatsioon saab alguse astiimmeetrilise jagunemisega, mille tulemusena moodustub
sporulatsiooniseptum ja see jagab raku kaheks eraldi piirkonnaks - spoori alge ja emarakk.
Eelspoorile moodustub peale korteks ja paks spoorikest, toimub kiipsemine endospooriks.
Spoor vabaneb emaraku liusudes (McKenney et al., 2013; Errington, 2003). Spoorid
vBimaldavad bakteritel olla vastupanuvdimelised UV-kiirguse, toksiliste kemikaalide, liigse
kuivuse ning korge temperatuuri suhtes. Bakterid, kes toitainepuudusele sporulatsiooniga

vastavad, on naiteks Bacillus spp. ja Clostridium spp. (Dworkin ja Shah, 2010).

Mittesporuleerivatel bakteritel ei pruugi soikeseisundi puhul visuaalseid erinevusi tekkida ja
neil on ebasoodsate keskkonnatingimuste uleelamiseks teised mehhanismid (Dworkin ja Shah,
2010). Gram-negatiivsete bakterite soikeseisundisse sisenemisel toimuvad suured muutused
nende geeniekspressiooni mustris, mida reguleerib suures osas alarmoon (p)ppGpp ja mis
muudab paljude geenide transkriptsiooni. (p)ppGpp indutseerib alternatiivse sigma (o) faktori
RpoS-sbltuva geeniekspressiooni. RpoS marklaudgeenide ekspressioonimustri muutused

tagavad vastupidavama seisundi omandamise. See on kompleksne regulatoorne kaskaad, mille
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kéigus mitmesugused keskkonnast tulenevad signaalid mdjutavad vajaminevate geenide
transkriptsiooni regulaatoreid ja sigma faktoreid. Need omakorda mdjutavad RNA poliimeraasi
aktiivsust, mille tagajérjeks on soikeseisundile iseloomulik spetsiifiline geeniekspressioon, kus
vahendatud on kasvule orienteeritud geeniekspressioon ja soodustatakse ellujag@miseks vajalike
geenide ekspressioon. Nende muutuste tottu satuvad rakud n-6 uinuvasse olekusse, mille
jooksul suudetakse ilma toitaineteta pikka aega vastu pidada (Nystrom, 2004; Navarro Llorens
et al., 2010).

Mittesporuleerivatel bakteritel, nt E. coli’l, on lisaks téheldatud ka persistereid ja VBNC
(viable but non-culturable) seisundit, mis vGimaldavad rakkudel ellu jd&da ebasoodsates
keskkondades. Persisterid on vaike osa bakteripopulatsioonist ning nad on tolerantsed
antibiootikumide suhtes. Tolerantsus on tingitud asjaolust, et need persisteriteks kujunevad
bakterid ei kasva ega jagune ning neil on peatunud rakuseina siintees ja translatsioon, mis on
paljude antibiootikumide méarklauaks (Dworkin ja Shah, 2010). Tapset mehhanismi persisterite
moodustumisest veel ei teata, kuid on téheldatud, et bakteris E. coli fosforlleerib kinaas HipA
(high persistence A) translatsiooni elongatsioonifaktorit EF-Tu ja hipA mutantidel seas on
persisterite  moodustumise tase suurenenud (Schumacher et al.,, 2009). Veel (heks
mehhanismiks, mis on persisterite moodustumise kohta véalja pakutud, on suurenenud toksiin-
antitoksiinide valkude ekspressioon, millest mdned véivad translatsiooni parssida (Dworkin ja
Shah, 2010). Persisterite nédhtus on fenotulbiline, mitte geneetiline, mis tdéhendab seda, et
tolerantsus antibiootikumide vastu on mittepérilik ja péordeline (Jayaraman, 2008). Persisterid
vOivad hakata uuesti kasvama ja panna aluse uuele populatsioonile siis, kui toitaineid on
piisavalt ja keskkonnatingimused on paranenud. Sellisel juhul on nad taas antibiootikumide
suhtes tundlikud (Kussell et al., 2005).

VBNC seisund on mittesporuleerivate bakterite selline ellujagdmisstrateegia, kus ebasoodsates
keskkonnatingimustes jaadakse kiill fisioloogiliselt ja metaboolselt aktiivseks ning séilitakse
virulentsena, kuid tavalisel agari-so6tmel ei suuda bakter kasvada. Kui VBNC seisundis
rakkudele tagada sobivad keskkonnatingimused, on sellest olekust v@imalik ka valjuda
(Fakruddin et al., 2013). Nad on v@imelised kasvama siis, kui neile tagatakse sellised soodsad
tingimused nagu rikas s6dde vOi kasvavate rakkude filtraat (Dworkin ja Shah, 2010). Samas
vOivad taastunud rakud olla endiselt patogeensed, seega kaasneb seoses VBNC seisundiga ka
risk inimese tervisele. Soikeseisundis olevad patogeensed bakterid on vOimelised séilima

infektsiooniv@imelisena ja olla samal ajal metaboolselt madala aktiivsusega. Samuti ei ole neid
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voimalik kultiveeritavaid proove kasutades detekteerida (Navarro Llorens et al., 2010). Seni
on vaieldav, kas VBNC seisund on tbeline flsioloogiline seisund vdi kajastab selline liigitus

piiratud moistmist bakterite toitainete vajadustest, mis on nende kasvamiseks vajalik (Dworkin
ja Shah, 2010).
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1.4 Muropeptiid kui signaal bakterite vahel

1.4.1 Soikeseisundist valjumine

Uks peamisi signaale, mis stimuleerib soikeseisundist valjumist, on toitainete olemasolu
keskkonnas. Lisaks vOivad bakterirakud soikeseisundist véljuda vastusena teiste bakterite
vabastatud signaalidele. VValjumine soikeseisundist vdib olla stohhastiline siindmus, mida ei
mdojuta mingid valised stiimulid. Ehkki toitainete olemasolu keskkonnas on kooskdlas kasvu
toetavate tingimustega, kajastab see ainult Gihte kasvu jaoks vajalikku omadust. Naiteks voib
peremeesorganismis lisaks piisavale toitainete ressursile olla ka antimikroobsete ainete, néiteks
lusostiumi, koérge kontsentratsioon. See mdjutab kasvuks vajalikke protsesse ja muudab
keskkonna soikeseisundis mitteolevate (aktiivsete) rakkude jaoks elamiskdlbmatuks.
Soikeseisundis olevad rakud peavad seetdttu tuvastama kasvu soodustavad tingimused ja Uiheks
selliseks signaaliks on rakuseinast eralduvate muropeptiidide vabastamine teiste kasvavate
bakterite poolt (Dworkin ja Shah, 2010).

Seoses soikeseisundist valjumisega on kirjeldatud skaudi-teooriat, mis pakub vélja hupoteesi,
et osa Uhest populatsioonist parinevaid bakterirakke, kes on soikeseisundis, muutuvad
aktiivseteks nn skautideks juhuslikult ja keskkonnatingimustest séltumatult. Skaudi seisundi
moodustumine on sarnane epigeneetilisele, mirapdhisele ja stohhastilisele ebastabiilsusele.
Skaut on rakk, mis véljub soikeseisundist madalal sagedusel toimuvate juhuslike slindmuste
tagajarjel, milleks voib olla nditeks pdhiregulaatori geeni ekspressiooni vOi repressiooni
stohhastilised muutused. Skaudid ei erine geneetiliselt samast populatsioonist olevatest
rakkudest ega ole ka spetsialiseerunud rakud ning vdivad olla identsed aktiivselt kasvava
populatsiooni rakkudega. Skautide esinemine jagab populatsiooni kaheks fenotiilbiks,
uinuvaks ja aktiivseks, ja see kumb nendest fenotiilpidest domineerib, s6ltub
keskkonnatingimustest (Epstein, 2009; Buerger et al., 2012). Mdiste skaut parineb eeldatavast
funktsioonist - skaut on stohhastiliselt aktiivseks muutunud rakk, mis testib toitainete ja teiste
kasvuks vajalike ressursside olemasolu keskkonnas. Ebasoodsate tingimuste pusimisel sureb
skaut parast seda, kui ta on oma sisemised ressursid ara kasutanud. Seejarel moodustuvad
samast populatsioonist uued skaudid, kes jéllegi soodsate keskkonnatingimuste olemasolu
testivad. Kui skaut tekib kasvu soosivates tingimustes, saab ta aluse panna uuele
populatsioonile. Juhul kui keskkonnatingimused muutuvad taas ebasoodsateks, jaab

asjatekkinud populatsioon taas soikeseisundisse ning kogu tsikkel algab otsast pihta. Seega
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pakub skaudi-teooria vélja, et bakteripopulatsioon kindlustab ellujg@mise ebasoodsates
tingimustes selliselt, kui pidevalt liigutakse soikeseisundi ja aktiivse oleku vahel (Buerger et
al., 2012). Monede liikide puhul on taheldatud, et aktiivseks muutunud rakud on
signaalmolekulide abil suutelised signaliseerima teisi populatsioonis olevaid baktereid
keskkonna muutustest ning seelébi indutseerida nende soikeseisundist véljumist (Epstein,
2009).

1.4.2 Valiskeskkonnast périt signaalide vastuvétmine

Bakteritevahelise signalisatsiooniga seostatakse hulgatunnetust (inglise keeles quorum
sensing). Hulgatunnetus on geeniekspressiooni reguleerimine vastusena rakkude populatsiooni
tiheduse koikumistele. Hulgatunnetust kogevad bakterid toodavad ja vabastavad keemilisi
signaalimolekule, mida nimetatakse autoinduktoriteks ja mille kontsentratsioon suureneb
kooskdlas raku tihedusega. ning seeldbi reguleeritakse mitmesuguseid fisioloogilisi
seisundeid. Need seisundid hdlmavad nditeks simbioosi, virulentsust, konjugatsiooni,
antibiootikumide tootmist, motiilsust, sporulatsiooni ja biofilmi moodustumist. Uldiselt
kasutavad gram-negatiivsed bakterid autoinduktoritena homoseriinlaktoone ja gram-

positiivsed bakterid oligopeptiide (Miller ja Bassler, 2001).

Bakterid on vélja tootanud keerukad signalisatsioonististeemid  mitmesuguste
keskkonnatingimustega kohanemiseks. Kahekomponendiline signalisatsioonististeem on
bakterite iks pohilisi stiimulit ja vastust uhendav mehhanism, mis v8imaldab tajuda muutusi
erinevates keskkonnatingimustes ja nendele ka vastavalt reageerida (Stock et al., 2000).
Tudpiline kahekomponendiline slsteem koosneb sensorkinaasist ja vastuseregulaatorist.
Sensorkinaasid  jalgivad modnda keskkonnaparameetrit ja moduleerivad vastavalt
vastusesregulaatorite aktiivsust. Vastuseregulaatorid reguleerivad geeniekspressiooni muutusi
vOi rakkude kaitumist vastusena keskkonnamdjudele. Sensorite ja nendele vastavate
regulaatorite vaheline molekulaarne kommunikatsioon hdlmab fosforiilekande reaktsioone
(fosfortdlimine ja defosforiiilimine) (Mizuno et al., 1996). Viliskeskkonnast tulenevat
signaali tajub sensorkinaasi sisenddomeen, mis l&bib autofosforttlimise. Seejarel viiakse
fosfortiilrihm vastusregulaatorile, mis reguleerib vastust signaalile, muutes sihtgeenide

ekspressiooni (Oshima et al., 2002).
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Gram-negatiivsetel bakteritel on kompleksne rakulimbris, mis koosneb vélismembraanist,
sisemembraanist ja nende vahelisest periplasmaatilisest ruumist. Valismembraan moodustab
fludsilise barjaéri, mis kaitseb karmide keskkonnatingimuste ja toksiliste molekulide, néiteks
antibiootikumide, proteaaside ja raskemetallide, eest. Valismembraan sisaldab ka valke, mis
vahendavad kasvu ja raku funktsioneerimiseks vajaminevate vaikeste molekulide passiivset
vOI aktiivset transporti rakku. Enamik neist valkudest moodustab hidrofiilsed poorid, mis
vBimaldavad vaikestel toitainetel ja signaalmolekulidel siseneda rakku ning neid nimetatakse
seetdttu poriinideks. Poriinid koosnevad 8-24 B-ahelast, mis moodustavad B-tlinn struktuurid,
ning neid klassifitseeritakse vastavalt nende struktuurile ja spetsiifilisusele voi lihtsalt Gldisteks
poriinideks, mis vahendavad kuni 600 Da suuruste molekulide mittespetsiifilist difusiooni
(Kefala et al., 2010; Vergalli et al., 2020).

Substraatide transporti vahendavad ka ABC-transporterid (ATP-hinding cassette tranporters).
Need on membraanivalgud, mis transpordivad labi rakumembraanide mitmesuguseid
substraate, saades energiat ATP hudrolulsist. Bakterites katalttsivad ABC-transporterid
oluliste toitainete omastamist v0i toksiliste ainete valjutamist. ABC-transporterid jagunevad
kahte alatitipi olenevalt transpordi reaktsiooni suunast. Ainult prokarlootides esinevad
importijad vajavad substraati siduvat valku, mis toimetab seondunud substraadi transporteri
valispinnale. Eksportijad seevastu seovad substraate otse tsttoplasmast voi lipiidse kaksikkihi
tsutoplasmapoolsest osast (Hollenstein et al., 2007). Oligopeptiidi transpordististeem (Opp) on
viiekomponendiline ABC-transporter, mis koosneb membraaniga seotud substraati siduvast
valgust OppA, kahest transmembraansest valgust OppB ja OppC ning kahest nukleotiidi
siduvast domeenist, OppD ja OppF. OppA seob peptiidi ja toimetab selle translokaatori
kompleksi, kus ATP hudroltdsi tagajérjel transporditakse peptiid rakku (Doeven et al., 2004).
OppA koos selle spetsiifilise seondumisvalgu MppA-ga vastutab ka mureiinist vabanevate tri-

ja tetrapeptiidide transpordi eest periplasmast tstutoplasmasse (Irazoki et al., 2019).

1.4.3 Soikeseisundist valjumine vastusena muropeptiididele

1.4.3.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis'e spoorid on voimelised idanema nii toitainete juuresolekul kui ka aktiivselt
kasvavate rakkude poolt vabastatud muropeptiidide (m-DAP-i sisaldavate) madala

kontsentratsiooni korral (Shah et al., 2008; Dworkin ja Shah, 2010). Gram-positiivsetel
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bakteritel ei ole sellist muropeptiidide taaskasutussusteemi nagu gram-negatiivsetel ja seega
vabanevad muropeptiidid ekstratsellulaarsesse ruumi (Reith ja Mayer, 2011; Doyle et al.,
1988). Muropeptiidide toimel soikeseisundist valjumiseks on vajalik membraanseoselise PrkC
kinaasi olemasolu. See on seriini/treoniini kinaasi perekonna liige, millel on rakusisene
kinaasidomeen ja rakuvaline peptidoglikaani sidumisdomeen, kus on mitu PASTA (penicillin
and Ser/Thr kinase associated) kordust. Need kordused on vajalikud muropeptiidide
aratundmiseks ja sidumiseks véliskeskkonnast (Irazoki et al., 2019). PASTA domeen on
globulaarne struktuur, mis koosneb kolmest B-lehest ja iihest a-heeliksist. Esimese ja teise -
lehe vahel on silmus, mis on sdltuvalt liigist erineva pikkusega (Yeats et al., 2002). Kui
muropeptiidid seonduvad PrkC-ga, siis fosfortleerib viimane EF-G (elongatsiooni faktor G),
mis osaleb mMRNA ja tRNA translokatsioonis valgusunteesi kaigus. Selle tagajérjel
indutseeritakse translatsioon, mis vdib olla Giheks esmaseks biosunteetiliseks protsessiks spoori
idanemisel.  Siiski peetakse ebatBenédoliseks, et translatsiooni kéivitamine EF-G
fosforileerimise kaudu on olulisim mehhanism soikeseisundist véaljumisel (Shah et al., 2008;
Dworkin ja Shah, 2010).

On leitud veel ks mehhanism, kuidas PrkC reguleerib soikeseisundist véljumist vastusena
muropeptiididele. PrkC reguleerib WalRK kahekomponendilist slisteemi, mis on gram-
positiivsetes bakterites konserveerunud. WalRK signaalsiisteem koosneb sensorkinaasist
WalK ja sellele vastavast vastuse regulaatorist WalR. WalK autofosforileerub ja annab
fosfaatrihma edasi regulaatorvalgule WalR, mis seejarel reguleerib mitmete geenide
ekspressiooni, kas siis neid aktiveerides voi inhibeerides. Need geenid, mille ekspressiooni
WalRK signaalsusteem reguleerib, mangivad olulist rolli peptidoglikaani metabolismis ja
WalRK regulonis olevate geenide hulgas on mitmed peptidoglikaani hiidrolaase kodeerivad
geenid. B. subtilis’e puhul nédidati, et vastusena muropeptiididele voib WalR-i fosforiileerida
ka PrkC. Koige suuremat moju avaldab PrkC WalR reguloni ekspressioonile statsionaarses

faasis, kuna siis langeb sensorkinaasi WalK aktiivsus (Libby et al., 2015).

Tanaseks on PrkC homolooge nii rakusisese kinaasi kui ka rakuvélise peptidogliikaani siduva
domeeni puhul leitud enamikus, kui mitte kdigis gram-positiivsetes liikides, sealhulgas
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ja Mycobacterium tuberculosis. Nendes
bakteriliikides osaleb PrkC rakuseina metabolismis ja sellel on oluline, kuid seni veel
ebamééraselt kirjeldatud, roll bakteriaalses patogeneesis. B. subtilis'e PrkC asendamine S.

aureus'e homoloogiga vdimaldab samuti B. subtilis'e spooridel vastusena peptidoglikaani
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fragmentidele idaneda, mis viitab sellele, et see kinaas tuvastab samuti muropeptiide ja osaleb
EF-G fosforlleerimises. Huvitav on see, et S. aureus'e homoloogi ekspresseerivad spoorid
reageerivad nii m-DAP-i kui ka L-Lys-i sisaldavatele muropeptiididele, viidates sellele, et seda
kinaasi ekspresseerivad bakterid on véimelised vastama signaalidele, mis parinevad mitmetelt
erinevalt liikidelt (Dworkin ja Shah, 2010).

1.4.3.2 Micrococcus luteus

Mittesporuleeriva bakteri Micrococcus luteus puhul on muropeptiidide kaudu soikeseisundist
valjumisega seotud valk Rpf (resuscitation-promoting factor), mida sekreteerivad keskkonda
kasvavad ja jagunevad rakud (Telkov et al., 2006). Rpf molekule on avastatud ka teistest gram-
positiivsetest bakteritest, kelle DNA on kdrge G+C sisaldusega (Mukamolova et al., 1998).
See on muraltdtiline ensttim, mis hidroluisib p(1—4) glikosiidsidet peptidoglikaani
glikaanahelas ja selle tagajarjel satuvad muropeptiidid ekstratsellulaarsesse ruumi
(Mukamolova et al., 2006). Mehhanism, kuidas Rpf indutseerib soikeseisundist valjumist, ei
ole teada, kuid valja on pakutud kolm hupoteesi. Esiteks, Rpf-ile iseloomulik peptidoglikaani
hidrollusiv toime vdib soikeseisundis olevas bakteris indutseerida rakuseina biosunteesi ja
rakujagunemise protsessi ning seeldbi on soodustatud ka rakkude kasv (Nikitushkin et al.,
2016). Vaatamata asjaolule, et soikeseisundis olevate rakkude kasvu jatkamise mehhanism Rpf
poolt on endiselt teadmata, vGib selle valgu teadaolevate enstimaatiliste omaduste alusel seda
hiipoteesi pustitada. On teada, et spooride idanemise ajal on esimestena tuvastatud aktiivsused
nn ludtilised aktiivsused, mis on vajalikud kasvu taastamiseks. Samuti osalevad idanemisel
spetsiifilised ludtilised enstdmid, milleks on N-atsetiitl-glikoosaminidaas, ludtiline
transgliikostlaas ja amidaas. Nende ensutimide koostoimimine pdhjustab spoori korteksi, mis
on bakterite spoorides esinev paksenenud rakusein, dekondenseerumist. Selle protsessi
tagajérjel muutuvad spoorid tundlikumaks véliste stiimulite (aminohapped, ioonid, aktiivsed
hapnikuvormid jne) suhtes, mis omakorda vdib esile kutsuda nende Ulemineku aktiivseks
eluvormiks. Ebaharilikult paksenenud rakuseina esinemine VBNC seisundis olevates M.
luteus'e rakkudes meenutab spoori korteksit ja selle modifitseerimine soikeseisundist

valjumisel vihjab Rpf valkude arvatavale rollile selles protsessis (Telkov et al., 2006).
Teine hupotees Rpf toimemehhanismi kohta pdhineb Rpf vdimel lahutada bakterite agregaate,
mis ndib olevat tingitud selle hidrollutilisest aktiivsusest. M. luteus rakkude agregatsioon on

oluline kasvu initsieerimiseks kultuuri lag-faasis ja ka M. tuberculosis'e reaktiveerimise
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esimestel etappidel. Naib, et Rpf valgud vGivad osaleda nende agregaatide lahutamises enne
rakkude jagunemise algust. Kolmas on nn signaliseerimise hlpotees, mille jargi vabastab Rpf
peptidoglikaani hidrolulsi k&igus muropeptiide, mis on signaaliks soikeseisundist valjumisel.
Seda hupoteesi toetab asjaolu, et bakteril M. tuberculosis, kes samuti sekreteerib Rpf-i, on
olemas membraanseoseline Ser/Thr kinaas (PknB), mis on B. subtilis'el esineva PrkC
homoloog. PknB kinaasil on olemas PASTA domeenid, mis teadupérast tunnevad é&ra
muropeptiide. PknB PASTA domeen tunneb &ra kasvavad peptidoglikaani ahelad ja reguleerib
vaheseina eraldumise ja moodustumisega seotud valkude jaotumist. PASTA domeeni
interaktsioon rakuseinaga on oluline mehhanism, mis méngib rolli rakuseina terviklikkuse ja
bakterite kasvu kontollimises. Kuigi see hiupotees pole veel kinnitatud, on vdimalik, et
proteiinkinaas PknB reageerib muropeptiididele, mida vabastatakse Rpf-i poolt, ja kéivitab

seejarel soikseseisundist véaljumiseks vajalikud protsessid (Nikitushkin et al., 2016).

1.4.3.3 Escherichia coli

Meie laboris on hiljuti avastatud, et muropeptiidid indutseerivad soikeseisundist valjumist ka
mittesporuleerivas bakteris Escherichia coli (JGers et al., 2019). Statsionaarsesse faasis olles
ja toitainete ammenduses vaheneb oluliselt bakterite metaboolne aktiivsus, nende kasv peatub
ning nad jaévad soikeseisundisse. Nad on v@imelised kasvu jatkama, kui tagatakse soodsad
tingimused, naiteks rikas sodde vOi kasvavate rakkude filtraat (Dworkin ja Shah, 2010). Kui
statsionaarses faasis olevad E. coli bakterid viidi Ule vérskesse so6tmesse ning neile lisati
juurde muropeptiide, taheldati, et soikeseisundist valjumine toimub muropeptiidide lisamisel
kiiremini kui kontrollsdétmes, kuhu polnud muropeptiide lisatud. Varskesse so6tmesse lisades
stimuleerivad muropeptiidid kasvu jatkamist, lagundamata peptidoglilkaan aga mitte. Lisaks
valjuvad E. coli rakud soikeseisundist vastusena teiste liikide muropeptiididele, naidates

sellega nende rolli liikidevahelise signaalina (joonis 4) (Joers et al., 2019).
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Joonis 4. Erinevatest liikidest parinevad muropeptiidid stimuleerivad E. coli rakkude kasvu
jatkamist soikeseisundist. PG - peptidogliikaan; MP - muropeptiid (JGers et al., 2019,
kohandatud).

Kasvu jatkamise stimuleerimiseks on vajalik suhkru ja peptiidi vahelise sideme olemasolu
muropeptiidides. Peptidogliikaani I6hustamisel mutanolusiiniga tekivad muropeptiidid, mis
varieeruvad peptiidi tive pikkuse ja koostise poolest. Leiti, et 4, 3 vi 2 aminohapet sisaldavate
peptiididega disahhariidid on kdik vdimelised stimuleerima kasvu jatkamist ja sama néidati ka
tetrapeptiidiga seotud monosahhariid N-atsetillmuraamhappe kohta. Seevastu N-
atsetliilmuraamhape ja tripeptiid eraldi molekulidena ei stimuleeri kiiremat soikeseisundist
valjumist. See nditab, et suhkru ja peptiidi vaheline side on kasvu jatkamise stimuleerimiseks

ulioluline ja rakud voivad reageerida mitmele muropeptiidi variandile (JGers et al., 2019).

E. coli peptidoglikaani taaskasutusraja sisteemi kuuluvad ampG (permeraas), ampD
(amidaas) ja nagZ (N-atsetiitilglikosaminidaas) ja nende geenide koosmdjul imporditakse,
lagundatakse ja taaskasutatakse raku kasvu ajal vabanenud anhidromuropeptiide. Eeldati, et
see slisteem on seotud ka muropeptiidide poolt vahendatud soikeseisundist véljumisega. Kuid
Uhegi eelnimetatud geeni deleteerimine ei ndidanud mingit fenottdpi ja kdik knock-out tived
reageerisid muropeptiididele nagu metsiktivi. See viitab sellele, et esmane muropeptiidi

signaalitilekande retseptor paikneb kas raku pinnal v6i periplasmas. Bacillus spooride korral
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tuvastatakse muropeptiide membraanseoselise proteiinkinaasi PrkC kaudu. See geeniperekond
on aga ainult gram-positiivsetes bakterites ja puudub E. coli's. Seega on selge, et gram-
negatiivsete liikide puhul peab muropeptiidide tuvastamiseks olema moni muu viis ning see

mehhanism soikeseisundist valjumiseks on E. coli's veel teadmata (Jders et al., 2019).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmargid

Varasemalt on leitud, et muropeptiidid indutseerivad Kiiremat soikeseisundist valjumist
bakteris Escherichia coli (J0ers et al., 2019). See viis, kuidas E. coli on vGimeline iimbritsevast
keskkonnast muropeptiide tuvastama ja millised geenid on seotud muropeptiidide poolt

indutseeritud kiirema valjumisega statsionaarsest faasist, ei ole veel teada.

Ké&esoleva t00 eesmarkideks olid:
o testida Keio kollektsioonist parit erinevate mutantide drkamiskineetikat muropeptiidide
juuresolekul ja seelébi identifitseerida geenid, mis on seotud muropeptiididest sdltuva
statsionaarsest faasist valjumisega;

e vilja tootada selline katsesusteem, mis vdimaldaks eelnimetatud eesmérgi jaoks labi

viia kogu Keio kollektsiooni skriinimise.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakterittived, s66tmed

Kdikide katsete labiviimiseks kasutati kas wt E. coli tive BW25113 vdi selle derivaate. Koik
kasutatud bakteritiived on vélja toodud lisas 1 ning kdik kasutatud mutandid on parit Keio
kollektsioonist (Baba et al., 2016). Katsetes, kus mdddeti bakterikultuuri optilist tihedust,
kasutati E. coli tive BW25113, mis sisaldas plasmiidi pET-gfpAGGAGG(3) (edaspidi luhidalt
pET-gfp). Plasmiid sisaldab kanamutsiini resistentsusgeeni. Baktereid kasvatati MOPS
minimaalsootmetes (Neidhardt et al., 1974), mis sisaldas susinikuallikana 0,1% glutserooli
(Gly), 0,1% glukonaati (Glt), 0,1% atsetaati (Ac) vdi oli ilma susinikuallikata. Glutserooli
séilituskultuuride jaoks kasvatati baktereid LB vedelsootmes. Selekteerimiseks lisati
sootmetesse kanamutsiini [dppkontsentratsiooniga 25 pl/ml. Kasvukeskkonna pH muutmiseks
kasutati tsitraadi ning TRIS puhvreid (tabel 1).

Tabel 1. Eksperimentides kasutatud puhvrid

Puhver Koostis
1,5 M Tris puhver 1,5 M CsH11NO3; 0,1 M HCI; pH 7,2/9
0,1 M Tsitraatpuhver | 0,04 M CeHsNasO7*2H20; 0,06 M CsH:O-; 0,1 M HCI; pH 5

Baktereid kasvatati alati 37 °C juures kas inkubatsioonikapis, Sanyo loksutil kiiruse 220 rpm
juures voi Stuart S1505 mikrotiiterplaadi loksutil 750 rpm juures. Tsentrifuugimine viidi alati
labi tsentrifuugis Sigma 4K15C rootoriga 13350/11150 1 minut 13 200 rcf juures.
Bakterikultuuri optilise tiheduse (OD) mddtmiseks lainepikkusel 600 nm ning fluorestsentsi
mdabtmiseks ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm kasvatati baktereid samuti
37 °C juures ning kasvu jalgiti 96-kannuga mikrotiiterplaatidel BioTek Synergy™ Mx

mikrotiiterplaadilugejas.

2.2.2 Statsionaarsest faasist valjumisel muropeptiididele mittereageerivate bakterite

testimine
Keio kollektsioonist périt mutantide testimiseks tehti esmalt kdikidest tivedest gliitserooli

sdilituskultuurid. Selleks kulvati bakterid LB tardso6tmele ning kasvatati tle6d 37 °C juures

inkubatsioonikapis. Jargmisel p&eval pandi 1 koloonia tassilt paariks tunniks kasvama 3 ml LB
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vedelsootmesse, kuni kultuuri optiline tihedus oli vahemikus 0,5-1. Seejérel lisati 750 pl

kultuurile kriiotuubis 250 pl 60% glitserooli ning sailitati edaspidi temperatuuril -80 °C.

Arkamiskatse labiviimiseks kasvatati gliitserooli sailituskultuurist véetud bakterid esmalt LB
tardsootmel, enne kui nad kilvati edasi 2 ml MOPS Gly 0,1% sO66tmesse. 4 pdeva pérast
inkubatsiooni tsentrifuugiti baktereid, supernatant eemaldati ning bakterid suspendeeriti samas
ruumalas steriilses vees. Rakud tsentrifuugiti veelkord ning suspendeeriti samas ruumalas
steriilses vees. Rakususpensioonist tehti 1:20 lahjendus MOPS Glt 0,1% sd6tmesse. Seejarel
lisati statsionaarse faasi kultuur 100 ul kaupa 96-kannuga mikrotiiterplaadile, mille &artes
olevatesse kannudesse lisati 200 pl vett. lgasse kannu lisati erinevates kontsentratsioonides
Bacillus subtilis’est parit muropeptiidi preparaati. Negatiivse kontrollina ei lisatud sé6tmesse
midagi. Statsionaarsest faasist valjumist jélgiti kultuuri OD muutuse jargi ajas lainepikkusel

600 nm BioTek Synergy™ Mx mikrotiiterplaadilugejas. OD-d mdddeti iga 15 minuti jarel.

2.2.3 Stressitingimuste rakendamine statsionaarse faasi kultuurile

Tekitamaks statsionaarses faasis olevatele bakteritele voimalikult suurt stressi, et nad ei
alustaks koheselt pdrast varskesse sootmesse uUleviimist uuesti kasvamist ja jagunemist,
muudeti drkamiskatse tilesehitust jargmiselt. Uledd E. coli BW25113 + pET-gfp kultuurile,
mis oli kasvatatud 2 ml MOPS Glt 0,1% s66tmes, lisati parast tsentrifuugimist 200 mM, 400
mM, 600 mM ja 1 M NaCl lahus. 4 p&eva hiljem tsentrifuugiti baktereid, supernatant eemaldati
ning bakterid suspendeeriti samas ruumalas steriilses vees. Rakud tsentrifuugiti veelkord ning
suspendeeriti samas ruumalas steriilses vees. Rakususpensioonist tehti 1:20 lahjendus MOPS
Ac 0,1% sootmesse. Seejérel lisati statsionaarse faasi kultuur 100 pl kaupa 96-kannuga
mikrotiiterplaadile, mille #irtes olevatesse kannudesse lisati 200 ul vett. Uhele kultuurile lisati
4 ul muropeptiidi ning teine oli negatiivne kontroll, kuhu ei lisatud s60tmesse midagi.
Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti kultuuri OD muutuse jargi ajas lainepikkusel 600 nm

mikrotiiterplaadilugejas. OD-d m&ddeti iga 15 minuti jarel.

Kasvukeskonna pH muutmiseks kasutati eelnevalt kirjeldatud drkamiskatse susteemi, kuid
uledo E. coli BW25113 + pET-gfp kultuur, mis oli kasvatatud 2 ml MOPS Glt 0,1% s66tmes,
lisati pérast tsentrifuugimist tsitraatpuhvrisse (pH 5) vdi TRIS puhvritesse (pH 7,2 ja 9).
Kdikide puhvrite kontsentratsioon oli 100 mM. Lisaks pandi tile66 kultuur puhvris 4 °C juurde

ja kasvatati 5 paeva. Ulejaanud osas jai katse tilesehitus samaks.

27



Oksudatiivse stressi tekitamiseks lisati tile6o E. coli BW25113 + pET-gfp kultuurile juurde 10
mM, 100 mM ja 200 mM vesinikperoksiidi lahust, mida kasvatati edasi 37 °C juures 5 péeva.

Ulejadnud osas jai katse Glesehitus samaks.

2.2.4 Arkamiskatse kasutades alamarBluee varvi

Arkamiskatse labiviimiseks kasvatati E. coli BW25113 tiive 2 ml MOPS Gly 0,1% s66tmes. 4
paeva padrast inkubatsiooni tsentrifuugiti baktereid, supernatant eemaldati ning bakterid
suspendeeriti samas ruumalas steriilses vees. Rakud tsentrifuugiti veelkord ning suspendeeriti
samas ruumalas steriilses vees. Rakususpensioonist tehti 1:20 lahjendus ilma sisinikuallikata
MOPS so6tmesse, kuhu lisati juurde 10 pl alamarBluee varvi 100 pl kultuuri kohta. Seejarel
lisati statsionaarse faasi kultuur 100 ul kaupa 96-kannuga mikrotiiterplaadile, mille aartes
olevatesse kannudesse lisati 200 pl vett. Uhele kultuurile lisati 4 ul muropeptiidi ning teine oli
negatiivne kontroll, kuhu ei lisatud s66tmesse midagi. Statsionaarsest faasist valjumist jélgiti
kultuuri fluorestsentssignaali muutuse jargi ajas ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja

590 nm mikrotiiterplaadilugejas. Fluorestsentssignaali mdodeti iga 15 minuti jérel.

Vordluseks tehti samalaadne drkamiskatse, kuid alamarBluee varvi lisamata. Sel juhul jalgiti
statsionaarsest faasist véljumist kultuuri OD muutuse jargi ajas lainepikkusel 600 nm

mikrotiiterplaadilugejas. OD-d m&ddeti iga 15 minuti jarel.

2.2.5 Katsesuisteemi optimeerimine Keio kollektsiooni skriinimiseks

Vélja selgitamaks, kas 96-kannuga mikrotiirterplaadil on vdimalik kultuure kasvatada
statsionaarsesse faasi 3-5 péeva jooksul nii, et olenemata asukohast plaadil kasvavad kultuurid
Uhtemoodi ja et aurustumine oleks vdimalikult véike, tehti jargnev arkamiskatse. E. coli
BW25113 kulvati MOPS Gly 0,1% so6tmesse ja viidi ule veesdrgiga 96-kannuga
mikrotiiterplaadile kolmes erinevas algruumalas - 100, 150, 200 ul. K&iki ruumalasid prooviti
nii mikrotiiterplaadi keskmistes kui ka servas olevates kannudes kahes korduses. Kannude
Umber ja &éartesse lisati 5 ml destilleeritud vett. Kultuure inkubeeriti mikrotiiterplaadi loksutil
37 °C ja 750 rpm juures. 3., 4. ja 5. paeval tosteti replikaatoriga statsionaarse faasi kultuurid
1:20 lahjendusena MOPS Glt 0,1% so6tmesse teisel 96-kannuga mikrotiiterplaadil. Seejarel

lisati 10 ul alamarBluee varvi 100 ul kultuuri kohta ning statsionaarsest faasist valjumist jalgiti
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kultuuri fluorestsentssignaali muutuse jargi ajas ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja

590 nm mikrotiiterplaadilugejas. Fluorestsentssignaali mdddeti iga 15 minuti jérel.

Keio kollektsiooni testplaadiks tehti E. coli BW25113 tiive glutserooli séilituskultuur. Selleks
kilvati bakterid LB tards66tmele ning kasvatati Ule66é 37 °C juures inkubatsioonikapis.
Jargmisel paeval pandi 1 koloonia tassilt mdneks tunniks kasvama 3 ml LB vedelsddtmesse,
kuni kultuuri optiline tihedus oli vahemikus 0,5-1. Seejéarel lisati 3 ml kultuuri kohta 1 ml 60%
glutserooli, jagati 100 ul kaupa 96-kannuga mikrotiiterplaadile igasse kannu ning sailitati
edaspidi temperatuuril -80 °C. Arkamiskatse labiviimiseks tehti sailituslahustest tempelkiilv
150 ul MOPS Gly 0,1% st0tmesse veesargiga 96-kannuga mikrotiiterplaadile ja kasvatati
mikrotiiterplaadi loksutil 4 paeva. Seejarel tdsteti replikaatoriga statsionaarse faasi kultuurid
1:20 lahjendusena ilma stsinikuallikata MOPS s66tmesse, kuhu oli lisatud alamarBluee varvi
10 pl 100 pl kohta. Samuti lisati kolme kannu 4 pl muropeptiidi, et selgitada vélja, kas
fluorestsentssignaali vadrtuse jargi on voimalik muropeptiidi efekti statsionaarsest faasist
valjumisel detekteerida. Mikrotiiterplaat pandi seejéarel 37 °C inkubatsioonikappi ning 24 tundi
hiljem mdddeti mikrotiiterplaadilugejas fluorestsentssignaali Uihe ajapunkti kohta ergastuse ja

emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm.

Muropeptiidi erinevate kontsentratsioonide testimiseks kilvati E. coli BW25113 MOPS Gly
0,1% s60tmesse ja viidi tle 150 ul kaupa veesargiga 96-kannuga mikrotiiterplaadile ihte ritta.
4 péeva pérast inkubatsiooni mikrotiiterplaadi loksutil tdsteti statsionaarse faasi kultuurid
replikaatoriga 1:20 lahjendusena ilma slsinikuallikata MOPS sé6tmesse nelja erinevasse ritta.
Igasse ritta oli lisatud alamarBluee varvi 10 pl 100 pul kohta. lga rida esindas tihte muropeptiidi
kontsentratsiooni - 1 pl, 2 pl ja 4 pl. Uks rida jai negatiivseks kontrolliks ja sinna muropeptiide
ei lisatud. Selliselt oli iga statsionaarse faasi kultuuri kohta olemas nelja erineva muropeptiidi
kontsentratsiooniga kultuur. Mikrotiiterplaat pandi seejarel 37 °C inkubatsioonikappi ning 24
tundi hiljem mod6deti mikrotiiterplaadilugejas fluorestsentssignaali the ajapunkti kohta

ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Keio kollektsioonist parit mutantide arkamiskineetika

Selleks, et leida signaalististeemi, mis on seotud muropeptiidide tuvastamisega keskkonnast,
testiti erinevaid mutante Keio kollektsioonist. Keio kollektsioon on komplekt E. coli K-12
BW25113 tlive mutante, kus igas mutandis on tiks mitteolulistest geenidest deleteeritud (Baba
et al., 2006). Testimiseks valiti Keio kollektsioonist valja mutandid, mille genoomist olid
deleteeritud kahekomponendiliste slisteemide vastuseregulaatori geenid, poriinide geenid ja
oligopeptiidi transporteri OppA ja selle seondumisvalgu MppA geen. Nendega viidi labi
arkamiskatse, kus sai ndha antud geenide deleteerimise mdju arkamiskineetikale, kui lisati
juurde erinevaid muropeptiidide kontsentratsioone. Varskesse so6tmesse Uleviimisel ja
muropeptiidide lisamisel véljuvad osad bakterid statsionaarsest faasist kiiremini kui tlejaanud.
Statsionaarse faasi kultuurist lahjenduse tegemine vérskesse s6Otmesse ja vérske sootme
susinikuallika vahetamine aeglustavad bakterite véljumist statsionaarsest faasist ja nii on

muropeptiidide efekt arkamisel paremini mérgatav.

Esmalt Uritati muropeptiididele mittereageerivaid mutante leida kahekomponendilise susteemi
mutantide hulgast. Tuupiline kahekomponendiline slisteem koosneb sensorkinaasist ja
vastuseregulaatorist ning kuna vastuseregulaatorid on seotud geeniekspressiooni
reguleerimisega, valiti testimiseks vélja just selle komponendi mutandid. Nendega viidi labi
arkamiskatse, et selgitada vélja, kas statsionaarsest faasist valjumist vastusena
muropeptiididele reguleerib méni kahekomponendiline siisteem voi mitte. Eesmérk oli leida
selliseid mutante, mis muropeptiidide juuresolekul statsionaarsest faasist kiiremini ei valju.
Kokku testiti 35 vastuseregulaatori geeni mutanti Keio kollektsioonist. Katsete tulemusena ei
leitud Uhtegi tlve, mille statsionaarsest faasist véaljumise kiirust muropeptiidid ei méjutanud.
Kdikide mutantide drkamiskineetika sarnases wt tlivega - mida kérgem oli muropeptiidide

kontsentratsioon s66tmes, seda Kiiremini valjusid bakterid statsionaarsest faasist (joonis 5).
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arkamiskineetika muropeptiidi  juuresolekul. Lihend MP tadhistab muropeptiide.

Muropeptiidide hulgad on 100 pl kultuuri kohta. Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti OD

600 nm juures. (A) wt tive védljumine statsionaarsest faasist vastusena muropeptiidi

erinevatele kontsentratsioonidele. (B) Naitena on vilja toodud (he mutandi

arkamiskineetika. Sarnane tulemus esines kdikidel testitud mutantidel. (C) Kdigi 35 testitud
mutandi kvantitatiivsed tulemused vdrrelduna wt tiivega. At on aegade vahe, mis kulub +MP
(4 wl) ja -MP (0 pl) kultuuridel OD 0,06 jéudmiseks. OD on mdddetud 100 pl kultuuri kohta.

Wt tive puhul on vidlja toodud viie soltumatu katse tulemuste standardhalve piirid.
Mutantidega on tehtud ks katse.

Jargnevalt testiti poriini geenide mutante ja tehti samalaadsed &rkamiskatsed, nagu eespool
kirjeldatud. Poriinid moodustavad hiidrofiilseid poore, mis voimaldavad véikestel toitainetel ja
signaalmolekulidel siseneda rakku ja kuna muropeptiid on samuti véike hidrofiilne molekul,
annab see alust eeldada, et muropeptiide transporditakse rakku poriinide kaudu. Kokku testiti

16 poriini geeni mutanti Keio kollektsioonist. Katsete tulemusena ei leitud Ghtegi mutanti,
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mille statsionaarsest faasist valjumise kiirust muropeptiidid ei mgjutanud. Kdikide mutantide
arkamiskineetika sarnases wt tiivega ja mida kdrgem oli muropeptiidide kontsentratsioon

s0otmes, seda kiiremini véljusid bakterid statsionaarsest faasist (joonis 6).
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Joonis 6. Poriini geenide mutantide drkamiskineetika muropeptiidi juuresolekul.
Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti OD 600 nm juures. Esitatud on kdigi 16 testitud
mutandi kvantitatiivsed tulemused vorrelduna wt tlivega. At on aegade vahe, mis kulub
muropeptiidiga (4 ul 100 pl kultuuri kohta) ja muropeptiidita kultuuridel OD 0,06 jdudmiseks.
OD on moéddetud 100 pl kultuuri kohta.

Viimaks testiti Keio kollektsioonist oligopeptiidi transporteri OppA ja seondumisvalgu MppA
mutanti. Mureiini tripeptiidid ja tetrapeptiidid, mis vabanevad peptidoglikaanist voi
anhudromuropeptiididest amidaaside poolt, viib periplasmast tsiitoplasmasse oligopeptiidi
transporter Opp koos spetsiifilise seondumisvalgu MppA-ga (lrazoki et al., 2019). Seet6ttu
valiti Keio kollektsioonist valja testimiseks nii oppA kui ka mppA mutandid ning nendega viidi
labi drkamiskatse. Katsete tulemused nditasid, et mdlema mutandi drkamiskineetika sarnases

wt tlivega (joonis 7).
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Joonis 7. oppA ja mppA mutantide &rkamiskineetika muropeptiidi juuresolekul.
Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti OD 600 nm juures. Esitatud on oppA ja mppA
kvantitatiivsed tulemused vorrelduna wt tlivega. At on aegade vahe, mis kulub
muropeptiidiga (4 pl 100 ul kultuuri kohta) ja muropeptiidita kultuuridel OD 0,06 jdudmiseks.
OD on moéddetud 100 pl kultuuri kohta.

2.3.2 Stressitingimuste rakendamine, et suurendada ajavahemikku muropeptiidiga ja

muropeptiidita kultuuride vahel

Erinevate Keio kollektsioonist périt mutantide testimise kaudu ei leitud Uhtegi sellist, mis
muropeptiididele statsionaarsest faasist valjumisel ei reageeri. Jargmisena voeti eesméargiks
testida kogu Keio kollektsiooni. Selleks tuli vélja tootada valja selline katseslisteem, kus
muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahet mdddetakse (ks kord katse 16pus. Keio
kollektsiooni sdilitatakse glutserooli  séilituskultuuridena, mis asuvad 96-kannuga
mikrotiiterplaatidel, seega tuleb katse Ules ehitada sellises formaadis, kus kogu eksperiment
teostatakse mikrotiiterplaatidel ja v6imalikult vaheste etappidega. Selliselt saaks kasutada
mdotmist Uhes Kkindlas ajapunktis, et vélja selgitada geen, mis osaleb muropeptiidide

aratundmises keskkonnast.

Esmalt prooviti tekitada statsionaarses faasis olevatele bakteritele vdimalikult suur stress, et
nad ei alustaks koheselt parast véarskesse sootmesse uleviimist uuesti kasvamist ja jagunemist.
Selleks dritati indutseerida VBNC-laadne seisund, mis on mittesporuleerivate bakterite selline

ellujd@misstrateegia, kus ebasoodsates keskkonnatingimustes jaddakse kll fusioloogiliselt ja
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metaboolselt aktiivseks, kuid tavalisel agari-s66tmel ei suuda bakter kasvada. Kui aga VBNC
seisundis rakkudele tagada sobivad keskkonnatingimused, on sellest olekust v@imalik ka
valjuda (Fakruddin et al., 2013). Antud juhul oli eesmérk valja tootada olukord, kus bakterid
jatkaksid kasvamist siis, kui lisatakse muropeptiidi ning muropeptiidi mittelisamisel jaaksid

edasi soikeseisundisse.

Siinkohal viidi arkamiskatse labi selliselt, nagu tksikute mutantide testimisel, kuid méningate
variatsioonidega. Bakterid kasvatati tile66 MOPS Glt 0,1% sd6tmes ning seejérel lisati kultuur
erinevatele  temperatuuridele  voi  viidi  pdrast tsentrifuugimist  Ule  erinevate
kontsentratsioonidega NaCl/peroksiidi lahustesse voi erineva pH-ga puhvritesse. Kultuure
kasvatati veel 4 paeva, mille jarel viidi bakterid péarast tsentrifuugimist tle varskesse MOPS
Ac 0,1% sootmesse 20-kordse lahjendusena. Atsetaadi kui kasvuks vdimalikult ebasoodsa
susinikuallika kasutamise eesméark vérskes sodtmes oli muuta bakterite arkamine veelgi
aeglasemaks. Samuti prooviti kombineerida erinevaid stressitingimusi, nt happeline voi
aluseline pH + erinevatel temperatuuridel kasvatamine. Katsete tulemusena ei ilmnenud Uhtegi
stressitingimust, mille puhul muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahel oleks olukord,
kus ks kasvab ja teine ei kasva. Suurim ajaline vahe, mis kultuuride vahel saadi, oli ligikaudu

10 tundi ja see ilmnes pH 9 ja 4 °C tingimusel (joonis 8).
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Joonis 8. wt tlive arkamiskineetika muropeptiidi juuresolekul rakendades erinevaid
stressitingimusi. Lihend MP tahistab muropeptiide. Muropeptiidide hulgad on 100 ul kultuuri
kohta. Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti OD 600 nm juures. (A) wt tive valjumine
statsionaarsest faasist vastusena muropeptiidile 37 °C juures. (B) wt tlve darkamiskineetika
rakendades stressitingimusi, mis andsid kahe kultuuri vahel suurima ajavahemiku. (C) Esitatud
on wt tlivele rakendatud kdikide stressitingimuste kvantitatiivsed tulemused. At on aegade
vahe, mis kulub muropeptiidiga (4 pl 100 ul kultuuri kohta) ja muropeptiidita kultuuridel OD

0,06 joudmiseks. OD on maddetud 100 ul kultuuri kohta.

2.3.3 Sisinikuvaba minimaalsodtme kasutamine arkamissoétmena

Eelnevate katsete tulemused nditasid, et bakteritele stressi tekitamisel ja kasvuks ebasoodsa
susinikuallika kasutamisel arkavad ka muropeptiidita kultuuri rakud statsionaarsest faasist ja
jatkavad kasvamist. Seega ei saa sellise katsesusteemiga I6pp-punkti mdotmist ja Keio
kollektsiooni skriinimist Ules ehitada. Jargmiseks prooviti, kas oleks vdimalik statsionaarsest
faasist valjumist detekteerida tingimustes, kus uut susinikuallikat juurde ei lisata. OD
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mdbtmine siinkohal ei sobi, sest sellisel viisil pole kasvu ndha. Edasiseks to0ks otsustati
kasutada alamarBluee vérvi, mis detekteerib metaboolset aktiivsust. See on indikaatorvérv,
mida kasutatakse bakterite elujdulisuse kvantitatiivseks modtmiseks. Vérv hélmab
okstideerimise-redutseerimise indikaatorit, mis hakkab fluorestseeruma ja muudab ka varvi
vastusena kasvukeskkonna keemilisele redutseerimisele, mis tuleneb rakkude kasvust.
Vérvaine toimib vahepealse elektronide aktseptorina elektrontransportahelas toimides
molekulaarse hapniku asendajana. Kui indikaatorvarv (resasuriin) vdtab vastu elektrone,
muutub see oksiideeritud mittefluorestsentsest sinisest olekust roosaks, mis on redutseeritud
fluorestseeruv vorm (resorufiin). Tekkiva fluorestsentsi intensiivsus on vdrdeline metaboolselt
aktiivseks muutunud rakkude arvuga (Rampersad, 2012). Kuna alamarBluee detekteerib
metaboolset aktiivsust juba enne rakkude kasvama hakkamist, siis prooviti arkamissédtmena
kasutada susinikuvaba sOodet. Katse tulemusena ilmnes, et fluorestsentssignaal kasvab
muropeptiidiga kultuuri puhul Kiiremini ja jaabki k6rgemaks kui ilma muropeptiidita kultuur.
Kui samalaadset katset tehti sisinikuallikaga s66tmes, siis oli erinevus kahe kultuuri vahel
néha ainult teatud ajaaknas, niiiid aga jaab erinevus pisima. Optilist tihendust mdotes bakterite
kasvu ei detekteerita, seega on vOimalik, et muropeptiidide lisamisel hakkavad bakterid
kasutama oma sisemisi reserve ja seeldbi on statsionaarsest faasist valjumine alamarBluee-ga

néha, isegi kui OD ei muutu (joonis 9).
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Joonis 9. wt tlive drkamiskineetika muropeptiidi juuresolekul, kui arkamiss66tmena kasutati
susinikuvaba soodet. Liihend MP tahistab muropeptiide. Muropeptiidide hulgad on 100 ul
kultuuri kohta. Vorreldud on wt tiive valjumist statsionaarsest faasist, detekteerides
fluorestsentssignaali ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm, kasutades
alamarBlue”® virvi (A), ning wt tiive statsionaarsest faasist viljumist OD 600 nm juures, kui

varvi ei lisatud (B). OD on m&ddetud 100 ul kultuuri kohta.
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2.3.4 Katsesusteemi optimeerimine Keio kollektsiooni skriinimiseks

Eelneva katse tulemus, kus saadi muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuri vahel pisiv
erinevus, andis voimaluse suuremahuliseks testimiseks, mis hdlmab kogu Keio kollektsiooni.
Eesmark oli thel kindlal ajapunktil maarata véimalikud geenid, mis vdiksid olla seotud
muropeptiidi dra tundmisega keskkonnast. Suuremahuliseks testimiseks tuli katsesusteemi
vastavalt optimeerida. Keio kollektsiooni séilitatakse glutserooli séilituskultuuridena, mis
asuvad 96-kannuga mikrotiiterplaatidel ja kuna eelnevalt vélja to6tatud &rkamiskatset Uritati
rakendada ka selles skriinimise faasis, siis oli esmalt vaja valja selgitada, kas 96-kannuga
mikrotiirterplaadil on v6imalik kultuure kasvatada statsionaarsesse faasi. Potentsiaalne
probleem siinkohal on kiisimus, kas 3-5 péeva jooksul on vdimalik kultuure vaikeses ruumalas
kasvatada nii, et olenemata asukohast plaadil kasvavad kultuurid ihtemoodi ja et aurustumine
oleks vdimalikult vaike. Aurustumise minimeerimiseks kasutati veesédrgiga 96-kannuga
mikrotiiterplaati, kuhu lisati kannude Umber ja &artesse vett. Statsionaarse faasi kultuuri
kasvatamisel testiti ka mitut algruumala ning kdiki ruumalasid prooviti nii mikrotiiterplaadi

keskmistes kui ka servas olevates kannudes kahes korduses.

Arkamiskatse labiviimiseks kasvatati bakterid MOPS Gly 0,1% s66tmes, mille jarel viidi
bakterid 3., 4. ja 5. p&eval parast tsentrifuugimist tle MOPS Glt 0,1% so6tmesse 20-kordse
lahjendusena ning lisati alamarBluee varvi. Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti
fluorestsentssignaali mdotes. Katse néitas, et veesdrgiga mikrotiiterplaadil on voimalik
kultuurid statsionaarsesse faasi kasvatada nii, et aurustumine on minimaalne ning samuti on
kultuuride drkamiskineetika vérskesse sootmesse Ule viies sarnane séltumata asukohast plaadil.

Tulemus oli sarnane k&ikide algruumalade puhul (joonis 10).
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Joonis 10. wt tlive arkamiskineetika kasvatades kultuurid statsionaarsesse faasi 96-kannuga
mikrotiiterplaadil 3-5 pdeva jooksul. Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti
fluorestsentssignaali ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm, kasutades
alamarBlue® virvi. Statsionaarse faasi kultuuri kasvatamisel katsetati mitut algruumala ning
koiki ruumalasid prooviti nii mikrotiiterplaadi keskmistes kui ka servas olevates kannudes

kahes korduses. Antud joonisel on naidatud tulemused 150 pl algruumala kohta.

Tehes kindlaks, et kultuurid on vdimalik statsionaarsesse faasi kasvatada mikrotiiterplaadil,
viidi jargmine katse l&bi selliselt, nagu see peaks valja ndagema Keio kollektsiooni
mikrotiiterplaate kasutades. Selleks tehti esmalt n-0 testplaat wt tlivega, kus 96-kannuga
mikrotiiterplaadil oli igas kannus wt tive glitserooli séilituslahus. Séilituslahustest tehti
seejarel tempelkilv MOPS Gly 0,1% s60tmesse veesargiga 96-kannuga mikrotiiterplaadile ja
kasvatati 4 pdeva. Seejarel viidi bakterid ule varskesse ilma susinikuallikata MOPS s66tmesse
20-kordse lahjendusena ning lisati alamarBluee véarvi. Samuti lisati kolme kannu pimekatsena
muropeptiidi, et selgitada vélja, kas fluorestsentssignaali vaartuse jargi on voimalik
muropeptiidi efekti statsionaarsest faasist valjumisel detekteerida. Seega ei olnud mddtmiste ja
analudside labiviija teadlik, mitmesse ja millistesse kannudesse muropeptiidi lisati. 24 tundi
hiljem mdddeti mikrotiiterplaadilugejas fluorestsentssignaali he ajapunkti kohta. Seejérel

vaadati fluorestsentssignaali vé&artuste jaotust histogrammil, et ndha, kas kdik kannud kéituvad
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sarnaselt ning kas on vdimalik eristada kannusid, kuhu on lisatud muropeptiidi. Katse
tulemusena ilmnes, et fluorestsentssignaali vaartuste jaotus ei ole kiill kogu mikrotiiterplaadi
ulatuses tdiesti htlane, kuid muropeptiidi lisamist on voimalik véartuste jargi eristada (joonis
11).
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Fluorestsentssignaali vdartused

Joonis 11. wt tlive fluorestsentssignaali vaartuste jaotus Uhes ajapunktis. Modtepiirkond on
jagatud 10-ks vordseks vaartuste vahemikuks. Statsionaarsest faasist valjumist jalgiti
fluorestsentssignaali ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm, kasutades
alamarBlue® vérvi. Muropeptiididega kannud on margistatud tdrnidega ning nende kolm

vaartust on Ulejaanud vaartustest eristatavad.

Jargmiseks taheti valja selgita, kas oleks v@imalik kasutada muropeptiide vaiksemas
kontsentratsioonis kui 4 pl 100 ul kultuuri kohta. Kogu Keio kollektsiooni skriinimine hdlmaks
vaga suurt muropeptiidi kogust ning seega taheti vélja selgitada, kas vdiksem kontsentratsioon
annab sarnase efekti statsionaarsest faasist valjumisel kui eelnevates katsetes kasutatud 4 pl.
Antud &arkamiskatses kasvatati kultuurid statsionaarsesse faasi mikrotiiterplaadi Ghes 12-
kannuga reas, kasutades sootmena MOPS Gly 0,1%. 4 pdeva mooddudes kilvati bakterid
replikaatoriga ilma sisinikuallikata MOPS sd6tmesse 20-kordse lahjendusena ning lisati
alamarBluee vérvi. Bakterid kulvati nelja erinevasse ritta mikrotiiterplaadil, kus igas reas oli
erinev kontsentratsioon muropeptiide. Selliselt oli iga statsionaarse faasi kultuuri kohta olemas

nelja erineva muropeptiidi kontsentratsiooniga kultuur. Jargmisel péeval moddeti
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mikrotiiterplaadilugejas fluorestsentssignaali Uhe ajapunkti kohta. Tulemustest selgus, et
erinevus muropeptiidita (0 pl) ja muropeptiidiga (4 pl) kultuuride vahel statsionaarsest faasist
valjumisel on selgelt eristatav. Fluorestsentssignaali véartuste vahe esineb ka O ul ja 1 pl
kontsentratsioonide juures. See nditab, et kasutada on voimalik ka vaiksemaid muropeptiidide
kontsentratsioone kui 4 pl 100 ul kultuuri kohta, eristamaks neid mutantne, mis

muropeptiididele statsionaarsest faasist véljudes reageerivad vdi ei reageeri (joonis 12).
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Joonis 12. Erinevate muropeptiidi kontsentratsioonide moju wt tiive statsionaarsest faasist
valjumisele. Liihend MP tadhistab muropeptiide. Muropeptiidide hulgad on 100 pl kultuuri
kohta. Iga mikrotiiterplaadil kasvatatud statsionaarse faasi kultuur lisati varskesse s66tmesse
kolme erineva muropeptiidi kontsentratsiooni juuresolekul. Statsionaarsest faasist valjumist
jalgiti fluorestsentssignaali ergastuse ja emissiooni lainepikkustel 545 ja 590 nm, kasutades

alamarBlue® varvi.
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2.4 Arutelu

Kéesoleva magistritod raames oli eesmaérgiks vélja selgitada potentsiaalseid geene, mis vaiksid
olla seotud muropeptiidide detekteerimisega keskkonnast ja seel&bi indutseerida Kiiremat
soikeseisundist valjumist bakteris Escherichia coli. Varasemalt on meie laboris leitud, et
muropeptiidide tuvastamine keskkonnast ei toimu E. coli puhul peptidoglikaani
taaskasutusraja komponentide kaudu (Jders et al., 2019). Seega Uritati selle t66 kéigus saada

aimu, millise tundmatu mehhanismi kaudu vdiks muropeptiidide dratundmine toimuda.

Algselt loodeti otsitavaid geene leida selliste Keio kollektsioonist périt mutantide seast, mis
vOiksid tdendoliselt olla seotud muropeptiidide aratundmisega keskkonnast v6i nende
transpordiga rakku. Selleks valiti Keio kollektsioonist valja mutandid, mille genoomist olid
deleteeritud kahekomponendiliste slisteemide vastuseregulaatori geenid, poriinide geenid ja
oligopeptiidi transporteri OppA ja selle seondumisvalgu MppA geen. Nendega viidi 18bi
arkamiskatse, kus sai ndha antud geenide deleteerimise mdju arkamiskineetikale, kui lisati
juurde erinevaid muropeptiidide kontsentratsioone. Sellist katse Ulesehitust kasutades ja
erinevaid mutante testides ilmnes, et koikide mutantide &rkamiskineetika vastusena
muropeptiididele sarnases wt tlivega. Fakt, et muropeptiidid ei toimi labi teadaolevate
kahekomponendiliste slsteemide, lubab oletada, et mangus on mingi teistsugune
signaliseerimise stisteem. Uheks selliseks vdib olla mdni AmpR sarnane transkriptsioonifaktor.
AmpR paikneb tsitoplasmas ja aktiveerib ampC transkriptsiooni vastusena anhiidro-
muropeptiidide akumuleerumisele (Jacobs et al., 1997). Selles t66s kasutatud E. coli tlives
BW25113 puudub ampR geen, kuid on véimalik, et eksisteerib mdni ampR analoog. L&hedast
homoloogi BW251213 tives leitud pole, kill aga on kiimneid valke, millel esineb LysM
sarnane domeen (Arvi Joers, suuline info). See domeen seob potentsiaalselt peptidoglikaani ja
vOib siduda ka muropeptiide (Oldroyd, 2013). Sellisel juhul saaksid muropeptiidid signaali
edastada ilma kahekomponendiliste stisteemide osavotuta.

Jargmisena seati eesmargiks l&bi testida kogu Keio kollektsioon. Ei ole mdeldav, et ligi 4000
Keio kollektsiooni tiive testitakse katses, kus iga kultuuri kasvu moddetakse diinaamiliselt 12
tunni jooksul, selleks puuduvad tehnoloogiainstituudis sobivad masinad. Selle asemel tuli vélja
tootada selline katsestisteem, kus muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahet
md0odetakse Uks kord katse 16pus. Selleks prooviti tekitada statsionaarses faasis olevatele

bakteritele tingimused, kus neil oleks véimalikult suur stress, et nad ei alustaks koheselt parast
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varskesse s6otmesse Uleviimist uuesti kasvamist ja jagunemist. Eesmark oli leida olukord, kus
bakterid jatkaksid kasvamist ainult siis, kui lisatakse muropeptiidi ning selle mittelisamisel
jaéksid edasi soikeseisundisse. Siinkohal jéljendaks muropeptiidi lisamine Umbritseva
keskkonna tingimusi, kus kasv oleks soodustatud. Stressitingimusi rakendati NaCl, peroksiidi
ja erineva pH-ga puhvrite niol. Arkamissootmes kasutati siisinikuallikana atsetaati ning selle,
kui kasvuks ebasoodsa susinikuallika kasutamise eesmérk varskes sodtmes oli muuta bakterite
arkamine veelgi aeglasemaks. Katsete tulemusena ei leitud thtegi stressitingimust, mille puhul
muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahel oleks olukord, kus tiks kasvab ja teine ei
kasva. Stressi tekitamisel ja kasvuks ebasoodsa susinikuallika kasutamisel &rkavad ka
muropeptiidita kultuuri rakud statsionaarsest faasist ja jatkavad kasvamist. Jarelikult ei saa

sellise katsesuisteemiga 16pp-punkti mddtmist ja Keio kollektsiooni skriinimist tles ehitada.

Jargmiseks prooviti, kas oleks v@imalik statsionaarsest faasist valjumist detekteerida s6tmes,
kuhu ei lisata juurde susinikuallikat. Kultuuri optilise tiheduse médtmist siinkohal kasutada ei
saa, sest sellisel viisil pole arkamist naha. Edasiseks t6oks voeti kasutusele indikaatorvérv
alamarBluee, mis detekteerib metaboolset aktiivsust ja mida kasutatakse bakterite elujéulisuse
kvantitatiivseks modtmiseks. Varv hdlmab oksiideerimise-redutseerimise indikaatorit, mis
fluorestseerub ja muudab ka varvi vastusena kasvukeskkonna keemilisele redutseerimisele,
mis tuleneb rakkude kasvust (Rampersad, 2012). Kuna alamarBluee detekteerib metaboolset
aktiivsust juba enne rakkude kasvama hakkamist, siis kasutati arkamissé6tmena slsinikuvaba
s0odet. Katse tulemusena ilmnes, et fluorestsentssignaal kasvab muropeptiidiga kultuuri puhul
kiiremini ja jaabki kérgemaks kui ilma muropeptiidita kultuur. Kui samalaadset katset tehti
susinikuallikaga s66tmes ja modtes kultuuri optilist tihendust, siis oli erinevus kahe kultuuri
vahel ndha ainult teatud ajaaknas, niid aga jaab erinevus pisima. On tdendoline, et kui lisada
juurde muropeptiide, hakkavad bakterid kasutama oma sisemisi reserve ja seeldbi on
statsionaarsest faasist valjumine alamarBluee-ga néha, isegi kui OD ei muutu. Sellise katsega
saavutati eesmark, kus muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuri vahel esineb pusiv vahe, mis

vOimaldab labi viia 16pp-punkti mdotmist katse 16pus.

Seejarel tuli katsestisteem muuta selliseks formaadiks, mis vdimaldaks kogu Keio kollektsiooni
labi testida. Kuna Keio kollektsiooni sailitatakse glitserooli séilituskultuuridena, mis asuvad
96-kannuga mikrotiiterplaatidel, siis tuli leida viis, kuidas saaks mikrotiiterplaatidel
vOimalikult vaheste etappide arvuga samalaadne &rkamiskatse I4bi viia. Kasutades n-0

testplaati wt tlivega, suudeti vélja to6tada katsestuisteem, mis vdimaldab kogu katse teostada
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mikrotiiterplaatidel. Statsionaarsesse faasi kasvatati bakterid veesargiga 96-kannuga
mikrotiiterplaadil, seejarel lahjendati kultuure susinikuvabasse minimaalsddtmesse ning
statsionaarsest faasist véaljumist jalgiti fluorestsentssignaali modtes, kasutades alamarBlue®
varvi. Lisades statsionaarse faasi kultuuridele juurde muropeptiidi, on vdimalik antud kultuure
fluorestsentssignaali vaartuste jargi eristada nendest, kuhu muropeptiidi ei lisatud. Selline
ulesehitus voimaldab thel inimesel 1abi testida 5 - 10 mikrotiiterplaati pdevas ja muudab taolise

skriini tehtavaks ka akadeemilises laboris.

Edaspidises t60s tuleks katsestisteemi optimeerimist jatkata ja teha kindlaks vdimalikult vaike
muropeptiidi kogus, mida saab antud katsetes kasutada, eristamaks vahet muropeptiidiga ja
muropeptiidita kultuuride vahel. Seejarel saab l&bi viia suuremahulise Keio kollektsiooni
testimise, et identifitseerida geene, mis voOiksid olla seotud muropeptiidide tuvastamisega

keskkonnast ja seeldbi statsionaarsest faasist kiirema valjumise indutseerimisega.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t6o eesmargiks oli identifitseerida geenid, mis on seotud muropeptiididest sdltuva
soikeseisundist véljumisega. Selleks voeti eesmérgiks testida Keio Kollektsioonist périt
erinevate mutantide arkamiskineetikat muropeptiidide juuresolekul ning valja to6tada selline
katsesusteem, mis vOimaldaks eelnimetatud eesmargi jaoks labi viia kogu Keio kollektsiooni

skriinimise.

Selleks, et leida signaalistusteemi, mis on seotud muropeptiidide tuvastamisega keskkonnast,
testiti esmalt erinevaid mutante Keio kollektsioonist. Keio kollektsioonist valiti vélja
mutandid, mille genoomist olid deleteeritud kahekomponendiliste susteemide
vastuseregulaatori geenid, poriinide geenid ja oligopeptiidi transporteri OppA ja selle
seondumisvalgu MppA geen. Nendega viidi labi drkamiskatse, kus sai nédha antud geenide
deleteerimise  mo6ju arkamiskineetikale, kui lisati juurde erinevaid muropeptiidide
kontsentratsioone. Kdikide mutantide arkamiskineetika sarnases wt tiivega. Seejarel voeti
eesmargiks testida kogu Keio kollektsiooni. Selleks tuli vélja tootada vélja selline
katsestisteem, kus muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahet mdddetakse (ks kord
katse I6pus ja selleks tuli varem kasutatud katsestusteemi muuta. Esmalt prooviti rakendada
bakteritele erinevaid stressitingimusi, et suurendada ajavahemikku muropeptiidiga ja
muropeptiidita kultuuride vahel. Ei ilmnenud Uhtegi stressitingimust, mille puhul

muropeptiidiga ja muropeptiidita kultuuride vahel esineks psiv erinevus.

Edasise t06 kaigus oOnnestus Keio kollektsiooni skriinimiseks valja todtada jargmine
katseslisteem.  Statsionaarsesse  faasi  kasvatati bakterid veesdrgiga 96-kannuga
mikrotiiterplaadil, seejarel lahjendati kultuure sisinikuvabasse minimaalsfdtmesse ning
statsionaarsest faasist véljumist jalgiti fluorestsentssignaali modtes, kasutades alamarBluee
varvi, mis detekteerib metaboolset aktiivsust. Lisades osadele lahjendatud kultuuridele juurde
muropeptiidi, on véimalik neid kultuure fluorestsentssignaali vaartuste jargi eristada. Sellist
katsesusteemi kasutades saaks labi testida kogu Keio kollektsiooni ning leida potentsiaalseid

mutante, mis muropeptiididele statsionaarsest faasist valjumisel ei reageeri.
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Identification of genes that are involved in muropeptide-dependent exit from stationary
phase in Escherichia coli
Eliis Liske

Summary

Bacteria can exist in a metabolically inactive state which allows them to survive unfavourable
conditions for growth. As environmental conditions improve, bacteria can exit dormancy and
start to grow (Dworkin and Shah, 2010). Exit from dormancy can also occur in response to
signals released by other growing bacteria. For example, spores of Bacillus subtilis are able to
germinate in response to muropeptides (Shah et al., 2008). In our laboratory, it was recently
discovered that muropeptides also induce exit from dormancy in Escherichia coli (JGers et al.,
2019). However, the mechanism how E. coli detects muropeptides from the environment is not
known. The aim of this thesis was to identify genes that are involved in muropeptide-dependent

exit from dormancy.

In order to find a signaling system that is involved in the detection of muropeptides from the
environment, various mutants from the Keio collection were tested. Mutants were tested that
had the following genes deleted from the genome: response regulator genes of the two-
component systems, the porin genes, and the oligopeptide transporter OppA and its binding
protein MppA. These were used in an growth resumption experiment to see the effect of
deletion of these genes on awakening kinetics when different concentrations of muropeptides
were added. The awakening kinetics of all mutants were similar to the wild-type strain. The
aim was then to test the entire Keio collection. For this, an assay had to be developed in which
the difference between cultures with and without added muropeptides is measured once at the
end of the experiment and therefore the previously used assay had to be modified. At first,
attempts were made to apply different stress conditions to the bacteria to increase the time
difference between cultures with and without added muropeptides. None of the applied stress

conditions showed a consistent difference.

As a result of further work, the following assay was developed to screen the Keio collection.
Bacteria were grown to stationary phase in a 96-well microtiter plate with an inter-well space
and a mout surrounding the edge wells. The cultures were then diluted into carbon-free minimal
medium, and the exit from the stationary phase was monitored by measuring the fluorescence

signal using alamarBlue® dye, which detects metabolic activity. By adding muropeptides to
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some diluted cultures, it is possible to distinguish these cultures by the values of the
fluorescence signal. Using this kind of assay, the entire Keio collection could be tested to

identify potential mutants that do not respond to muropeptides when exiting dormancy.
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LISAD

Lisa 1. Eksperimentides kasutatud E. coli tlved

Tlvi

Genotuup

K-12 BW25113

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1

K-12 BW25113 AcheY

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcheY

K-12 BW25113 4kdpE

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AkdpE

K-12 BW25113 4torR

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AtorR

K-12 BW25113 AphoP

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AphoP

K-12 BW25113 ArstA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
ArstA

K-12 BW25113 4baeR

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AbaeR

K-12 BW25113 AarcA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AarcA

K-12 BW25113 AnarL

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AnarL

K-12 BW25113 AuvrY

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AuvrY

K-12 BW25113 ArcsB

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AresB

K-12 BW25113 AevgA

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AevgA

K-12 BW25113 AcpxR

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcpxR

K-12 BW25113 AbasR

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AbasR

K-12 BW25113 AcreB

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcreB
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K-12 BW25113 AfimZ

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AfimZ

K-12 BW25113 AnarP

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AnarP

K-12 BW25113 AuhpA

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AuhpA

K-12 BW25113 AatoS

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AatoS

K-12 BW25113 4AginG

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AginG

K-12 BW25113 AzraA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AzraA

K-12 BW25113 AyehT

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AyehT

K-12 BW25113 AcheB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcheB

K-12 BW25113 ArssA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
ArssA

K-12 BW25113 AcusR

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcusR

K-12 BW25113 AyfhA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AyfhA

K-12 BW25113 Aygek

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AygeK

K-12 BW25113 AcitB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcitB

K-12 BW25113 AcheR

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcheR

K-12 BW25113 AyedF

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AyedF

K-12 BW25113 AyedW

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AyedW

53




K-12 BW25113 AypdB

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AypdB

K-12 BW25113 AgseB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AgseB

K-12 BW25113 AdcuR

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AdcuR

K-12 BW25113 AyhjB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AyhjB

K-12 BW25113 AsoxS

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AsoxS

K-12 BW25113 AompF

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AompF

K-12 BW25113 dompC

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AompC

K-12 BW25113 AtonB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AtonB

K-12 BW25113 AlamB

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AlamB

K-12 BW25113 AfecA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AfecA

K-12 BW25113 dompN

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AompN

K-12 BW25113 dompL

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AompL

K-12 BW25113 4tlC

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AtolC

K-12 BW25113 AnanC

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AnanC

K-12 BW25113 AcusC

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AcusC

K-12 BW25113 AbglH

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AbglH
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K-12 BW25113 ApgaA

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
ApgaA

K-12 BW25113 AnmpC

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AnmpC

K-12 BW25113 4phoE

rrmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AphoE

K-12 BW25113 AfhuA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AfhuA

K-12 BW25113 AfepA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AfepA

K-12 BW25113 doppA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AoppA

K-12 BW25113 AmppA

rrnB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1
AmppA
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