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KASUTATUD LÜHENDID 
 
AA – aminohapped (amino acids) 
Amp – amptsilliin (ampicillin) 
Cm – klooramfenikool (chloramphenicol 

E. coli – Escherichia coli 
FITC – fluorestseiinisotiotsüanaat (fluorescein isothiocyanate) 
GASP – kasvuleelis statsionaarses faasis (growth advantage in stationary phase) 
GFP – roheline fluorestseeruv valk (green fluorescent protein) 
Glu – glükoos (glucose) 
Gly – glütserool (glycerol) 
HSL – homoseriinlaktoon (homoserinelactone) 
IPTG – isopropüül-β-D-tiogalaktopüranosiid (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) 
Km – kanamütsiin (kanamycin) 
LB – Luria-Bertani 
MOPS – 3-N(morfoliino)propaansulfoonhape (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) 
OD – optiline tihedus (optical density) 
PBS – fosfaatpuhvriga soolalahus (phosphate buffered saline) 
PGFP – pooluste tähistamiseks kasutatud GFP 
PI – propiidiumjodiid (propidium iodide) 
R – resistentus (resistance) 
SD – Shine-Dalgarno 
SDGFP – statsionaarse faasi geeniekspressiooni uurimiseks kasutatud GFP 
S. cerevisiae – Saccharomyces cerevisiae 
TA – toksiin-antitoksiin (toxin-antitoxin) 
Tet – tetratsükliin (tetracycline) 
VBNC – elus-aga-mittekultiveeritav (viable but non-culturable) 
YT –  pärmi trüptoon (yeast tryptone) 
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SISSEJUHATUS 

Bakterite arvukus nende looduslikes elukeskkondades sõltub sellest, kui hästi või 

halvasti nad heitlikele oludele reageerida suudavad. Üheks mooduseks, mis vähemalt 

teoreetiliselt võimaldab bakteripopulatsioonidel väga erinevates stressiolukordades ellu 

jääda, on populatsioonisisene fenotüübiline varieeruvus. Tõik, et geneetiliselt identsetel 

bakterirakkudel on tõepoolest potentsiaal diferentseeruda väga erineva fenotüübiga 

rakkudeks, on pikka aega olnud teada sporuleeruvate bakterite näitel. Viimasel ajal 

ilmunud andmed viitavad sellele, et analoogiline füsioloogiline eristumine võib toimuda 

ka morfoloogiliselt ühetaoliste bakterite kultuurides. On näidatud, et 

bakteripopulatsioonid sisaldavad mitmete erinevate antibiootikumide toime suhtes 

tolerantseid rakke (Keren jt, 2004a). Lisaks sellele leidub populatsioonides baktereid, 

mis taluvad pikaajalist kuumutamist ja külmutamist (Johnston & Brown, 2002; Wong & 

Wang, 2004). Teadaolevalt on mõlemat tüüpi rakke avastatud ka patogeensete bakterite 

populatsioonides. Sellest tulenevalt on bakterite fenotüübilisi variante ja fenotüübilist 

varieeruvust kui nähtust seostatud mitmete krooniliste infektsioonide ning ka 

toidumürgistuste tekitamisega (Lewis, 2005; Oliver, 2005).  

Eeltoodut arvesse võttes on fenotüübilise varieeruvuse uurimine oluline nii selle 

meditsiinilise tähtsuse tõttu kui ka bakterite füsioloogia üldise mõistmise seisukohalt. 

Kuna niisuguse nähtuse olemasolule on hakatud tähelepanu pöörama alles hiljaaegu, 

pole peale üksikute kirjeldavate näidete selle kohta siiski veel kuigi palju 

eksperimentaalseid andmeid. Vastuseta on väga paljud olulised küsimused alates 

fenotüübilise varieeruvuse ulatuslikkusest ja esinemisvormidest kuni selle nähtuse 

tekkepõhjuste ja tagajärgedeni. 

Käesoleva magistritöö teoreetiline osa annab ülevaate bakteripopulatsioonide poolt 

kasutatavatest strateegiatest muutuvate keskkonnatingimustega kohastumisel, selgitades 

fenotüübilise varieeruvuse kui ühe võimaliku adapteerumismooduse tekkepõhjusi, 
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olemust ning olulisust. Nii bakteriraku enese seisukohalt kui ka meditsiinilisest aspektist 

lähtudes on bakterite kõige olulisemaks omaduseks võime jaguneda. Sel eeldusel seati 

töö eksperimentaalse osa eesmärgiks uurida Escherichia coli rakupopulatsiooni 

fenotüübilist varieeruvust just üksikute bakterite jagunemisvõime alusel. 
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1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 
 

1.1. Bakterite strateegiad heitlike keskkonnatingimustega 
kohanemiseks 

Bakterite elukeskkond võib tihtipeale olla väga muutlik. Heitlike tingimustega 

kohanemiseks on bakteritel mitu võimalust. Üheks neist on muutuste tunnetamine 

mingite sensorsüsteemide abil ning seejärel saadud signaalide mõjul uutele tingimustele 

sobivalt reageerimine. Teadaolevalt ongi bakterites levinud kahekomponendilised 

signaalülekandesüsteemid, mille üks osapool tajub keskkonnas toimuvat ning mille 

teine osapool võimaldab – enamasti geeniekspressiooni aktiveerides – toimuvale ka 

adekvaatselt vastata (Robinson jt, 2000; Stock jt, 2000). Sõltuvalt olukorrast 

sünteesivad bakterirakud väga paljusid erinevaid kaitsevalke, et tulla toime kas 

toitainete puuduse, liiga madalate või kõrgete temperatuuride, reaktiivsete 

hapnikuosakeste ja veel paljude teiste ebameeldivustega (Wick & Egli, 2004). 

Sensoorsete süsteemide abil reageerimine võib küll olla väga spetsiifiline ja efektiivne 

moodus kehvade oludega toimetulekuks, kuid sellel on ka oma hind. Selleks, et püsida 

elus, peab ainult sensoorsete süsteemide toimimisest sõltuv bakterirakk keskkonna 

muutusi tunnetavaid komponente ekspresseerima pidevalt ja neid ka kogu aeg töös 

hoidma. See aga on rakule energeetiliselt küllaltki kulukas ning alandab kindlasti 

rakkude kasvukiirust. Juhul kui keskkonnamuutused on harvad, ei pruugi selline kulutus 

end ära tasuda (Kussell & Leibler, 2005). Mahajäämus kasvukiiruses võib looduslikes 

oludes, kus konkurents väheste kättesaadavate ressursside pärast on väga tihe, olla 

suureks puuduseks. 

Teine võimalus heitlike keskkonnatingimustega kohanemiseks ning neis ellujäämiseks 

seisneb bakteripopulatsioonidele iseloomulikus füsioloogilises heterogeensuses (Thattai 

& van Oudenaarden, 2004; Smits jt, 2006). Nimelt ei ole kõik rakud 

bakteripopulatsioonides sugugi mitte ühetaolised. Vastupidi, bakteripopulatsioonid 
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sisaldavad väga mitmete erinevate omadustega rakke. Eelkõige on kirjeldatud nähtuse 

juures oluline tõsiasi, et populatsiooni erinevad alamhulgad on juhuslikult adapteerunud 

mitmete väga erinevate keskkonnatingimustega. Sellest tulenevalt on üsna tõenäoline, et 

ka muutlikes oludes on mingi osa bakterirakkudest populatsioonis alati elujõulised 

(Kussell & Leibler, 2005). 

Bakteripopulatsiooni füsioloogilise heterogeensuse põhjused võivad olla geneetilised. 

Bakterite liigisisene individuaalne varieeruvus tuleneb tihtipeale mutatsioonidest. 

Näiteks võivad bakterid geneetilise materjali ümberkorralduste mõjul omandada 

resistentsuse mõnede antibiootikumide suhtes (Lambert, 2005), kasutada mingeid 

toitaineid efektiivsemalt (Zinser & Kolter, 1999) ja suuta mingites spetsiifilistes 

keskkonnatingimustes paremini kasvada (Zambrano jt, 1993; Giraud jt, 2001a). Suur 

mutatsioonisagedus võib tagada üksikute bakterite kiire adapteerumise uue 

elukeskkonnaga ning olla lühiajaliselt ka populatsioonile kasulik. Pikemas perspektiivis 

võib see strateegia aga osutuda hoopis kahjulikuks. Suure tõenäosusega on mutatsioonid 

neutraalsed või isegi letaalse toimega (Giraud jt, 2001a; Giraud jt, 2001b). Seetõttu on 

ka juhuslike mutatsioonide genereerimine populatsiooni jaoks üpris kulukas meetod 

muutuvates keskkonnatingimustes ellujäämiseks (Giraud jt, 2001b). Mutatsioonide 

teiseks miinuseks on nende lõplikkus. Mutantne bakter võib küll olla paremini 

kohastunud mingite kindlate keskkonnatingimustega, kuid olukorra muutudes eelis 

kaob. Veelgi enam, uutes oludes on mutant tõenäoliselt hoopis vähem elujõuline 

(Giraud jt, 2001a). 

Geneetiliste ümberkorralduste tasemel on populatsioonisisese varieeruvuse 

genereerimisel teiseks mooduseks nn faasi varieeruvus (phase variation) (van der 

Woude & Baumler, 2004). Faasi varieeruvus tuleneb näiteks homoloogilisest 

rekombinatsioonist ja inversioonidest mingite geenide regulaatoralas ning selle 

tulemusena lülitatakse nende geenide ekspressioon kas sisse või välja. Võrreldes 

mutageneesiga on faasi varieeruvus märksa plastilisem meede ning mis kõige olulisem, 

see on ka pöörduv. Sõltuvalt keskkonnatingimustest muutub faasi vahetuse sagedus või 

siis ka suund. Faasi varieeruvust kasutavad paljud patogeensed bakterid oma 

virulentsusfaktorite ekspressiooni sisse- ja väljalülitamiseks. See suurendab võimalust, 

et vähemalt osasid patogeene, mis peremeesorganismi ründavad, immuunsussüsteemi 
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poolt ära ei tunta. Sellest tulenevalt on peremeesorganismi nakatamise tõenäosus 

suurem. 

Lisaks geneetilistest muutustest tulenevale varieeruvusele võib heterogeensus 

bakteripopulatsioonis avalduda ka ainult fenotüübi tasemel, seda ilma igasuguste 

ümberkorraldusteta geneetilises materjalis (Smits jt, 2006). Peaasjalikult seisneb 

fenotüübiline heterogeensus geneetiliselt identsete rakkude erinevas võimes 

ekspresseerida mingeid vaatlusaluseid geene. Selline diferentseerumine võib olla ka 

palju keerukam. Niisugusel juhul esineb bakteripopulatsioonis mitmesuguste erinevate 

füsioloogiliste omadustega rakke. Viimasel ajal ilmunud uurimused viitavad sellele, et 

fenotüübiline varieeruvus on tõenäoliselt väga oluline komponent 

bakteripopulatsioonide adapteerumisel muutlike keskkonnatingimustega ning nende 

säilumisel ja levikul erinevates elukeskkondades (Thattai & van Oudenaarden, 2004; 

Kussell & Leibler, 2005). 

 

1.2. Fenotüübilise varieeruvuse tekkepõhjused 

1.2.1. Geeniekspressioonile kui protsessile omane varieeruvus 

Varieeruvus geeniekspressioonis tuleneb suuresti tõsiasjast, et bakter on väike. 

Teadaolevalt on väikeste süsteemide käitumine aga väga tundlik neid mõjutavate 

parameetrite juhuslike muutuste suhtes (Kaern jt, 2005). Süsteemi suurus või väiksus on 

defineeritud tema komponentide arvuga. Kui süsteemiks on bakterirakk, siis võib 

komponentidena käsitleda molekule. Paljude oluliste ensüümide, regulaatormolekulide, 

transkriptsioonifaktorite ning nende märklaudade hulk bakterirakus ongi väga madal 

(Guptasarma, 1995). Üle 80% Escherchia coli geenide produkte toodetakse alla 100 

koopia raku kohta (Guptasarma, 1995). Näiteks on raku elutegevuse jaoks olulisi 

ensüüme nagu DNA polümeraas III, DnaB helikaas või siis metabolismi seisukohalt 

tähtsat regulaatorvalku LacI rakus vaid 10-20 ühikut. Enamik spetsiifilisi kõrge 

afiinsusega transkriptsioonifaktorite seostumiskohti DNA-l on aga esindatud vaid 1-2 

koopiaga (Kuthan, 2001). Molekulide vähesuse ning keemiliste reaktsioonide juhusliku 

või stohhastilise iseloomu tõttu ongi geeniekspressioonile iseloomulik varieeruvus, mis 

seisneb sünteesitavate mRNA ja valgumolekulide arvu juhuslikus varieeruvuses 

üksikute rakkude vahel erinevatel ajahetkedel (Elowitz jt, 2002; Ozbudak jt, 2002; 
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Paulsson, 2004). Stohhastilise populatsioonisisese geeniekspressiooni varieeruvuse 

sünonüümina kasutatakse enamasti terminit müra. 

Müral on kaks komponenti: seesmine ja välimine. Seesmine müra seisneb 

geeniekspressioonile kui biokeemilisele protsessile omases juhuslikkuses ehk 

stohhastilisuses. Selle alla võib liigitada kõik stohhastilised sündmused, mis toimuvad 

geeniekspressiooni käigus alates transkriptsioonifaktorite seondumisest DNA-le kuni 

translatsioonini ja valkude degradatsioonini (Raser & O'Shea, 2005). Kuigi 

geeniekspressiooni kui protsessi mürarikkust on arvutisimulatsioonide abil 

iseloomustatud juba varem (McAdams & Arkin, 1997, Thattai & van Oudenaarden, 

2001), siis seesmise müra olemasolu näidati eksperimentaalselt alles hiljuti (Elowitz jt, 

2002). Autorid sisestasid E. coli kromosoomi replikatsioonioriginist võrdsele kaugusele 

kaks identset promootorit ja kummagi kontrolli alla erineva fluorestseeruva 

reportergeeni kodeerivad järjestused. Ilmnes, et nende kahe identse regulaatoralaga 

reportergeenide ekspressioon pole isegi üksikute rakkude sisekeskkonnas ühesugune. 

Kummagi geeni ekspressioonis toimuvad fluktuatsioonid rakus ei kattu. See näitab, et 

geeniekspressioon on ka väliste mõjurite puudumisel stohhastiline (Elowitz jt, 2002).  

Seesmise müra tagajärjeks on geeniekspressiooni erinevate etappide – transkriptsiooni 

ja translatsiooni – toimumine pulssidena. Nii mRNA-d kui ka valke sünteesitakse 

bakterirakkudes üksikute pursete või pulssidena (Golding jt, 2005; Cai jt, 2006; Yu jt, 

2006). Iga transkriptsioonilise pulsi käigus võidakse toota erinev arv mRNA molekule 

(Golding jt, 2005). Need omakorda on matriitsiks translatsioonile, mis nagu mainitud, 

toimub samuti pulssidena. Iga translatsiooniline pulss lähtub ühelt mRNA molekulilt, 

kuid sünteesitavate valgumolekulide arv igas translatsioonilises pulsis on erinev (Cai jt, 

2006; Yu jt, 2006). Ei transkriptsioonilised ega ka translatsioonilised pulsid pole 

perioodilised, vaid toimuvad hooti ja on stohhastilised. Kõik see juhuslikkus kokku 

muudab geeniekspressiooni mürarikkaks ning varieeruvuse geeniekspressioonis 

märgatavaks. Kui ulatuslikud ja kui sagedased kõikumised mingite geeniproduktide 

hulgas parajasti esinevad, sõltub lõplikult veel nii transkriptsiooni- kui ka 

translatsioonikiirusest (Elowitz jt, 2002; Ozbudak jt, 2002). Müra on suurem siis, kui 

transkriptsioonimäär on madal ja translatsioonimäär on kõrge. Ehk siis olukorras, kus 

vähestest mRNA molekulidest sünteesitakse palju valku (Ozbudak jt, 2002). Lisaks 
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sellele võimendub müra järjestikustes regulatsioonikaskaadides (Pedraza & van 

Oudenaarden, 2005). 

 

Joonis 1. Fenotüübilise heterogeensuse avaldumine geeniekspressiooni tasemel ning selle 
võimalikud põhjused. Graafikud kujutavad läbivoolutsütomeetrilise analüüsi tulemusi, ruudud 
fluorestsentsmikroskoobi vaatevälju. 
 

Välimine müra hõlmab endas igasugust heterogeensust rakupopulatsioonis, mis asetseb 

väljaspool konkreetse geeni ekspressiooni kui biokeemilise reaktsiooni toimumist. 

Välimise müra alla kuuluvad kindlasti rakkude lokaalsete kasvutingimuste varieeruvus 

ning näiteks erinevused mõnede oluliste regulaatorvalkude ja ensüümide hulgas ja 

aktiivsuses (Elowitz jt, 2002; Rao jt, 2002; Raser & O'Shea, 2005). Kuigi 

traditsiooniliselt seostatakse välimist müra ainult stohhastiliste faktoritega, siis mõnede 

autorite käsitluses liigituvad välise müra alla ka mõned deterministlikud ehk 
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ennustatavad sündmused raku elutegevuses (Raser & O'Shea, 2005). Üheks selliseks 

näiteks on rakutsükli faaside vaheldumine. On selge, et sõltuvalt sellest, millist 

rakutsükli faasi rakk parajasti läbib, sisaldab ta ka erineval hulgal molekule – nii 

kromosoomide kui ka muude molekulide arv (kontsentratsioon) varieerub rakutsükli 

edenedes. Nii võib öelda, et isegi sõltumata sellest, kas tegemist on müraga või mitte, 

on rakutsükli faaside vaheldumine igal juhul üks olulisi fenotüübilise heterogeensuse 

allikaid populatsioonis. 

1.2.2 Regulatsiooniskeemi iseärasustest tulenev fenotüübiline 
varieeruvus 

Teiseks oluliseks faktoriks, mis mõjutab geeniekspressiooni jaotumist 

rakupopulatsioonis, on viis, kuidas vaadeldava geeni ekspressiooni rakus kontrollitakse. 

Stohhastilised sündmused transkriptsiooni või translatsiooni tasemel põhjustavad 

eelkõige pideva heterogeense jaotuse teket. See tähendab, et populatsioonis esineb väga 

mitme erineva ekspressioonimääraga rakke (joonis 1, paneel A). Lisaks sellisele 

ühtlasele hajutatud jaotusele võib populatsioon geeniekspressiooni alusel eristuda ka 

mitmeks diskreetseks alamhulgaks. Teoreetiliselt võib erinevate 

ekspressioonimääradega alamhulki populatsioonis olla lõpmata palju. Sellist jaotuvust 

nimetatakse multistabiilsuseks. Reaalselt on aga kõigil seni eksperimentaalselt näidatud 

juhtudel tegemist kahe alamhulga eristumisega. Ühes neist alamhulkadest on 

geeniekspressioon sisse ning teises välja lülitatud (joonis 1, paneel B). Niisugust 

binaarset või bistabiilset ekspressiooni võivad põhjustada kaks regulatsiooniskeemi. 

Nendeks on positiivne tagasiside (joonis 2, paneel A) (Becskei jt, 2001) ning nn 

pöördlüliti süsteem (toggle switch), milles kahe geeni produktid reguleerivad teineteise 

ekspressiooni vastastikku negatiivselt (joonis 2, paneel B)(Gardner jt, 2000). Kummagi 

regulatsioonimehhanismi esinemise korral sõltub mingi välise induktori olemasolust või 

puudumisest see, kas reguleeritava geeni ekspressioon on parajasti sisse või välja 

lülitatud (Gardner jt, 2000; Becskei jt, 2001). Samuti võib tasakaalu ühes või teises 

suunas nihutada ülalkirjeldatud mürafaktor. Heterogeensus, antud juhul binaarsus, tekib 

populatsioonis siis, kui geeniekspressiooni aktiveeriva induktori kontsentratsioon on 

madal. Juhul kui induktorit on vähe, käivitatakse osades rakkudes stohhastiliselt 

vaadeldava geeni ekpressioon. Seejärel võimendub ekspressioon positiivse tagasiside 
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või pöördlüliti olemasolu korral neis rakkudes veelgi. Ülejäänud rakkudes madala 

induktori kontsentratsiooni mõjul geeniekspressiooni juhulikult aga ei aktiveerita. 

Ainuüksi positiivsest tagasisidest või pöördlülitist bistabiilsuse tekkeks aga siiski ei 

piisa. Oluline on ka see, missugune on sõltuvus tranksriptsioonifaktori hulga ja 

reguleeritavate geenide ekspressiooni vahel. Bistabiilsust ei teki juhul, kui geenide 

aktiveerimine või represseerimine on proportsionaalne vastavalt kas aktivaatori või 

repressori hulgaga. Juhul kui niisugust lineaarset sõltuvust ei ole ning 

regulatsiooniskeemis on ka positiivne tagasiside või pöördlüliti, on selle geeni 

ekspressioon suure tõenäosusega binaarne. Mittelineaarsus geeniregulatsioonis tuleneb 

tavaliselt transkriptsioonifaktorite multimerisatsioonist enne aktiveerumist või nende 

kooperatiivsusest DNA-le seondumisel. Viimatimainitud juhtum tähendab seda, et ühe 

faktori sidumine muudab teise faktori seondumistõenäosust. Sellest tulenevalt pole 

DNA-le seostunud faktorite hulk (ning seega ka reguleeritava geeni ekspressioon) 

üksüheses vastavuses transkriptsioonifaktorite üldhulgaga (Ferrell, 2002; Kaern jt, 

2005). 

 

 

Joonis 2. Näiteid erinevatest geeniregulatsiooniskeemidest. Ristkülikud kujutavad erinevaid 
geene või geeniprodukte. „+” märgid tähistavad positiivset regulatsiooni või aktivatsiooni, „-” 
märgid negatiivset regulatsiooni või repressiooni. 
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1.2.3. Fenotüübilise varieeruvuse head ja vead 

Üldiselt on varieeruvus geeniekspressioonis rakule kahjulik: kõikumised mõnede 

oluliste regulaatorvalkude ekspressioonis võivad ohtu seada elutegevuse seisukohalt 

mitmete oluliste protsesside toimumise täpsuse või mõjuda rakule isegi letaalselt. Hiljuti 

on ilmunud üsna mitmeid uurimusi, mis kinnitavad, et müra vähendamine on 

organismides tõepoolest evolutsioonilise valiku märklauaks. Nii E. coli kui ka 

üherakulise eukarüoodi Saccharomyces cerevisiae geeniregulatsiooni võrgustike 

analüüs näitab, et kõige rohkem kasutatakse rakus regulatsioonimotiive, mis on vähem 

tundlikud neist ülesvoolu paiknevate signaalide kõikumisele. Levinud on näiteks 

negatiivse tagasiside mehhanism (joonis 2, paneel C), mis teatavasti on müra 

summutava iseloomuga (Milo jt, 2002; Rao jt, 2002; Shen-Orr jt, 2002). Nagu eelmises 

peatükis kirjeldatud, vähendab madal translatsioonimäär stohhastilisi kõikumisi 

sünteesitavate valkude arvus. Seetõttu on mõneti ootuspärane ka leid, et paljude oluliste 

regulaatorvalkude translatsioon E. coli-s toimub madalal tasemel (Ozbudak jt, 2002). S. 

cerevisiae hädavajalikud geenid on transkribeeritud reeglina kõrgel tasemel, kuid nende 

mRNA-d transleeritakse madala efektiivsusega (Fraser jt, 2004). See tagab kokkuvõttes 

samuti müravabama ekspressiooni (Ozbudak jt, 2002; Fraser jt, 2004).  

Teisalt tuleb aga märkida, et geeniekspressiooni stohhastilisus, bistabiilsus ja sellest 

tulenev fenotüübiline varieeruvus võivad olla mikroobipopulatsiooni seisukohalt ka 

kasulikuks nähtuseks. Eriti arvestades seda, et mõned bakterid elavad pidevalt 

fluktueeruvates keskkonnatingimustes ning peavad väga kiiresti uute oludega 

kohanema. Geeniekspressiooni varieeruvus annab võimaluse produtseerida 

füsioloogiliselt erinevaid – ja seega erinevalt adapteerunud – rakke ning suurendada sel 

viisil tõenäosust, et populatsioon suudab ebasoodsad tingimused üle elada. Kiirete ja 

pöörduvate fenotüübiliste üleminekute kohta leiab bakterimaailmast ka mõningaid 

näiteid (Guespin-Michel & Kaufman, 2001; Wolf & Arkin, 2003; Smits jt, 2006). 

Tihtipeale on sellised fenotüübilised ümberlülitused seotud positiivse tagasiside 

esinemisega antud fenotüüpi tagavas regulatsioonirajas (Guespin-Michel & Kaufman, 

2001; Smits jt, 2006). In silico on ennustatud, et sellise dünaamilise heterogeensuse 

olemasolu tagab muutuvates keskkonnatingimustes tõepoolest bakteripopulatsiooni 

suurema kasvukiiruse ja on seega populatsioonile kasulik (Thattai & van Oudenaarden, 
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2004; Kussell & Leibler, 2005). Eeldades, et bakteripopulatsioonid koosnevad 

geneetiliselt ühetaolistest rakkudest, võib teatud juhtudel evolutsiooniline valik soosida 

ka geeniekspressiooni stohhastilisust ja bi(multi)stabiilsust. Mõlemad tegurid 

võimaldavad genereerida populatsioonisisest heterogeensust, vältides geneetilise 

materjali ümberkorraldustega seotud riske (Giraud jt, 2001a; Giraud jt, 2001b). 

 

1.3. Fenotüübiline varieeruvus morfoloogiliselt ühetaoliste 
bakterite kultuurides 

Kirjanduses leidub vähesel määral andmeid selle kohta, et morfoloogiliselt 

mittediferentseeruvate bakterite kultuurid sisaldavad mitmeid füsioloogiliselt erinevas 

seisundis alampopulatsioone. Ühelt poolt võib eristumine populatsioonis toimuda ainult 

geeniekspressiooni tasemel. Selle tulemusena võivad isogeensed rakud erineda näiteks 

võimelt kasutada mingeid süsinikuallikaid. Teisalt sisaldab morfoloogiliselt ühetaoliste 

bakterite kultuur ka füsioloogiliselt märksa enam eristunud rakke, mis teatud määral 

meenutavad tõeliselt diferentseeruvate rakkude spoore. Kõige enam uuritud 

populatsioonisiseseks heterogeensuseks sel tasemel on erineva antibiootikumi- ning 

stressitaluvusega rakkude olemasolu bakterikultuuris. 

1.3.1. Varieeruvus geeniekspressiooni tasemel 

Nii nagu väga paljude teiste fundamentaalsete molekulaarbioloogiliste protsesside 

uurimisel on lac operon (joonis 3) osutunud pioneeriks ka bakteripopulatsiooni 

heterogeensuse seisukohalt. Juba peaaegu 50 aastat tagasi leiti, et selle operoni 

ekspressioon lülitatakse induktori lisamisel sisse ainult E coli kultuuri osades rakkudes 

(Novick & Weiner, 1957). Juba siis oletasid autorid, et tegemist pole päriliku 

diferentseerumisega, vaid pigem fenotüübilise varieeruvusega üksikute bakterite vahel. 

Nad pakkusid välja hüpoteesi, mille kohaselt selline kõik-või-mitte-midagi fenomen 

geeniekspressioonis tuleneb stohhastilisusest ning mingist autokatalüütilisest 

mehhanismist lac operoni regulatsioonil (Novick & Weiner, 1957). Hilisemad 

eksperimentaalsed analüüsid ning ka matemaatilised mudelid on seda hüpoteesi vaid 

kinnitanud (Cohn & Horibata, 1959; Carrier & Keasling, 1999; Vilar jt, 2003; Ozbudak 

jt, 2004). Need uurimused kinnitavad, et lac operoni binaarne ekspressioon tuleneb 

positiivse tagaside mehhanismist operoni regulatsiooniskeemis. Positiivse 
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autoregulaatorina toimib permeaas, mis vahendab laktoosi transportimist rakku. Kuna 

permeaas on kodeeritud lac operonis paikneva lacY geeni poolt, siis indutseerib rakku 

transporditud induktor veelgi permeaasi ekspressiooni. See omakorda suurendab 

induktori omastamist raku poolt. Samasugune binaarsus lac operoni ekspressiooni 

regulatsioonil on leidnud eksperimentaalse tõestuse ka Salmonella typhimurium-i näitel 

(Tolker-Nielsen jt, 1998).  

 

Joonis 3. lac operoni ekspressiooni aktiveerimine bakterirakus induktori olemasolul. Juhul, kui 
keskkonnas on induktor (kollane ring), transporditakse see olemaolevate permeaaside (roosa 
kolmnurk) poolt rakku. Induktor seostub repressoriga (sinine rõngas) ning inaktiveerib selle. 
Isegi kui repressorit pidevalt sünteesitakse (lacI geen – sinine ristkülik), on tulemuseks on 
operoni ekspressiooni aktiveerimine. Lisaks β-galaktosidaasile (lacZ geen – oranž ristkülik; 
laktoosi metaboliseerimine) ning transatsetülaasile (lacA geen - roheline ristkülik; funktsioon 
teadmata) ekspresseeritakse permeaasi (lacI geen – roosa ristkülik; valk – roosa kolmnurk), mis 
liigub raku membraani ning suurendab induktori omastamist veelgi. „+” märgiga on tähistatud 
operoni ekspressiooni võimendavad etapid. Kohandatud Vilar jt (2003) järgi. 
 

Analoogne geeniekspressiooni sisse- ja väljalülitamine toimub veel E. coli araBAD 

operoni regulatsioonis (Siegele & Hu, 1997). Ka sel juhul on binaarsust tekitavaks 

teguriks positiivne tagasiside, mis on vahendatud transportervalgu poolt (Siegele & Hu, 

1997; Carrier & Keasling, 1999). Kui see positiivne tagasiside regulatsiooniskeemist 
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kaotada, muutes transporteri ekspressiooni konstitutiivseks ning arabinoosist 

sõltumatuks, siis kaob operoni ekspressioonist ka binaarsus (Khlebnikov jt, 2000).  

Kuigi binaarne ekspressioon on nii ara kui lac operoni puhul korduvalt kinnitust 

leidnud, on siiski mõningaid küsitavusi nende operonide binaarse käitumise kohta 

looduslikes situatsioonides. Kõigis ülalkirjeldatud katsetes ja mudelites kasutati kas 

mittemetaboliseeritavaid induktoreid (TMG – thiomethyl-β-D-galactoside, IPTG lac 

operoni puhul) või laktoosi ja arabinoosi mittemetaboliseerivaid tüvesid. Ühelgi juhul ei 

ole üksikute rakkude tasemel vaadeldud olukorda, kus need suhkrud oleksid bakterite 

jaoks ainsaks kättesaadavaks süsinikuallikaks. Samuti pole andmeid situatsiooni kohta, 

mis kõige enam imiteeriks looduslikku olukorda: ühe eelistatud süsinikuallika 

ammendumist ning asendumist kas siis laktoosi või arabinoosiga. Võimalik, et juhul kui 

neid suhkruid metaboliseeritakse, on positiivse tagasiside mõju vähenenud. Kuna 

suhkur (või selle modifitseeritud vorm allolaktoos) on neil tingimustel lisaks 

induktoriks olemisele ka ainuke süsinikuallikas, degradeeritakse seda vastavate 

ensüümide poolt ning positiivse tagaside efekt võib nõrgeneda või sootuks kaduda. Sel 

juhul võiks nende araBAD või lac operonide ekspressioon olla hoopis proportsionaalne 

olemasoleva arabinoosi või laktoosi hulgaga ning toimuda kõikides rakkudes. Et lac 

operoni ekspressioon võib tõepoolest teatud tingimustel sellisel graduaalsel moel 

toimuda, on ka eksperimentaalselt tõestatud. Seda siiski veidi muudetud 

regulatsiooniskeemi korral ja metsiktüüpi bakterist erinevas süsteemis (Ozbudak jt, 

2004).  

On veel mõned viited rohkem või vähem looduslikes situatsioonides ilmnevast 

fenotüübilisest varieeruvusest geeniekspressiooni tasemel. Üheks näiteks on kolitsiinide 

sünteesimine metsiktüüpi kolivormsete bakterite poolt (Kuhar & Zgur-Bertok, 1999). 

Kolitsiinid on antibakteriaalsed ühendid, mille surmav mõju on suunatud sama liigi 

erinevast tüvest bakterite vastu. Tootjatüvi ise on toodetava kolitsiini suhtes resistentne. 

See tagatakse spetsiifilise immuunsusvalgu poolt, mida ekspresseeritakse samast 

plasmiidis paiknevast operonist nagu kolitsiinigi. Immuunsusvalgu ekspressiooni 

kontrollib aga teine promootor. Selleks, et kolitsiini vabastada ja sellega tappa 

konkureerivaid baktereid, peavad kolitsiini tootvad rakud ise lüüsuma. Sel otstarbel 

ekspresseerivad bakterirakud kolitsiinigeeniga ühise promootori alt vastavat lüüsivalku 
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(Riley & Gordon, 1999). Teadaolevalt sünteesib E. coli mitme erineva toimega 

kolitsiine. Osa neist inhibeerib translatsiooni või degradeerib DNA-d, osa aga 

moodustab märklaudraku membraani kanali ning depolariseerib selle(Riley & Gordon, 

1999).  

Intuitiivselt on peetud tõeseks hüpoteesi, et toksiini tootvate populatsioonide 

elujõulisuse tagamiseks saab neis tegelikult toksiini sünteesida vaid väike alamhulk 

rakke. Eksperimentaalne kinnitus sellele fenomenile leiti aga alles hiljaaegu. 

Membraani depolariseeriva kolitsiini K näitel ilmneb, et toitainete ammendumisel 

indutseeritakse kõikides rakkudes järk-järguliselt toksiini eest kaitsva immuunsusvalgu 

süntees. Seejärel hakkab umbes 3% tervest populatsioonist tootma suurel hulgal ka 

kolitsiini ennast (ning ühes sellega ka rakku lüüsivat valku) (Mulec jt, 2003). 

Tõenäoliselt tagatakse niisugusel moel populatsiooni ellujäämine ning samas 

produtseeritakse ka piisaval hulgal kolitsiini, et konkureerivaid bakteripopulatsioone 

neutraliseerida. Mis täpselt aga tagab kolitsiin K puhul ekspressiooni binaarsuse, pole 

teada. 

Teised binaarse geeniregulatsiooni juhud, mis näivad kirjanduses esitatud andmete 

põhjal peegeldavat ka reaalset looduslikku olukorda, on seotud virulentsusfaktorite 

ekspressiooniga. Mitmed E. coli, S. typhimurium-i, Pseudomonas aeruginosa’ ja 

Agrobacterium tumefaciens-i patogeensust tagavad geenid avalduvad binaarsel moel 

(Guespin-Michel & Kaufman, 2001; Hernday jt, 2002; Hautefort jt, 2003; Brencic jt, 

2005; Goulian & van der Woude, 2006). Mõnel puhul on teada ka positiivse tagasiside 

olemasolu virulentsusfaktorite ekspressiooni regulatsioonis, kuid eksperimentaalselt 

pole positiivse tagasiside võtmeroll binaarsuse tekitajana nendel konkreetsetel juhtudel 

veel tõestatud (Guespin-Michel & Kaufman, 2001; Goulian & van der Woude, 2006). 

 

1.3.2. Rakkude kasvu ja jagunemisvõimet iseloomustavate 
parameetrite varieeruvus 

1.3.2.1. Persistorid 

Juba 1944. a. leidis Joseph Bigger, et osa Staphylococcus aurueus-e bakterikultuurist 

suudab üle elada ka pikaajalise töötlemise antibiootikumidega (Bigger, 1944). Hiljem 
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on persistoreid leitud veel mitmete erinevat liiki bakterite kultuuridest. On selge, et just 

nende rakkude olemasolu on üheks põhjuseks, miks mitmed kroonilised 

biokilenakkused ei allu ravile (Fux jt, 2005; Lewis, 2005). Nende rakkude tolerantsus 

antibiootikumide suhtes pole päritav: persistorite järglaskond on antibiootikumide 

suhtes sama tundlik kui algne bakteripopulatsioon. Samuti ei suuda persistorid 

antibiootikumi sisaldavas keskkonnas kasvada ja jaguneda (Keren jt, 2004a). Need kaks 

tunnust eristavad persistoreid antibiootikumide suhtes resistentsetest bakteritest. 

Persistorite tekkemehhanismi või olemuse kohta pole just väga palju andmeid. Selle 

põhjuseks on asjaolu, et üldiselt on selliste rakkude sagedus bakteripopulatsioonides 

väga madal: vaid üks rakk miljonist E. coli rakust eksponentsiaalselt kasvavas 

bakterikultuuris (Moyed & Bertrand, 1983; Keren jt, 2004a) ning üks rakk sajast 

statsionaarse faasi kultuuris (Keren jt, 2004a), on persistor. Tegemist on nö suikuvate 

bakteritega, mis ei kasva üldse või siis kasvavad väga aeglaselt (Balaban jt, 2004). Osa 

eksponentsiaalse faasi persistoritest pärineb statsionaarsest faasist. Teine osa neist aga 

tekib stohhastiliselt, kui kasvavad rakud lülituvad iseeneslikult ümber mittekasvavateks 

rakkudeks (Balaban jt, 2004; Keren jt, 2004a). Persistorite arvukus tõuseb siis, kui 

toitained hakkavad kultuurist ammenduma ning bakterite kasvukiirus aeglustub järk-

järguliselt. Kõige rohkem, nagu juba eelpool viidatud, on neid statsionaarses faasis 

(Keren jt, 2004a). 

Keren jt (Keren jt, 2004b) pakkusid välja mudeli, mille kohaselt persistorite tolerantsus 

antibiootikumide suhtes tagatakse tõenäoliselt just nende rakkude madala metaboolse 

aktiivsuse tõttu. Enamik antibiootikume tapab eelkõige kasvavaid baktereid, mille 

ainevahetus on aktiivne ja mis sünteesivad suurel hulgal makromolekule. Teada on, et 

nii aktiivne replikatsioon, transkriptsioon, translatsioon ja ka rakukesta komponentide 

süntees on paljudele erinevatele antibiootikumidele heaks märklauaks (Walsh, 2003). 

Seega vähendaks madal metaboolne aktiivsus antibiootikumide sihtmärkide arvu ning 

suurendaks tõenäosust, et bakter jääb ellu (Keren jt, 2004b). 

Niisugust hüpoteesi toetab ka persistorite transkriptsiooniprofiili analüüs. See näitab, et 

võrreldes eksponentsiaalse või statsionaarse faasi rakkudega on persistorites lisaks 

stressivastuses osalevatele valkudele tugevamalt ekspresseeritud ka mitmed 

regulaatorid, mis inhibeerivad makromolekulide sünteesi (Keren jt, 2004b)(Shah., D jt; 
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avaldamata andmed). Näiteks toodetakse persistorites RMF (ribosome modulation 

factor) valku, mis seob statsionaarses faasis ribosoomid dimeerideks ning vahendab 

nende muutmist translatsiooniliselt inaktiivseteks 100S kompleksideks (Wada jt, 1990; 

Wada jt, 1995). Teine persistorites makromolekulide sünteesi inhibeeriv komponent 

tuleneb kromosomaalsete toksiin-antitoksiin (TA) lookuste üleekspressioonist (Keren jt, 

2004b; Shah jt; avaldamata andmed). Need lookused kodeerivad stabiilseid toksiine, 

mis inhibeerivad raku elutegevust. Teiseks kodeeritakse TA lookustes ka toksiini toimet 

neutraliseerivat antitoksiini, mille eluiga on toksiiniga võrreldes lühike (Gerdes jt, 

2005). Nendele elementidele esialgu omistatud funktsioon on seotud plasmiidide 

stabiliseerimisega. TA lookust sisaldava plasmiidi kaotanud rakkudes säilub toksiin 

kauem kui ebastabiilne antitoksiin ning mõjub seejärel raku elutegevusele pärssivalt 

(Hayes, 2003). Antud peatüki seisukohalt on aga kõige olulisem see, et niisugused 

elemendid on looduses vabalt elavate bakterite genoomses DNA-s väga levinud. 

Seetõttu arvatakse, et neil on oluline roll bakterite kohanemisel muutuvate 

keskkonnatingimustega (Pandey & Gerdes, 2005). Niisuguse seisukoha põhjal oleks TA 

lookuste funktsioon tunnetada ebasoodsate tingimuste saabumist ja seejärel inhibeerida 

makromolekulide sünteesi. See võimaldaks rakul konserveerida energiat ja elada üle 

rasked ajad (Gerdes, 2000). Paljud TA lookuste poolt kodeeritud toksiinid inhibeerivad 

valgusünteesi või replikatsiooni (Pedersen jt, 2002; Christensen jt, 2003; Kurg & 

Kaldalu, avaldamata andmed) ning seega vähendavad antibiootikumide märklaudade 

hulka rakus. Toksiinide rolli persistorite tekkimisel kinnitab ka tõik, et mõnede 

toksiinide üleekspressioon suurendab populatsioonis persistorite sagedust (Falla & 

Chopra, 1998; Keren jt, 2004b). Tõendeid jagub veelgi. Ühe enamuuritud toksiini HipA 

efekt näib olevat nn poomisvastuse (stringent response) esilekutsumine rakkudes 

(Korch jt, 2003). Poomisvastus on rakkude kompleksne reaktsioon ebasoodsatele 

tingimustele, eelkõige aminohapete näljale. See hõlmab samuti makromolekulide 

sünteesi inhibeerimist, stressivastusvalkude tootmist jne (Wick & Egli, 2004). Pole 

teada, kas TA paaride või teiste persistentsetele rakkudele iseloomulike geenide 

avaldumine toimub binaarsel viisil või on populatsioonis lihtsalt heterogeense 

jaotusega. Küll aga on selge, et mingisugune diferentseerumine bakterirakkude vahel 

nende geenide ekspressiooni alusel toimub.  
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Persistorite antibiootikumitolerantsuse ja suhtelise metaboolse inaktiivsuse seoseid 

kinnitavad ka Sufya jt tulemused (Sufya jt, 2003). Autorite eksperimendid näitavad, et 

aeglaselt kasvavatest bakteripopulatsioonidest jääb pärast antibiootikumidega töötlemist 

ellu tunduvalt rohkem rakke kui kiiresti kasvanud bakteripopulatsioonidest. Lisaks 

sellele näitavad autorid, et isegi isogeense populatsiooni piires on üksikute bakterite 

kasvukiirused väga varieeruvad. Kui eelnevalt sai mainitud, et osa eksponentsiaalse 

faasi persistoreid pärineb statsionaarsest faasist (Balaban jt, 2004), siis on võimalik, et 

nende konkreetsete persistorite näol on tegemist rakkudega, mille toibumine 

statsionaarsest faasist võtab lihtsalt kauem aega. Kui E. coli rakud pärast pikaajalist 

nälgimist taas toitainerikkasse keskkonda satuvad, toimub üksikute rakkude esimene 

jagunemine väga suures ajavahemikus. Mõned rakud toibuvad 20, mõned aga alles 200 

minuti jooksul (Metris jt, 2005; Pin & Baranyi, 2006). Kas kasvukiiruste ja 

toibumisaegade erinevused on seotud ka mõnede spetsiifiliste geenide ekspressiooni 

sisse- või väljalülitamisega, on veel ebaselge. Mõne vihje geeniekspressiooni 

osalemisest sellistes protsessides andis Makinoshima jt uurimus (Makinoshima jt, 

2002). Autorid leiavad, et nii eksponentsiaalse kui ka statsionaarse faasi kultuur on 

rakkude liikuvuse alusel Percoll-i gradiendis lahutatav väga mitmeteks diskreetseteks 

fraktsioonideks (kokku enam kui kahekümneks). Igaühele neist on iseloomulik ka 

mingil määral erinev geeniekspressiooni muster. Statsionaarse faasi saabudes rakkude 

liikuvus gradiendis kasvab, kuna rakud muutuvad tõenäoliselt järjest tihedamaks. Mida 

tihedam on aga bakter, seda enam ja seda tugevamalt on temas ekspresseeritud 

statsionaarsele faasile iseloomulikud geenid. Kahjuks pole autorid nende alamhulkade 

füsioloogiliste omaduste kohta täpsemat analüüsi teostanud. 

Kas bakterite erineva kasvukiiruse põhjuseks on ainuüksi TA lookuste ning teiste raku 

metabolismi pidurdavate või statsionaarsele faasile spetsiifiliste faktorite süntees, on 

veel ebaselge. Stewart jt pakuvad bakterite osalise metaboolse inaktiveerumise 

põhjusena välja vananemise (Stewart jt, 2005). Kui bakter jaguneb, pärivad mõlemad 

tütarrakud ühe pooluse emarakult. Seda nimetatakse vanaks pooluseks. Teine poolus 

pärineb pooldumise ajal sünteesitud rakuvaheseinast ning seda nimetatakse tinglikult 

uueks. Kuna rakukesta komponentide eluiga on üsna pikk, siis on uue ja vana pooluse 

koostised veidi erinevad. Stewart jt (Stewart jt, 2005) jälgisid uute ja vanade poolustega 

rakkude jagunemist läbi mitmete põlvkondade. Nad leidsid, et rakud, mis on mitme 
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põlvkonna vältel pärinud järjest vana pooluse – ja on autorite arvates seetõttu ise 

vananenud – kasvavad aeglasemalt. Lisaks sellele on nende tütarrakud väiksemad. 

Vanade poolustega rakkude puhul on tunduvalt suurem ka tõenäosus, et nende kasv 

seiskub ning nad kaotavad jagunemisvõime sootuks. See näitab, et erinevused kasvu- ja 

jagunemissuutlikkuses võivad põhimõtteliselt tuleneda ka teguritest, mis ei pruugi 

esmapilgul olla otseselt seotud geeniekspressiooniga. 

Kui üheks oluliseks küsimuseks persistorite uurimise juures on nende tekkemehhanism, 

siis teiseks probleemiks on kindlasti küsimus persistori kui fenotüübi ühetaolisusest. Nii 

ofloksatsiini kui ampitsilliini suhtes tundetuid rakke on eksponentsiaalselt kasvavates E. 

coli kultuurides enam-vähem ühepalju (Keren jt, 2004a). Samuti on kirjeldatud, et ühe 

antibiootikumi suhtes tundetud rakud on võimelised ellu jääma pärast nende töötlemist 

teist tüüpi surmavate antibiootikumidega (Sufya jt, 2003; Wiuff jt, 2005). Viimane seos 

pole aga absoluutne ning sellisel risttolerantsusel on palju erandeid (Wiuff jt, 2005). 

Võimalik, et bakteripopulatsioonis esineb palju erinevate persistorite alamhulki, mis on 

igaüks tolerantne erineva mõjuri suhtes. Seejuures on iga sellise alamhulga sagedus 

tõenäoliselt väga madal. Senini on persistoreid uuritud jälgides muutusi 

antibiootikumide suhtes tolerantsete bakterite üldises arvukuses. See, kuidas üksikud 

rakud antibiootikumidele reageerivad, pole tegelikult teada.  

1.3.2.2. VBNC fenotüüp 

Lisaks persistoritele on ligi 60 erineva bakteriliigi kultuuridest isoleeritud rakke, mille 

iseloomustamiseks kasutatakse terminit elus-aga-mittekultiveeritav (viable but non-

culturable, VBNC) (Oliver, 2005). Nagu mõiste ütleb, on VBNC rakud küll mitme raku 

metaboolset aktiivsust kinnitava parameetri põhjal elusad (rakusisese ensümaatilise 

aktiivsuse ning normaalse membraanipotentsiaali olemasolu, membraanide intaktsus), 

kuid nad ei suuda moodustada kolooniaid ega jaguneda vedelkultuuris (Roszak & 

Colwell, 1987; Oliver, 2005). Mittekultiveeritavaks muutuvad rakud ebasoodsates 

tingimustes nagu näiteks pikaajaline nälg, pH stress, osmootne stress ja järsud 

temperatuurimuutused. Erinevates elukeskkondades kasvavate bakteriliikide puhul on 

eeldused mittekultiveeritavaks muutumisel erinevad. Küll on aga selge, et mida kauem 

bakterikultuur pidanud taluma ebasoodsaid tingimusi, seda suurem on selles ka VBNC 

fenotüübiga rakkude osakaal kultuuris (Oliver, 2005). Nii nagu äsjakirjeldatud 
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persistorite puhul, pole ka VBNC rakkude kasvu- ja jagunemisepeetus alati lõplik: 

mõnikord võivad nad soodsate tingimuste saabudes taas kasvama hakata (Oliver & 

Bockian, 1995){Whitesides, 1997 #89.  

Molekulaarsel tasandil on VBNC fenomeni tekkepõhjuste ning selle füsioloogilise 

seisundi olemuse kohta informatsiooni napilt. On esitatud vastukäivaid andmeid, kas 

VBNC fenotüübile on iseloomulik spetsiifiline geeniekspressiooniprofiil või mitte 

{Benaissa, 1996 #91}(Heim jt, 2002; Bumann jt, 2004). Mitmed autorid peavad VBNC 

fenotüüpi bakterite spetsiifiliseks diferentseerumiseks (Oliver, 2005). Samas pole senini 

leitud aga ühtegi geeniprodukti, mille olemasolu või puudumine markeeriks kindlalt 

VBNC seisundit. Üldiselt on aktsepteeritud asjaolu, et VBNC bakterite rakukest on 

modifitseeritud ning tihedamalt ristsidemetega seotud kui eksponentsiaalse või 

statsionaarses faasi bakterite oma (Costa jt, 1999; Signoretto jt, 2000). Mõne liigi 

VBNC rakud väiksemad ning teise liigi omad hoopis suuremad kui nende 

kultiveeritavad kaaslased (Benaissa jt, 1996; Signoretto jt, 2000). VBNC fenotüübi 

mõiste võib endas tegelikult hõlmata väga mitmesuguseid füsioloogiliselt erinevaid 

rakke. Sellele viitab tõsiasi, et erinevates tingimustes mittekultiveeritavaks muutunud 

patogeenid – sõltuvalt liigist – kas kaotavad või säilitavad oma virulentsuse (Oliver & 

Bockian, 1995; Rahman jt, 1996; Rahman jt, 2001; Fischer-Le Saux jt, 2002). 

Üheks peamiseks faktoriks, miks VBNC bakterid ei suuda enam kasvama hakata, näib 

olevat rakkude oksüdatiivne kahjustus ja võimetus selle vastu võidelda (Mizunoe jt, 

1999; Bogosian jt, 2000). E. coli puhul on teada, et statsionaarse faasi saabudes 

karbonüleeritakse reaktiivsete hapnikuradikaalide mõjul paljusid valke (Dukan & 

Nystrom, 1998; Tamarit jt, 1998). Eriti tundlikud on karbonüleerimise suhtes need 

valgud, mis on valesti voltunud (Dukan jt, 2000; Ballesteros jt, 2001). Niisuguseid 

valke toodetakse peamiselt translatsioonivigade tõttu. Teadaolevalt suureneb 

transleerivate ribosoomide vigade tegemise sagedus just statsionaarses faasis (Barak jt, 

1996; Wenthzel jt, 1998). Seetõttu ongi rakud statsionaarses faasis oksüdatiivsele 

kahjustusele eriti vastuvõtlikud. Üksikute rakkude tasemel on mittekultiveeritavates 

bakterites tõepoolest palju rohkem karbonüleeritud valke kui kultiveeritavates. Samas 

aga ei sisalda kaugeltki mitte kõik jagunemisvõimetud E. coli rakud selliselt kahjustatud 
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valke (Desnues jt, 2003). Mis põhjustab niisuguste bakterite mittekultiveeritavust, on 

ebaselge.  

Oksüdatiivne kahjustus võib olla üks olulisemaid põhjuseid, miks osad VBNC bakterid 

enam kasvama ei suuda hakata. Samas aga tekib küsimus, kuidas niisugused kahjustatud 

rakud suudavad mõnel juhul paremini temperatuuristressi taluda (Johnston & Brown, 

2002; Wong & Wang, 2004) ning veelgi enam – mis võimaldab kahjustatud rakkudel 

soodsate tingimuste saabudes siiski mõnikord jagunemisvõime taastada.  

Kirjanduses esitatud andmete põhjal on üsna selge, et ei persistorid ega ka VBNC 

fenotüübiga rakud pole kumbki iseenesest homogeenne grupp baktereid. On ka 

uurimusi ja seisukohti, mis seavad kahtluse alla VBNC ja persistorite kui spetsiifiliste 

füsioloogiliste seisundite olemasolu üleüldse (Kell jt, 1998; Bogosian & Bourneuf, 

2001; Nystrom, 2003). Mõningad sarnasused nende kahe ülalkirjeldatud fenomeni 

juures – peatunud kasv, tolerantsus teatud ebasoodsate keskkonnatingimuste suhtes, 

võime mingitel tingimustel taas kasvama hakata – viitavad võimalusele, et VBNC 

fenotüüp ning persistorid on lihtsalt ühe ja sama nähtuse erinev tõlgendus. 
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2. TÖÖ EESMÄRGID 
 

Kirjanduses leidub mõningaid viiteid sellele, et morfoloogiliselt ühetaoliste bakterite 

populatsioonid võivad sisaldada paljusid füsioloogiliselt erinevate omadustega rakke. 

Mitmed uurimused kinnitavad, et niisuguse fenotüübilise eristumise kõige olulisemaks 

väljundiks on muutused raku kasvu- ning jagunemisvõime. Seda kinnitab veel asjaolu, 

et ühtedele meditsiinilisest seisukohast tõenäoliselt olulisematele bakteripopulatsiooni 

alamhulkadele – persistoritele ja VBNC fenotüübiga rakkudele – on iseloomulik 

aeglane või siis sootuks peatunud kasv. Kui välja arvata mõned harvad erandid, pole 

populatsioonisiseseid erinevusi üksikute bakterite kasvu- ja jagunemisvõimes siiamaani 

eriti palju uuritud. Antud magistritöö raames on bakteripopulatsiooni fenotüübilise 

varieeruvuse uurimisel lähtutud aga just bakterite jagunemisvõimest. 

Käesoleva töö eesmärkideks olid: 

- kirjeldada üksikute rakkude kasvu- ning jagunemissuutlikkust E. coli 

rakupopulatsiooni näitel bakteri elutsükli erinevates etappides ja erinevates 

kasvukeskkondades; 

- selgitada välja tegurid, millest sõltub üksikute bakterite jagunemisvõime. 
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3. MATERJALID JA METOODIKA 
 

3.1. Bakteritüved, söötmed, plasmiidid 

Kõikide eksperimentide läbiviimiseks kasutati nn metsiktüüpi E. coli tüve MG1655 (F- 

λ- ilvG- rfb-50 rph-1) (Blattner jt, 1997). Kloneerimised teostati E. coli tüves DH5α 

[supE44 ∆lacU169 (Φ80 lacZ ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1] 

(Sambrook & Russell, 2001). 

 

Tabel 1. Käesolevas töös kasutatud söötmed 
Nimetus Iseloomustus Allikas 
2YT  (Sambrook & Russell, 

2001) 
LB Mõnes katses lisati söötmesse ka 0,2% 

glütserooli (peatükk 3.3.4); tardsöötme 
saamiseks lisati vedelsöötmesse 1,5%-lise 
lõppkontsentratsioonini agarit.  

(Sambrook & Russell, 
2001) 

MOPS Glu Sisaldas süsinikuallikana 0,1% glükoosi (Neidhardt jt, 1974) 
MOPS Glu +AA Sisaldas süsinikuallikana 0,1% glükoosi; lisati 

20 L-aminohapet, igaühe 
lõppkontsentratsiooniks 100 µg/ml. 

(Neidhardt jt, 1974) 

MOPS Glu –N Sisaldas süsinikuallikana 0,1% glükoosi; 
lämmastikunälja tekitamiseks alandati 
ammooniumikontsentratsiooni söötmes 2,7 
mM-ni (algselt 9,52 mM). 

(Neidhardt jt, 1974; 
Chuang jt, 1993) 

MOPS Glu –P  Sisaldas süsinikuallikana 0,1% glükoosi; 
fosfaadinälja tekitamiseks alandati 
fosfaadikontsentratsiooni söötmes 0,132 mM-
ni (algselt 1,32 mM). 

(Neidhardt jt, 1974; 
Chuang jt, 1993) 

MOPS Gly Sisaldas süsinikuallikana 0,2% glütserooli. (Neidhardt jt, 1974) 
 

Baktereid kasvatati alati temperatuuril 37 °C. Vastavalt plasmiidi resistentsusmarkerile 

lisati söötmesse järgmisi antibiootikume: ampitsilliin (lõppkontsentratsioon 100 µg/ml), 

kanamütsiin (lõppkontsentratsioon 25 või 50 µg/ml), klooramfenikool 

(lõppkontsentratsioon 10 µg/ml), tetratsükliin (lõppkontsentratsioon 15 µg/ml).  



 27 

 
Tabel 2. Käesolevas töös kasutatud plasmiidid 
Nimetus Iseloomustus Allikas 
pMSLuxR pMS201 plasmiidi (saadud Uri Alonilt) baasil 

valmistatud ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 
reportergeeni (Cormack jt, 1996) ekspressiooni 
kontrollib Vibrio fischeri luxICDABEG operoni 
promootor (gi: 297488, nukleotiidid 910 – 971), mida 
reguleerib luxR aktivaator (gi: 5726577, nukleotiidid 
214 – 1051); KmR. 

Arvi Jõers 

pETgfpmut2-
UAAGGAGG (1, 2, 3) 
pETgfpmut2-
AAGGAGG (1, 2, 3) 
pETgfpmut2-AGGAGG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-GGAGG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-GGAG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-GAGG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-AGG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-GAG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-GG  
(1, 2, 3) 
pETgfpmut2-G  
(1, 2, 3) 

pET41a (Novagen) plasmiidi baasil valmistatud 
ekspressioonikonstrukt 
translatsiooniinitsiatsiooniregiooni 
analüüsimiseks; KmR. Konstruktis kontrollib gfpmut2 
geeni ekspressiooni transkriptsiooni tasemel tac 
promootor (de Boer jt, 1983) ja translatsioonitasemel, 
kas 

1) GC-nukleotiidirikas enhanserjärjestus koos 
plasmiidi nimes sisalduva SD järjestusega 
(suured tähed); 

2) Plasmiidi nimes sisalduv SD järjestus 
(enhanserjärjestus puudub); 

3) AU-nukleotiidirikas enhanserjärjestus koos 
plasmiidi nimes sisalduv SD järjestusega;  

 
AU-rikka enhanserina kasutati rrnB BoxA järjestust 
ning GC-rikka enhanserina selle vastavalt muteeritud 
varianti (Komarova jt, 2002). Ka SD järjestused on 
disainitud Komarova jt kirjelduste põhjal. 

Vladimir 
Vimberg 

pMPR402 pBAD24 plasmiidil (Guzman jt, 1995) põhinev 
ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 geeni 
kodeeriva ala külge on liidetud polaarse 
lokalisatsiooniga valgu IcsA C-terminus, mis paigutab 
GFP reportervalgu bakteri poolusele. Liitvalgu 
ekspressiooni kontrollib L-arabinoosist sõltuv PBAD 
promootor; AmpR (Charles jt, 2001). 

Marcia B. 
Goldberg  

pRpoSmut2 pACYC184 (Rose, 1988) plasmiidi baasil valmistatud 
ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 reportergeeni 
ekspressiooni kontrollib E. coli rpoS geeni 
regulaatorala (piirkond 2865575 – 2866335 
nukleotiidini E. coli MG1655 kromosoomis; www. 
ecocyc.org); CmR. 

pJBgadA pJB866 plasmiidi (Blatny jt, 1997) baasil valmistatud 
ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 reportergeeni 
ekspressiooni kontrollib E. coli gadA geeni 
regulaatorala (piirkond 3665607 – 3665810 
nukleotiidini E. coli MG1655 kromosoomis; www. 
ecocyc.org); TetR. 

Käesolev 
töö 
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Tabel 2 järg. Käesolevas töös kasutatud plasmiidid 
Nimetus Iseloomustus Allikas 
pJBdps pJB866 plasmiidi baasil valmistatud 

ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 reportergeeni 
ekspressiooni kontrollib E. coli dps geeni 
regulaatorala (piirkond 848138 – 848391 nukleotiidini 
E. coli MG1655 kromosoomis; www. ecocyc.org); 
TetR. 

pJBkatE pJB866 plasmiidi baasil valmistatud 
ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 reportergeeni 
ekspressiooni kontrollib E. coli katE geeni (piirkond 
1811725 – 1811887 nukleotiidini E. coli MG1655 
kromosoomis; www. ecocyc.org); TetR. 

pJBosmE pJB866 plasmiidi baasil valmistatud 
ekspressioonikonstrukt, milles gfpmut2 reportergeeni 
ekspressiooni kontrollib E. coli osmE geeni 
regulaatorala (piirkond 1820278 – 1820450 
nukleotiidini E .coli MG1655 kromosoomis; www. 
ecocyc.org); TetR. 

Käesolev 
töö 

 

3.2. Plasmiidide konstrueerimine 

3.2.1. PCR 

PCR viidi läbi firma Fermentas reagente kasutades ning tootja poolt soovitatud 

protokolli järgides. E. coli MG1655 genoomse DNA fragmentide amplifitseerimiseks 

korrati järgmist tsüklit 30 korda: 96 °C 60 s, 50 °C 60 s; 72 °C 90 s. Kasutatud 

praimerid on toodud tabelis 3. 

Tabel 3. Töös kasutatud praimerid 
Nimetus Järjestus 
dpsF 5’AATCTAGACTCGCTACTTTTCCTCTACACC3’ 
dpsR 5’AACATATGTTCATATCCTCTTGATGTTATGTCC3’ 
gadAF 5’AATCTAGATTTGATCGCCCGAACAGCAATG3’ 
gadAR 5’AACATATGGAACTCCTTAAATTTATTTGAAGGC3’ 
katEF 5’AATCTAGACTGTAGTTTAGCCGATTTAGCC3’ 
katER 5’AACATATGACTCGTCTCCTTAATTTATTACTG3’ 
osmEF 5’AATCTAGACCTTAAAGCTAACCCGTTGCTACTG3’ 
osmER 5’AACATATGCCGTCCTCTTGTTTATCAGCGTGTTAG3’ 
rpoSF 5’AAAAGCTTGCGCAACAATATTCAGGCACCATACG3’ 
rpoSR 5’AACATATGAGGTGGCTCCTACCCGTGATCCC3’ 
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3.2.2. Kloneerimine 

PCR-i abil amplifitseeritud dps, gadA, katE, osmE ja rpoS geenide regulaatoralad 

kloneeriti koos gfpmut2 geeniga lähteplasmiididesse (pJB866, pACYC184) nagu toodud 

tabelis 2. Selleks kasutati firma Fermentas ensüüme (restriktaasid, T4 DNA ligaas) ja 

vastavaid puhvreid. Restriktsioonifragmendid lahutati elektoforeesil 1x TAE (Tris-

Acetic acid-EDTA) puhvris 0,8%-lises agaroos-TAE geelis, mis sisaldas 0,1 µg/ml 

etiidiumbromiidi ning eraldati seejärel geelist UltraClean™ 15 DNA Purification Kit-i 

(MoBio) abil. Valmistatud konstruktide õigsust kontrolliti sekveneerimise teel 

DYEnamic
TM
 ET Dye Terminator Sequencing Kit-i (Amersham Biosciences) kasutades 

ja tootja poolt soovitatud protokolli järgides. Plasmiidid eraldati E. coli 

üleöökultuuridest Plas/mini Isolation Spin-Kit-i (AppliChem) abil. 

3.2.3. Transformatsioon 

Kompetentsed E. coli DH5α või MG1655 rakud valmistati Inoue meetodil (Sambrook 

& Russell, 2001). Jääl hoitud kompetentsetele rakkudele lisati 10 µl ligatsioonisegu või 

plasmiidi ja inkubeeriti 30 minutit jääl. DNA rakku sisestamiseks kasutati kuumašokki 

(42 °C 90 sekundit). Pärast seda jahutati rakud 5 minuti jooksul jääl ning turgutati tund 

aega 1 ml LB söötmes 37 °C juures. Seejärel plaaditi rakususpensioon antibiootikumi 

sisaldavatele LB tardsöötme tassidele.  

 

3.3. Läbivoolutsütomeetria 

Kõikides järgnevates eksperimentides kasutati bakterite jälgimiseks ühe raku tasemel 

läbivoolutsütomeetrit (FACSCalibur, Becton & Dickinson). Alati vaadeldi vähemalt 30 

0000 sündmust. Tulemused analüüsiti programmiga FlowJo 7.0.6. (Treestar, Inc.). 

Juhul, kui pole viidatud teisiti, segati eksperimendi käigus võetud proovid 1:1-le 30%-

lise glütserooli lahusega 1x PBS-s (Sambrook & Russell, 2001) ning külmutati kuni 

analüüsini – 80oC juures.  

3.3.1. Jagunemisvõimeliste rakkude hulga hindamine 
bakteripopulatsioonis GFP signaali nõrgenemise alusel 

Bakterite jagunemisvõime hindamiseks kasutati E. coli MG1655 tüve, millesse oli 

viidud pMSLuxR plasmiid (tabel 2). Üleöökultuur lahjendati värsekesse LB 
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vedelsöötmesse ja kasvatati seni, kuni kultuuri optiline tihedus (OD) jõudis 0,6 ühikuni 

(siin ja edaspidi on optilist tihedust mõõdetud 600 nm juures). Seejärel indutseeriti 

rakkudes homoseriinlaktooniga (HSL, eraldatud Arvi Jõersi poolt Erwinia carotovora 

subspecies carotovora kasvukeskkonnast etüülatsetaadiga ekstraheerides) reportergeeni 

gfpmut2 ekspressioon.  

Selleks, et hinnata eksponentsiaalse faasi rakkude jagunemisvõimet lahjendati kultuur 

pärast 1 h jooksul HSL-ga indutseerimist alla 0,05 OD ühikuni ning jälgiti seejärel 

rakkude jagunemist, võttes 3 h jooksul iga 30 min möödudes kultuurist ajapunkte. 

Statsionaarsesse faasi sisenevate rakkude jagunemisvõime jälgimiseks kasvatati 

baktereid HSL-i juuresolekul, kuni kultuuri tihedus jõudis 2 OD ühikuni. Pärast seda 

pesti rakud 1x PBS-ga, suspendeeriti konditsioonitud LB söötmes ning võeti 4 h jooksul 

iga tunni möödudes ajapunkte. Konditsioonitud söötme saamiseks kasvatati bakterid 

paralleelselt samades tingimustes 2 OD ühikuni, kuid ilma HSL-ta. Bakterid eemaldati 

tsentrifuugimise teel, supernatant filtreeriti läbi 0,2 µm pooriläbimõõduga filtri 

(Millipore).  

Statsionaarsest faasist toibuvate rakkude hulga hindamiseks kasvatati baktereid LB 

söötmes. Siin ja edaspidi on statsionaarse faasi alguseks loetud alati ajahetke, mil 

kultuuri optiline tihedus 30 min jooksul ei suurenenud rohkem kui 5%. 24 h 

statsionaarses faasis viibinud kultuur lahjendati värskesse LB söötmesse 0,05 OD 

ühikuni. Kasvamahakkamise jälgimiseks võeti 3 h jooksul iga 30 minuti möödudes 

ajapunkte. 

Samasugusel viisil hinnati E. coli MG1655 rakkude toibumist statsionaarsest faasist 5 

päeva jooksul erinevates söötmetes (2YT, LB, MOPS Glu +AA, MOPS Glu, MOPS 

Glu –P, MOPS Glu –N, MOPS Gly). Erinevalt äsjakirjeldatust, kasutati neil juhtudel 

reporterkonstruktina pETgfpmut2-AGGAGG(3) plasmiidi (tabel 2), milles gfpmut2 

ekspressioon indutseeriti 1 mM IPTG abil.  

3.3.2. Bakterite membraanipotentsiaali olemasolu määramine 

Vedelkultuurist võetud proovid pesti kahel korral külma 1x PBS-ga ning värviti seejärel 

toatemperatuuril 5 minuti jooksul 10 µg/ml propiidiumjodiidi (PI) sisaldavas 1x PBS-i 

lahuses. Proovid analüüsiti koheselt läbivoolutsütomeetri abil  
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3.3.3. Stressivastuses osalevate geenide ekspressioonimäära 
kindlaks tegemine 

Erinevate stressivastuses osalevate geenide (rpoS, dps, gadA, katE, ja osmE) 

ekspressiooni jälgimiseks transformeeriti E. coli MG1655 ekspressiooniplasmiididega, 

milles nimetatud geenide regulaatoralad kontrollivad reportergeeni gfpmut2 

ekspressiooni (tabel 2). Vastavaid plasmiide sisaldavate bakteritega inokuleeriti LB 

vedelsööde ning iga 2 h möödudes võeti kultuuridest proovid, seda 28 h jooksul. 

Reportergeeni ekspressioon neis ajapunktides analüüsiti läbivoolutsütomeetri abil. 

3.3.4. Uue või vana pooluse olemasolu mõju hindamine raku võimele 
statsionaarsest faasist toibuda 

Selleks, et hinnata jagunemisel uue või vana pooluse pärinud rakkude võimet toibuda 

statsionaarsest faasist, kasutati pooluste märgistamiseks pMPR402 plasmiidi abi (tabel 

2). Selles plasmiidis on gfpmut2 kodeeriva alaga liidetud ühe raku poolusel paikneva 

valgu, IcsA, C-terminus, mis lokaliseerib GFP raku poolustele (Charles jt, 2001). 

Rakkude pooluste märkimiseks kasutati Charles jt poolt pakutud protokolli 

modifitseeritud varianti. Rakke kasvatati LB söötmes, millele oli lisatud 0,2% 

glütserooli. Üleöökultuurist tehti samasuguse koostisega söötmesse allalahjendus 0,05 

OD ühikuni ja kasvatati kuni tiheduseni 0,4 OD ühikut. Seejärel indutseeriti GFP 

ekspressioon 1 h jooksul 0,2%-lise L-arabinoosiga. Pärast seda pesti induktor maha, 

suspendeeriti rakud algses mahus 0,2% glütserooli sisaldavas LB-s ning lasti neil veel 

24 h kasvada. Statsionaarsest faasist toibuvate rakkude hulga hindamiseks lahjendati 

vana kultuur alla värskesse söötmesse 0,05 OD ühikuni ning jälgiti rakkude kasvama 

hakkamist, kasutades selleks läbivoolutsütomeetrit. Kasvavate rakkude markerina 

kasutati selles katses rakkude külghajuvuse tõusu. 

3.3.5. Bakterite üldise statsionaarses faasi geeniekspressioonivõime 
välja selgitamine  

Selleks, et hinnata, kas E. coli MG1655 rakud suudavad statsionaarses faasis 

indutseerida reportergeeni ekspressiooni transformeeriti bakterid erinevate variantidega 

pETgfpmut2 plasmiidist (tabel 2), milles reportergeeni gfpmut2 ekspressiooni kontrollib 

erinev translatsiooniinitsiatsiooniregioon. Et vaadelda translatsiooni toimumist, 



 32 

indutseeriti 24 h statsionaarses faasis viibinud kultuuris, kas 6 h või 24 h jooksul 1 mM 

IPTG-ga reportergeeni ekspressioon. Proovid analüüsiti läbivoolutsütomeetril.  

3.3.6. Bakteriraku üldise nukleiinhappe- ning valgusisalduse 
hindamine 

Esmalt fikseeriti rakud 24 h jooksul jääkülmas 80%-lises etanoolis. Seejärel pesti 

fikseeritud rakke kahel korral 1x PBS-ga ning värviti neid 1 h jooksul pimedas jääl. 

Nukleiinhappesisalduse hindamiseks kasutati värvilahusena 20 µg/ml propiidiumjodiidi 

1x PBS-s ning valgusisalduse hindamiseks 50 µg/ml fluorestsiinisotiotsüanaati (FITC) 

sisaldavas 0,5 M NaHCO3 lahuses. Pärast seda pesti rakke taas kahel korral 1x PBS-ga 

ning analüüsiti koheselt läbivoolutsütomeetril. 

 

3.4. Mikroskoopia 

Rakud pesti 1x PBS-ga ning pipeteeriti seejärel 1x PBS-i suspensioonina alusklaasi ja 

katteklaasi vahele. Mikroskopeerimiseks kasutati OLYMPUS DP70 digitaalkaameraga 

varustatud OLYMPUS BX41 fluorestsentsmikroskoopi. Joonisel 12 esitatud fotod on 

pildistatud võrdse säriajaga. 

 

3.5. Bakterikultuuri fraktsioneerimine urografiinis 

Statsionaarse faasi bakterite fraktsioneerimisel lähtuti Cuny jt poolt esitatud protokollist 

(Cuny jt, 2005). 20 ml LB söötmes 24 h statsionaarses faasis viibinud E. coli MG1655 

pETgfpmut2-AGGAGG(3) rakkudes indutseeriti 4 h jooksul 1 mM IPTG-ga 

valgusüntees. Seejärel pesti rakud 1x PBS-ga, suspendeeriti 1 ml 26,45%-lises 

urografiinis [1 l sisaldab – 36,8 g Na-diatrisoaat·dihüdraat (Sigma); 229,7 g 

meglumiindiatrisoaat (Sigma)] ning pipeteeriti ultratsentrifuugitopsi 10 ml 37%-lise 

urografiini padjale [1 l sisaldab – 51,45 g Na-diatrisoaat·dihüdraat; 321,3 g 

meglumiindiatrisoaat (Sigma)]. Kõige peale lisati 7 ml 1x PBS-i. Baktereid 

tsentrifuugiti Ti70 rootoris ultratsentrifuugiga (OptimaTM L-90K, Beckman & Coulter) 

kiirusel 55 000 pööret/minutis 3 h. Lahutunud fraktsioonid eemaldati ettevaatlikult 

pipetiga, pesti 1x PBS-ga ning kasutati edasisteks analüüsideks. 
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4. TULEMUSED 

Antud töö eesmärkideks seati üksikute bakterite jagunemisvõime välja selgitamine 

erinevates tingimustes E. coli rakupopulatsiooni näitel. Selleks, et püstitatud küsimusele 

vastata, rakendati järgmist lihtsat katseskeemi (joonis 4). Et muuta üksikud bakterirakud 

jälgitavaks, indutseeriti neis kõigis rohelise fluorestseeruva valgu (GFP) ekspressioon. 

Seejärel pesti induktor maha ja lasti bakteritel värskes söötmes kasvada, jälgides samal 

ajal GFP signaali muutumist. Kuna kasutati väga stabiilset GFP isovormi, mida 

bakterirakkudes praktiliselt lagundada ei suudeta (GFPmut2; (Cormack jt, 1996)), 

hakkas GFP signaal pärast induktori eemaldamist järk-järgult nõrgenema ainult siis, kui 

rakud kasvasid ja jagunesid. Selle käigus GFP molekulide arv raku kohta vähenes 

pidevalt (joonis 4, paneel A). Juhul, kui rakud ei jagunenud, jäi GFP signaal neis 

jätkuvalt intensiivseks (joonis 4, paneel B). GFP signaali tugevuse muutumist kasutatigi 

rakkude jagunemise indikaatorina ning seda jälgiti läbivoolutsütomeetri abil. 

 

4.1. Kõik rakud E. coli populatsioonis on ühesuguse 
jagunemisvõimega nii eksponentsiaalses faasis kui ka 
statsionaarses faasis 

Esmalt analüüsiti E. coli rakkude jagunemisvõimet rikkas söötmes (LB), olukorras, kus 

toitaineid oli piisavalt ning bakterite arv suurenes eksponentsiaalselt (joonis 5). Joonisel 

5, paneelil A esitatud histogrammidel on näha, kuidas rakkude GFP sisaldust kajastav 

kõver nihkub pärast induktori eemaldamist ajas järk-järguliselt ja ühtlaselt nõrgema 

GFP signaali suunas. Sellest tulenevalt võib öelda, et eksponentsiaalse faasi rakud E. 

coli populatsioonis jagunevad ühesuguse kiirusega.  

Sama väide kehtib ka olukorras, kus toitained hakkavad kasvukeskkonnast ammenduma 

ning rakkude jagunemine aeglustub. GFP signaali ühetaoline järk-järguline 

nõrgenemine statsionaarsesse faasi sisenevas populatsioonis näitab, et ka neis 
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tingimustes on bakterid individuaalse jagunemissuutlikkuse alusel võrdsed (joonis 5, 

paneel B).  

 

Joonis 4. Lihtsustatud skeem bakterite jagunemise ning selle jälgimise kohta GFP reportergeeni 
signaali tugevuse alusel, kasutades läbivoolutsütomeetriat. Paneelil A on kujutatud olukorda, 
kus kõik bakterid kultuuris jagunevad. Paneelil B on kujutatud olukorda, kus ükski bakter 
kultuuris ei jagune. Pidevad rohelised nooled tähistavad induktori lisamist või eemaldamist. 
Pidevad mustad nooled tähistavad jagunemiste toimumist, katkendlikud nooled seda, et bakter 
ei jagunenud. 
 

Tõenäoliselt veedavad nii mõnedki bakterid oma looduslikus keskkonnas enamuse 

elutsüklist statsionaarse faasi populatsioonidena. Kõige tavalisemalt iseloomustatakse 

kirjanduses statsionaarset faasi kui elutsükli faasi, milles rakkude kasv ning jagunemine 

on peatunud. Statsionaarses faasi rakkude arvukust ja eluvõimet jälgitakse tavaliselt 

kolooniate moodustamise võime järgi. Kuna kolooniate arv bakterikultuuri 

ruumalaühiku kohta püsib reeglina üsna pika aja vältel muutumatuna, ongi laialt levinud 

seisukoht, et statsionaarses faasis rakkude jagunemist ei toimu (Siegele jt, 1993). 

Konkreetset eksperimentaalset alust niisugusel seisukohal tegelikult pole, sest seda, mis 

toimub   vedelkultuuris   statsionaarse  faasis,  pole  üksikute  rakkude   tasemel   varem  
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Joonis 5. Üksikute rakkude jagunemine E. coli eksponentsiaalse faasi kultuuris ning 
statsionaarsesse faasi sisenevas kultuuris. E. coli MG1655 pMSLuxR bakterite üleöökultuurid 
lahjendati värskesse LB söötmesse (50 µg/ml Km) ja kasvatati kuni optilise tiheduseni 0,6. 
Seejärel indutseeriti rakkudes 1 h jooksul HSL-ga reportergeeni gfpmut2 ekspressioon. 
Eksponentsiaalse faasi rakkude jagunemisvõime analüüsimiseks (paneel A) lahjendati kultuur 
alla 0,05 OD ühikuni ja lasti rakkudel kasvada. Statsionaarsesse faasi siseneva kultuuri 
jagunemisvõime hindamiseks (paneel B) kasvatati seda edasi kuni tiheduseni 2 OD ühikut. Siis 
rakud pesti, suspendeeriti konditsioonitud LB söötmes ning lasti kasvada. Osutatud ajapunktidel 
võeti kultuuridest proovid ning analüüsiti läbivoolutsütomeetri abil. Graafikute X-telg tähistab 
GFP signaali intensiivsust, Y-telg rakkude arvu. 
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uuritud. Käesolevas töös kasutatud GFP väljalahjenemise meetod pakub sellele 

käibetõele ka eksperimentaalse tõestuse. Isegi mitu päeva statsionaarses faasis viibinud 

populatsioonis rakkude GFP signaal ei nõrgenenud, mis on märk sellest, et rakkude 

jagunemist statsionaarses faasis tõepoolest ei toimu (andmeid pole näidatud). 

 

4.2. Statsionaarses faasis toimub E. coli populatsiooni 
eristumine kaheks erineva jagunemisvõimega alamhulgaks 

Eelnevast peatükist on selge, et bakterid peavad tihtilugu saama hakkama tingimustes, 

kus toitaineid keskkonnas pole. Neis oludes ongi bakterid oma elutsükli statsionaarses 

faasis ning nad ei kasva ega jagune. Aeg-ajalt muutuvad toitained siiski ka looduslikes 

oludes toitained kättesaadavaks, kuid seda tavaliselt harva ja väheses koguses. Seetõttu 

on bakteriraku jaoks väga oluline statsionaarsest suikvelolekust kiiresti toibuda ning 

võimalikult kiiresti jagunema hakata. 

Selleks, et imiteerida äsjakirjeldatud olukorda ning saada teada, kas kõik bakterid 

suudavad keskkonnatingimuste paranemisele reageerida, jälgiti E. coli rakkude 

jagunemist pärast statsionaarse faasi kultuuri lahjendamist värskesse söötmesse (joonis 

6, paneel A). Selgub, et sellises olukorras ei suuda sugugi mitte kõik rakud jagunemist 

alustada. GFP signaal nõrgeneb vaid osades rakkudes, samas kui enamik baktereid jääb 

eredalt fluorestseeruvaks (joonis 6, paneel A, 120 min ajapunkt). Seega jaotub 

populatsioon statsionaarsest faasist toibumisel jagunemisvõime alusel kaheks erinevaks 

alamhulgaks.  

Lisaks ilmneb läbivoolutsütomeetrilisel analüüsil, et peale GFP signaali lahjenemise on 

olemas veel üks parameeter, mis võimaldab ennustada, kas rakud suudavad jagunema 

hakata või mitte. Selleks on külghajuvus, mille väärtus suureneb vahetult enne bakteri 

jagunemist ja võimaldab tulevasi jagunemisvõimelisi rakke tuvastada veel enne seda, 

kui pooldumine tegelikult toimub (joonis 6, paneel B, 90 min ajapunkt). Kui 

imetajarakkudel on külghajuvus raku granulaarsust (näiteks organellide rohkust) 

kirjeldav parameeter, siis selle mõiste täpne sisu bakterirakkudes on teadmata. 

Käesoleva töö raames tehti kindlaks, et külghajuvuse tõus korreleerub nii 

makromolekulide hulga (valgu- ja nukleiinhappesisaldus) kui ka raku üldiste mõõtmete 

suurenemisega (andmeid pole näidatud). 
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Joonis 6. E. coli rakkude toibumine statsionaarsest faasist. E. coli MG1655 pMSLuxR 
üleöökultuurid lahjendati värskesse LB söötmesse (50 µg/ml Km) ja kasvatati kuni tiheduseni 
0,6 OD ühikut. Seejärel lisati kultuurile gfpmut2 reportergeeni ekspressiooni indutseerimiseks 
HSL ja lasti veel kasvada. Statsionaarsest faasist toibuvate rakkude osakaalu hindamiseks 
lahjendati 24 h statsionaarses faasis viibinud kultuur värskesse söötmesse tiheduseni 0,05 OD 
ühikut. Osutatud ajapunktidel võeti allalahjendatud kultuurist proovid ning analüüsiti 
läbivoolutsütomeetri abil. Graafikute X-telg tähistab GFP signaali intensiivsust, Y-telg rakkude 
arvu (paneel A) või külghajuvust (paneel B). 
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4.3. Statsionaarsest faasist toibujate osakaal populatsioonis 
sõltub kasvukeskkonnast 

Kuigi mittejagunev olek on iseloomulik kõikidele statsionaarse faasi kultuuridele, võib 

rakkude füsioloogiline seisund siiski varieeruda ning oleneb kindlasti varasematest 

kasvutingimustest (Mason & Egli, 1993). Sõltuvalt söötmest, on erinev näiteks 

oksüdatiivse kahjustuse ulatus E. coli statsionaarse faasi rakkudes (Ballesteros jt, 2001). 

Samuti on leitud, et vaesemates kasvukeskkonnas statsionaarsesse faasi jõudnud 

kultuurides säilivad bakterirakud kauem ning suuremal hulgal eluvõimelistena (Siegele 

jt, 1993). 

Ülaltoodut arvestades näis olevat üheks viisiks leida põhjuseid, mille alusel eristub 

bakterikultuuris kaks alamhulka statsionaarsest faasist toibumisel, muuta bakterite 

kasvukeskkonda ning selgitada välja, kas erinevates tingimustes statsionaarsesse faasi 

jõudnud bakterikultuurid sisaldavad erineval hulgal statsionaarsest faasist toibuvaid 

rakke. Selleks kasvatati baktereid mitmetes erinevates söötmetes ning vaadeldi, kuidas 

nad suudavad pärast statsionaarses faasis viibimist värskes söötmes taas kasvama 

hakata. Kõikidel juhtudel kasutati toitainerikka keskkonna taastamiseks sama söödet, 

milles populatsioon algselt kasvas. Statsionaarsest faasist toibuvate rakkude osakaal 

kogu populatsioonis arvutati esimesel ajapunktil, mil GFP versus külghajuvus 

teljestikus eristus algsest rakupilvest nõrgema GFP signaaliga ja suurema külghajuvuse 

signaaliga alamhulk (joonis 6, paneel B näitel 120 minuti ajapunkt). Saadud numbreid 

ei tohiks käsitleda absoluutsete väärtustena mingist söötmest toibuvate rakkude 

osakaalu kirjeldamiseks, vaid pigem kui üldisi hinnanguid, mis võimaldavad erinevates 

söötmetes toimuvat omavahel võrrelda. 

Joonisel 7 esitatud andmetest selgub, et kõikides kasvukeskkondades väheneb 

statsionaarsest faasist toibuvate rakkude hulk ajas järk-järguliselt. Nii 

toitainetevaesemates kui ka toitaineterikastes kasvutingimustes väheneb pärast 

statsionaarset faasi kasvama hakkavate rakkude osakaal ajas pidevalt, kuid vaesemates 

söötmetes on toibujaid alati rohkem kui rikastes söötmetes samal ajal. 

Kõige lühemat generatsiooniaega võimaldanud söötmetes (2YT, LB, MOPS Glu +AA; 

tabel 4) kasvanud bakteritest suudab isegi pärast suhteliselt lühiajalist statsionaarses 
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faasis viibimist (joonis 7, esimene päev) soodsate tingimuste taastumisel jagunema 

hakata vaid väike osa (alla 40%). Veelgi enam, eksponentsiaalses faasis kõige kiiremat 

kasvu võimaldanud 2YT söötme statsionaarsest faasist 3 päeva möödudes rakud enam 

ei toibugi (joonis 7, mustad tulbad).  

 

                  Tabel 4. E. coli MG1655 generatsiooniajad erinevates söötmetes 

Sööde 
Minimaalne generatsiooniaeg 

eksponentsiaalses faasis 
2YT 26 min 
LB 34 min 

MOPS Glu +AA 38 min 
MOPS Glu 65 min 

MOPS Glu –P 66 min 
MOPS Glu –N 70 min 
MOPS Gly 100 min 

 

Vaesemates söötmetes (MOPS Glu, MOPS Glu –P, MOPS Glu –N, MOPS Gly) 

kasvanud rakupopulatsioonide kõik liikmed on võimelised pärast lühiajalist 

statsionaarset faasi taas jagunema hakkama (joonis 7, esimene päev). Samas ei sõltu 

jagunemisvõimeliste rakkude osakaal bakterite kasvukiirusest antud söötmes. 

Glütserooli süsinikuallikana sisaldavas vaeses söötmes (MOPS Gly) on rakkude 

generatsiooniaeg eksponentsiaalses faasis, võrreldes näiteks glükoosipõhise (MOPS 

Glu) vaese söötmega, tunduvalt pikem (tabel 4). Statsionaarsest faasist toibuda suutvate 

rakkude alamhulk on neis kahes söötmes aga kõikides ajapunktides võrreldava 

suurusega (joonis 7, rohelised ja oranžid tulbad). 

Erinevate kasvukeskkondade võrdluses on silmapaistvaks erandiks lämmastikuvaene 

sööde (joonis 7, kollased tulbad). Kõik lämmastikuvaeses söötmes kasvanud rakud 

suudavad toitainete kättesaadavaks muutudes hakata jagumena isegi pärast 

kolmepäevalist statsionaarses faasis viibimist. Kui arvestada veel sellega, et kõige 

kehvemini suudavad statsionaarsest faasist toibuda peptiide või aminohappeid 

sisaldavates söötmetes kasvanud rakud (2YT, LB, MOPS Glu +AA), võib järeldada, et 

just kasvukeskkonna lämmastikusisaldus on see tegur, millest sõltub kui palju rakke 

populatsioonis on võimelised pärast statsionaarset faasi taas jagunema hakkama. 
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Joonis 7. E. coli rakkude toibumine erinevatest statsionaarse faasi tingimustest. Erinevates 
söötmetes kasvanud E. coli MG1655 pETgfpmut2-AGGAGG(3) üleöökultuurid lahjendati 
vastavatesse värsketesse söötmetesse (25 µg/ml Km) 0,05 OD ühikuni ja lisati GFP 
ekspressiooni indutseerimiseks IPTG (lõppkontsentratsiooniga 1 mM). Kultuuridel lasti kasvada 
statsionaarsesse faasi. 5 päeva jooksul lahjendati kultuurid osutatud ajapunktidel vastavatesse 
värsketesse söötmetesse ning vaadeldi läbivoolutsütomeetril, kui suur osa populatsioonist 
suudab taas jagunema hakata. Joonisel on toodud kolme katse põhjal arvutatud keskmised 
jagunema hakkavate rakkude osakaalud koos standardhälvetega. 
 

4.4. Ei jagunev ega ka mittejagunev alampopulatsioon E. coli 
statsionaarsest faasist toibuvas kultuuris ei sisalda surnud 
rakke 

Teatavasti hakkavad statsionaarse faasi kultuurides bakterid mõne aja möödudes 

surema. Nn surmafaas saabub kirjanduses esitatud andmete põhjal (Siegele jt, 1993) 

tunduvalt hiljem kui toimub populatsiooni diferentseerumine jagunemisvõime alusel 

(joonis 7). Samas on siiski võimalik, et need kaks leitud alamhulka erinevad teineteisest 

elusate ja surnud rakkude sisalduse poolest.  

Selleks, et hinnata surnud bakterite osakaalu kummaski alamhulgas, töödeldi juba 

jagunema hakanud bakterikultuuri propiidiumjodiidiga. See on värv, mis pääseb vaid 

kahjustatud membraaniga rakkudesse ning on laialdaselt kasutatav surnud rakkude 

markeerimiseks (Nebe-von-Caron jt, 2000). Joonisel 8 esitatud tulemustest ilmneb aga 
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esiteks, et bakteripopulatsioonis on propiidiumjodiidiga värvunud ehk surnud rakke 

suhteliselt vähe (joonis 8, paneel B, roosa ja rohelise punktiirjoonega ümbritsetud 

rakupilved). Teise olulise tulemusena selgub, et nii jagunev kui ka mittejagunev 

alamhulk (joonis 8, paneel B, roosa ja rohelise punktiirjoonega ümbritsetud rakupilved) 

sisaldavad ühtviisi vähe kahjustatud membraaniga rakke. Seega ei tulene ühe alamhulga 

jagunemisvõimetus sellest, et enamik rakke selles alamhulgas oleksid surnud. 

 

Joonis 8. Kahjustatud membraaniga rakkude osakaal jagunevas- ja mittejagunevas 
alampopulatsioonis. E. coli MG1655 pMSLuxR üleöökultuur lahjendati värskesse LB 
söötmesse (50 µg/ml Km) ja kasvatati kuni tiheduseni 0,6 OD ühikut. Siis lisati reportergeeni 
gfpmut2 ekspressiooni indutseerimiseks HSL ja lasti rakkudel jõuda statsionaarsesse faasi. 24 h 
statsionaarses faasis viibinud kultuur lahjendati taas värskesse söötmesse tiheduseni 0,05 OD 
ühikut ja kasvatati 2 h. Pärast seda rakud fikseeriti 24 h jooksul jääkülmas etanoolis ja jagati 
kaheks. Üks pool jäeti värvimata (ülemised graafikud, A ja B). Teine pool värviti 
propiidiumjodiidiga (PI). Joonisel on esitatud läbivoolutsütomeetrilisel analüüsil saadud 
graafikud. X-telg tähistab GFP signaali intensiivsust ja Y-telg külghajuvust (paneel A) või PI 
signaali intensiivsust (paneel B). 
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4.5. Bakteri stressivastuses osalevad geenid on 
ekspresseeritud kõikides statsionaarsesse faasi jõudnud 
rakkudes 

Üks tõenäolisi põhjuseid, miks osa baktereid pärast pikaajalist nälgimist enam kasvama 

hakata ei suuda, võib peituda nende defektses stressivastuses. Selle väljaselgitamiseks 

otsustati hinnata olulisemate statsionaarsele faasile spetsiifiliste geenide ekspressiooni 

ühe raku tasemel. Valiku aluseks oli konkreetsete geenide tugev ekspressioonitase 

statsionaarses faasis, osalus stressivastuse erinevates radades ning ekspressiooni erinev 

kineetika. Vaadeldi statsionaarse faasi peamist δ faktorit, δS-i, mille olemasolust sõltub 

nälgivates bakterirakkudes erinevatel andmetel enam kui 30 geeni transkriptsioon 

(Hengge-Aronis, 1993; Lacour & Landini, 2004; Shimada jt, 2004). Lisaks jälgiti veel 

nelja olulist δS-i märklauda – dps, gadA, katE, osmE. Dps kodeerib valku, mis on E. coli 

nukleoidi peamine komponent statsionaarses faasis (Ali Azam jt, 1999). Dps pakib 

bakteri kromosoomi tihedaks struktuuriks ja kaitseb seda näiteks aktiivsete 

hapnikuradikaalide eest (Martinez & Kolter, 1997). GadA on üks kõige kõrgemini 

ekspresseeritud geene statsionaarses faasis (Shimada jt, 2004; Weber jt, 2005). Selle 

produkt glutamaadi dekarboksülaas A funktsioneerib E. coli happestressi vastuses (De 

Biase jt, 1999). Katalaas (katE) neutraliseerib reaktiivseid hapnikuühendeid, 

redutseerides vesinikperoksiidi hapnikuks ja veeks (Schellhorn & Hassan, 1988). OsmE 

kodeerib välismembraani lipoproteiini, mida ekspresseeritakse ohtralt nii rakkude 

sisenemisel statsionaarsesse faasi kui ka osmootse stressi korral (Conter jt, 1997). 

Nimetatud geenide regulaatoralad (hõlmasid ka vastava geeni startkoodonit) kloneeriti 

GFP-d kodeeriva reportergeeni järjestuse ette, vastavat konstrukti sisaldavad plasmiidid 

transformeeriti E. coli rakkudesse ning seejärel jälgiti GFP signaali akumuleerumist 

erinevates kasvufaasides. 

Kõikide vaadeldud geenide ekspressioonimäär tõuseb ajas järk-järguliselt ning saavutab 

oma kõrgeima taseme statsionaarse faasi rakkudes (joonis 9). Siiski on ilmne, et uuritud 

geenide ekspressioon ei suurene ühesuguse kineetikaga. 8 tunni möödudes ehk 

statsionaarsesse faasi sisenevas kultuuris on rpoS, katE ja osmE geenide ekspressioon 

oluliselt tõusnud, samal ajal kui dps ja gadA geenide ekspressisioonis pole erilisi 

muutusi toimunud. gadA ekspressioonis on 8 h ajapunktis näha ka teatav 

heterogeensuse tõus võrreldes 4 h ajapunktiga. Samas ei saa väita, et tegemist oleks 
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binaarse ekspressiooniprofiiliga. Statsionaarse faasi populatsioon (28 h ajapunkt) on 

kõikide vaadeldu geenide ekspressiooni alusel suhteliselt homogeenne. Sellest lähtuvalt 

võib öelda, et statsionaarse faasi E. coli kultuuri eristumine kaheks erineva 

jagunemisvõimega alamhulgaks ei tulene erinevustest stressivastuses osalevate geenide 

ekspressioonis üksikute rakkude vahel. 

 

4.6. Rakud, mis suudavad indutseerida statsionaarses faasis 
reportergeeni ekspressiooni, hakkavad pärast statsionaarset 
faasi kasvama 

Kui bakterid satuvad toitainetevaesest keskkonnast ümbrusse, kus toitaineid on 

piisavalt, ei hakka nad sugugi mitte kohe poolduma. Esmalt rakud adapteeruvad uute 

oludega ning hakkavad seejärel sünteesima kasvuks ja jagunemiseks vajalikke 

komponente. Võib väita, et statsionaarsest faasist toibumine sõltub suurel määral raku 

suutlikkusest indutseerida toitainerikkasse keskkonda sattudes kiiresti uute valkude 

süntees. Võimalik, et E. coli rakud on geeniekspressiooni võime alusel diferentseerunud 

juba nälgivas populatsioonis. Juhul, kui keskkonnatingimused paranevad, ilmneb selline 

lahknemine rakkude suutlikkuses või suutmatuses taas jagunema hakata.  

Selle hüpoteesi kontrollimiseks vaadeldi E. coli rakkude võimet indutseerida 

reportergeeni ekspressiooni statsionaarses faasis. Selleks transformeeriti E. coli 

rakkudesse plasmiidid, milles GFP ekspressiooni (edaspidi SDGFP) kontrollivad tac 

promootor ja erinevad translatsiooniinitsiatsiooniregioonid (tabel 2). 

Translatsiooniinitsiatsiooni efektiivsust tagav piirkond sisaldas erineva tugevusega SD 

järjestusi (lisa 1; Vladimir Vimberg, avaldamata andmed), mille toimet võimendas kas 

GC-rikas nõrk enhanser (Komarova jt, 2002) või AU-rikas tugev enhanser (Komarova 

jt, 2002). 24 h LB söötmes statsionaarses faasis viibinud bakterikultuurile lisati 

reportergeeni ekspressiooni indutseerimiseks IPTG-d. Kuna transkriptsiooni tasemel on 

reportergeeni ekspressioon kõigis neis konstruktides sarnaselt reguleeritud ja erinevused 

on vaid translatsiooni efektiivsust tagavas regulaatorpiirkonnas, siis peaksid 

konstruktidevahelised erinevused GFP ekspressioonis eelkõige peegeldama erinevusi 

valgusünteesis. 
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Geeniekspressiooni toimumiseks on statsionaarses faasis vaja väga head 

translatsiooniinitsiatsiooniregiooni (lisa 2): tugevat AU-rikast enhanserit (Komarova jt, 

2002) koos väga hästi konsensusele vastava SD järjestusega (lisa 1). Isegi nende 

järjestuselementide olemasolul ekspresseeritakse SDGFP-d vaid suhteliselt vähestes 

rakkudes. Kui enhanser on nõrgem (GC-rikas) (Komarova jt, 2002) või puudub, siis ei 

suuda nälginud rakud enam üldse SDGFP ekspressiooni aktiveerida, või siis 

indutseeritakse see väga madalal tasemel üksikutes rakkudes. Samuti ei initsieerita 

statsionaarses faasis translatsiooni konsensusele mittevastavatelt SD järjestustelt (lisa 

2). 

Kõige suuremas hulgas statsionaarse faasi rakkudes reportergeeni ekspressiooni taganud 

konstrukti varal (AU-rikas enhanser koos AGGAGG SD järjestusega) võrreldi 

geeniekspressiooni kineetikat eksponentsiaalse ja statsionaarse faasi rakkude vahel 

(joonis 10, paneelid A ja B). Tulemused näitavad, et eksponentsiaalses faasis 

indutseeritakse SDGFP ekspressioon kiiremini ning see toimub kõikides rakkudes 

(joonis 10, paneel A). Seevastu võtab statsionaarses faasis SDGFP sünteesimine 

tunduvalt rohkem aega ning sellega saavad hakkama vaid vähesed bakterid (joonis 10, 

paneel B). 

Statsionaarses faasis SDGFP-d ekspresseerivate bakterite osakaal (joonis 10, paneel B) 

on võrreldav statsionaarsest faasist toibuvate rakkude osakaaluga populatsioonis (joonis 

6). Katses, mille käigus jälgiti erineva geeniekspressiooni võimega alamhulkade 

jagunemisvõimet pärast kultuuri lahjendamist värskesse söötmesse selgub, et tegemist 

on kattuvate alamhulkadega populatsioonis (joonis 10, paneel C). Graafikutel on näha, 

et külghajuvuse signaal, mille tõus võimaldab tuvastada tulevasi jagunevaid rakke 

(joonis 6, paneel B), suureneb eelkõige SDGFP-d ekspresseerivas rakupilves (joonis 10, 

paneel C). Seega on rakud, mis suudavad statsionaarses faasis indutseerida 

reportergeeni ekspressiooni, suure tõenäosusega ka need, mis hakkavad toitainete 

kättesaadavaks muutudes jagunema.  
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Joonis 10. E. coli eksponentsiaalse ja statsionaarse faasi rakkude võime indutseerida 
reportergeeni ekspressiooni. Reportergeeni induktsiooni ja jagunemisvõime seos statsionaarse 
faasi kultuuris. E. coli MG1655 pETgfpmut2-AGGAGG(3) üleöökultuur lahjendati värskesse 
LB söötmesse (25 µg/ml Km) tiheduseni 0,05 OD ühikut. Eksponentsiaalse faasi 
geeniekspressiooni võime jälgimiseks indutseeriti 2 h pärast 0,1 mM IPTG-ga reportergeeni 
ekspressioon (paneel A). Statsionaarse faasi geeniekspressiooni võime jälgimiseks lasti kultuuril 
esmalt 24 h statsionaarses faasis viibida ning seejärel indutseeriti 1 mM IPTG-ga reportergeeni 
ekspressioon (paneel B). Statsionaarse faasi geeniekspressiooni võime ja jagunemissuutlikkuse 
seoste analüüsimiseks lahjendati paneeli B 240 min ajapunkt värskesse söötmesse ning lasti 
kasvada (paneel C). Osutatud ajapunktidel võeti kultuuridest proovid ning analüüsiti 
läbivoolutsütomeetril. Graafikute X-telg tähistab GFP signaali intensiivsust, Y-telg rakkude 
arvu (paneelid A ja B) või külghajuvust (paneel C). 
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4.7. E. coli rakkude võime indutseerida statsionaarses faasis 
geeniekspressiooni sõltub kasvukeskkonnast 

Rakkude toibumine statsionaarsest faasist sõltub nende kasvukeskkonnast (joonis 7) 

ning korreleerub rakkude võimega indutseerida statsionaarses faasis reportergeeni 

SDGFP ekspressiooni (joonis 10). Järgnevalt võrreldi 24 h erinevates söötmetes 

statsionaarses faasis viibinud rakkude geeniekspressioonivõimet.  

 
 
Joonis 11. E. coli statsionaarse faasi rakkude võime indutseerida reportergeeni ekspressiooni 
erinevates söötmetes. Erinevates söötmetes kasvanud E. coli MG1655 pETgfpmut2-
AGGAGG(3) üleöökultuur lahjendati sama koostisega värsketesse söötmetesse (25 µg/ml Km) 
tiheduseni 0,05 OD ühikut ning kasvatati statsionaarsesse faasi. Statsionaarse faasi 
geeniekspressioonivõime jälgimiseks lasti kultuuril viibida 24 h statsionaarses faasis ning 
seejärel indutseeriti 24 h jooksul 1 mM IPTG-ga reportergeeni ekspressioon. Paneelil A on 
analüüsitud aminohappeid sisaldavas söötmes, paneelil B optimaalse 
lämmastikukontsentratsiooniga söötmes ja paneelil C lämmastikuvaeses söötmes kasvanud 
rakkude statsionaarse faasi geeniekspressiooni võimet. Graafikute X-telg tähistab reportergeeni 
SDGFP signaali intensiivsust, Y-telg rakkude arvu. 
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Lämmastikuvaeses söötmes statsionaarsesse faasi jõudnud rakud ekspresseerivad kõik 

SDGFP-d (joonis 11, paneel C). Peptiide või aminohappeid sisaldavates tingimustes 

kasvanud statsionaarse faasi bakteritest suudab seda teha vaid väike alamhulk (joonis 

11, paneel A). Seega korreleerub 2YT, LB, MOPS Glu +AA ja MOPS Glu –N 

söötmetes statsionaarses faasis geeniekspressiooni indutseerida suutvate rakkude 

osakaal statsionaarsest faasist toibuvate rakkude osakaaluga. Teistes vaadeldud 

söötmetes (MOPS Glu, MOPS Glu –P, MOPS Gly) statsionaarse faasi rakud SDGFP 

ekspressiooni indutseerida ei suuda (joonis 11, paneel B). 

 

4.8. Jagunemisel vanema pooluse saanud tütarrakud toibuvad 
statsionaarsest faasist kehvemini kui uute poolustega rakud 

Stewart jt (Stewart jt, 2005) näitasid, et raku pooldumisel mitme põlvkonna jooksul 

vana pooluse pärinud tütarrakud on nö vananenud ning jagunevad eksponentsiaalses 

kasvufaasis veidi aeglasemalt kui nende uute poolustega kaaslased. Tekkis küsimus, kas 

erineva vanusega poolustega rakkudel on ka erinev võime statsionaarsest faasist 

toibuda. 

Sellele küsimusele vastamiseks märgistati bakteriraku poolused GFP-ga (edaspidi 

PGFP). Märke tegemiseks kasutati indutseeritavat reporterkonstrukti, milles gfpmut2 

geeni kodeerivale alale on lisatud ühe poolusele lokaliseeruva valgu, IcsA domeen, mis 

tagab ka sünteesitava PGFP paigutumise raku poolusele (Charles jt, 2001). Vastava 

plasmiidiga transformeeritud E. coli rakkudes indutseeriti eksponentsiaalses faasis 

reportergeeni ekspressioon ning veenduti, et PGFP märgistas tõepoolest rakkude 

poolused (joonis 12, paneelid B ja C). Seejärel pesti induktor maha ning lasti rakkudel 

jaguneda. Teoreetiliselt sel ajal enam uusi märgistatud poolusega rakke ei sünteesita 

ning need rakud, milles poolusel säilib PGFP signaal, on vana poolusega ja Stewart jt 

definitsiooni järgi ka ise vananenud. Rakupopulatsiooni analüüs 24 h pärast induktori 

eemaldamist näitabki seda, et PGFP signaal on alles vaid osades rakkudes ning see 

paigutub endiselt raku poolusele (joonis 12, paneelid B ja C). Seega sobib 

äsjakirjeldatud meetod rakkude vanade pooluste märgistamiseks. 
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Järgmiseks uuriti, kuidas suudavad sel moel märgistatud vanade poolustega rakud 

võrreldes uued poolused pärinud bakteritega pärast statsionaarse faasi kultuuri 

lahjendamist värskesse söötmesse taas kasvama ja jagunema hakata. Sarnaselt joonisel 

10, paneelil B toodule, kasutati ka selles katses bakterite kasvamise indikaatorina 

külghajuvuse suurenemist. Statsionaarsest faasist toibuvate rakkude osakaalu 

hindamiseks arvutati suurenenud külghajuvusega rakkude suhe vanade või uute 

poolustega rakkude koguhulgas ajapunktis, mil tulevased jagunevad rakud olid juba 

kasvanud suuremaks kui mittejagunejad, kuid esimene pooldumine polnud veel 

toimunud (90 min). 

Joonisel 12, paneelil D esitatud tulemustest selgub, et vananenud rakud toibuvad 

statsionaarsest faasist tunduvalt kehvemini kui nende uute poolustega kaaslased. Uute 

poolustega rakkudest hakkab toitainete kättesaadavaks muutudes kasvama ligi 

kolmandik, vana poolusega rakkudest aga kõigest iga kahekümnes rakk. Seega mõjub 

vana poolus negatiivselt raku võimele statsionaarsest faasist toibuda. 

 

4.9. Erineva geeniekspressioonivõimega E. coli alamhulgad on 
mõneti eristunud ka üldise valgu- ning nukleiinhappesisalduse 
alusel, kuid sisaldavad nii uute kui vanade poolustega rakke 

Hiljuti avaldatud töös, milles samuti uuriti nälgiva E. coli populatsiooni jaotumist 

kultiveeritavateks ja mittekultiveeritavateks rakkudeks, kasutati nende füsioloogiliselt 

erinevate rakkude eraldamiseks tsentrifuugimist urografiinis (Cuny jt, 2005). Sama 

meetodit kasutades leiti käesolevas uurimuses, et erineva valgusünteesi võimega E. coli 

statsionaarse faasi rakud jaotuvad pärast tsentrifuugimist erinevatesse fraktsioonidesse 

(joonis 13). Statsionaarses faasis SDGFP-d ekspresseerida suutvad ja statsionaarsest 

faasist toibuvad rakud on urografiinis väiksema liikuvusega ning moodustavad ülemise 

fraktsiooni. SDGFP-d mitteekspresseerivad ja statsionaarsest faasist halvemini toibuvad 

rakud on aga suurema liikuvusega ja moodustavad alumise fraktsiooni (joonis 13, 

paneel A). Selline tulemus on kooskõlas Cuny jt poolt saadud andmetega (Cuny jt, 

2005). Fraktsioneerimine võimaldas kahte uurimisalust alamhulka põhjalikumalt 

iseloomustada, mida järgnevalt ka tehti. 
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Lisaks spetsiifiliste geenide erinevale ekspressioonitasemele, on raku füsioloogia 

seisukohalt olulisteks näitajateks ka üldine valgusisaldus ning ka DNA ja RNA sisaldus. 

On teada intrigeerivad andmed, et statsionaarses faasis on E. coli populatsioon 

nukleiinhappesisalduse põhjal heterogeenne (Akerlund jt, 1995). Bakterirakud 

sisaldavad reeglina kas ühte või kahte kromosoomikoopiat. Seega on võimalik, et erinev 

valgusünteesi võime tuleneb näiteks erinevusest geneetilise materjali hulgas üksikutes 

rakkudes.  

Joonisel 13, paneelil B esitatud histogrammid näitavad, et üldine valgusisaldus 

(korreleerub FITC signaali intensiivsusega) on uuritavates alampopulatsioonides erinev. 

Suurema tihedusega ja tulevastes jagunemisvõimetutes rakkudes on üldine 

valgukontsentratsioon suurem kui neis bakterites, mis soodsate tingimuste saabudes 

kasvama suudavad hakata. Fraktsioonid erinevad vähesel määral ka üldise 

nukleiinhappe sisalduse poolest (joonis 13, paneel C). Madalama tihedusega fraktsioon 

sisaldab valdavalt ühe kromosoomikoopiaga rakke ning vähem neid, milles on kaks 

kromosoomi. Tulevaste mittejagunevate bakterite fraktsioonis on aga ühe ja kahe 

kromosoomikoopiaga rakke enam-vähem võrdselt. Uute ja vanade poolusega rakkude 

(nõrgema ja tugevama PGFP signaaliga) jaotuvus on seevastu mõlemas fraktsioonis 

ühesugune (joonis 13, paneel D).  
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5. ARUTELU 

Käesolevas töös uuriti bakterikultuuri fenotüübilist varieeruvust lähtudes bakterirakkude 

kõige olulisemast omadusest – jagunemisvõimest. Jagunemisvõime hindamiseks töötati 

välja uudne meetod (joonis 4), mis võimaldab jälgida üksikute bakterite jagunemist 

vedelsöötmes kasvavas kultuuris. Meetod põhineb bakterirakkude märgistamisel 

raskestilagundatava fluorestseeruva valgu GFP-ga. Märgise etapiviisiline 

väljalahjenemine kajastab järjestikku toimuvaid jagunemissündmusi ning võimaldab 

hinnata seda, kuivõrd ühetaoline või heterogeenne on bakteripopulatsioon üksikute 

rakkude jagunemisvõime alusel.  

Nii eksponentsiaalses faasis kui ka statsionaarsesse faasi sisenedes on E. coli rakkude 

jagunemissuutlikkus populatsioonis ühetaoline ning mingisuguseid mittejagunevaid 

alamhulki populatsioonis ei esine (joonis 5). Kirjanduses on hinnatud, et neil 

ajahetkedel on mittejagunevate või väga aeglaselt jagunevate rakkude sagedus 

populatsioonis vaid üks miljonist kuni üks tuhandest bakterirakust (Moyed & Bertrand, 

1983; Keren jt, 2004b). Tegemist on persistoritega. Persistorite hulk populatsioonis on 

võrdne nende rakkude arvuga, mis on suutnud pärast antibiootikumitöötlust ellu jääda ja 

kolooniaid moodustada. Käesolevas töös kasutatud meetodi tundlikkus võimaldab 

eristada rakke, mille esinemissagedus populatsioonis on minimaalselt üks rakk sajast. 

Seega toetavad saadud tulemused kirjanduses esitatud väiteid, et mittejagunevate 

rakkude osakaal on kasvavas kultuuris üldiselt väga väike. 

Mõnes mõttes on tõik, et statsionaarsesse faasi sisenedes mingisugust eristumist 

rakkude jagunemisvõimes ei tuvastatud, siiski ka üllatav. Nimelt on Makinoshima jt 

(Makinoshima jt, 2002) näidanud, et kui E. coli kasv aeglustub, siis hakkab rakkude 

liikuvus Percoll-i gradiendis vähehaaval suurenema ning seda mitte pidevalt, vaid 

astmeliselt, jaotades rakupopulatsiooni tõenäoliselt tiheduse alusel mitmeteks 

erinevateks alamhulkadeks. See viitab rakkude järk-järgulisele diferentseerumisele, mis 
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toimub diskreetsete etappide kaupa. Ka geeniekspressiooni analüüs toetab autorite 

väidet. Mida suurem on bakteri liikuvus Percoll-i gradiendis, seda tugevamalt on selles 

ekspresseeritud statsionaarses faasis olulised geenid ja seda nõrgemalt 

eksponentsiaalselt kasvavale bakterile iseloomulikud geenid. Kuigi autorid ei anna 

hinnangut, kui suures hulgas erinevad fraktsioonid rakke sisaldavad, on need 

fraktsioonid siiski selgesti eristatavad. Kindlasti on alamhulkades piisavalt baktereid, et 

läbivoolutsütomeetrilisel analüüsil oleks võimalik tuvastada erinevusi rakkude 

jagunemiskiirustes. Käesolevas magistritöös esitatud tulemuste põhjal võib väita, et 

diferentseerumine toimub statsionaarsesse faasis sisenevas kultuuris siiski ainult 

geeniekspressiooni tasemel ja rakkude jagunemisvõimet see ei mõjuta.  

On levinud arvamus, et statsionaarse faasi populatsioonides rakud ei jagune. Niisuguse 

seisukoha aluseks on andmed, et statsionaarses faasis püsib rakkude võime moodustada 

kolooniaid pikka aega konstantsena (Siegele jt, 1993). Ühelt poolt võib selle põhjuseks 

olla tõepoolest fakt, et rakud ei jagune. Teisalt võib statsionaarse faasi populatsioon olla 

ka pidevas muutumises: osa rakke sureb, teine osa aga jaguneb, toitudes samal ajal 

surevate rakkude jäänustest. Selline dünaamika tagab samuti kolooniate arvu püsimise 

muutumatuna. Käesolevas töös kasutatud GFP väljalahjenemise meetod võimaldab 

kahel ülalkirjeldatud võimalusel vahet teha. Üheski antud töö raames vaadeldud 

söötmetest ei toimunud rakkudes GFP signaali nõrgenemist isegi kuni nädalapikkusel 

viibimisel statsionaarses faasis (andmeid pole näidatud). Sellest võib järeldada, et 

vähemalt sel perioodil on statsionaarne faas tõepoolest staatiline ning pidevat rakkude 

jagunemist ning suremist populatsioonis ei toimu. 

Pikaajalisel statsionaarses faasis viibimisel hakkavad bakterirakkudes toimuma 

geneetilised ümberkorraldused (Bjedov jt, 2003). Nende protsesside üheks tulemuseks 

on statsionaarses faasis kasvueelist omava fenotüübiga rakkude teke (GASP – growth 

advantage in stationary phase) (Zambrano jt, 1993). GASP fenotüübiga rakud on 

mutandid, mis suudavad statsionaarses faasis teiste rakkude arvelt jagunema hakata ning 

muutuda kultuuris arvukamaks kui esialgsed metsiktüüpi rakud (Zambrano jt, 1993). 

GFP väljalahjenemise meetodit kasutades selgus, et nõrgenenud GFP signaaliga rakud 

ehk jagunevad rakud (ja seega arvatavasti GASP rakud) on üle seitsme päeva 

statsionaarses faasis viibinud kultuuris tõepoolest olemas. Aja jooksul suureneb 
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kultuuris nende rakkude arvukus (andmeid pole näidatud). Seega on käesolevas töös 

populatsiooni fenotüübilise varieeruvuse uurimiseks kasutatud meetod edukalt 

rakendatav ka genotüübilise varieerumise tuvastamiseks. Seda loomulikult juhul, kui 

geneetiliste muutustega kaasnevad muutused rakkude jagunemisvõimes.  

Nagu eelpool kirjeldatud, on kõik rakud nii eksponentsiaalses faasis kui ka 

statsionaarses faasis ühesuguse jagunemisvõimega. Kui eksponentsiaalses faasis 

jagunevad kõik rakud, siis statsionaarses faasis on olukord vastupidine ja mingit 

jagunemist ei toimu. See, et statsionaarse faasi populatsioon võib siiski sisaldada 

erinevate omadustega rakke, selgub statsionaarse faasi kultuuri lahjendamisel värskesse 

söötmesse. Ilmneb, et kui toitained muutuvad kättesaadavaks, suudab ebasoodsatest 

tingimustest toibuda ainult osa rakke (joonis 6). Pärast 24 h LB söötmes statsionaarses 

faasis viibimist on bakterikultuuris jagunemisvõime alusel selgelt eristunud kaks 

alamhulka – jagunev ja mittejagunev. Sealjuures on jagunevate rakkude osakaal 

üllatavalt väike (joonis 6).  

Tõenäoliselt sõltub statsionaarsest faasist toibumise edukus sellest, kui kiiresti hakkab 

rakk värskesse söötmesse sattudes sünteesima kasvuks ja jagunemiseks vajalikke valke. 

Arvatavasti on need rakud esialgu veel statsionaarses ja mittekasvavas seisundis. Ometi 

peavad nad kiiresti indutseerima uute geenide ekspressiooni. Antud töö tulemused 

näitavad, et rakud on indutseeritava geeniekspressioonvõime alusel eristunud juba 

statsionaarse faasi populatsioonis (joonis 10, paneel A). Huvitav on see, et kui 

eksponentsiaalses faasis suudavad geeniekspressiooni käivitada kõik rakud (joonis 10, 

paneel A), siis statsionaarses faasis ekspresseeritakse reportergeeni vaid üksikutes 

rakkudes. Statsionaarses faasis reportergeeni ekspresseerivad bakterirakud on 

needsamad rakud, mis on võimelised statsionaarsest faasist toibuma (joonis 10, paneel 

B). Sellest järelduvalt võib öelda, et rakkude võime indutseerida kunstliku reportergeeni 

ekspressiooni statsionaarses faasis peegeldab kõige tõenäolisemalt rakkude üldist 

metaboolset aktiivsust.  

Märkimisväärne on veel asjaolu, et statsionaarses faasis ekspresseeritakse reportergeeni 

vaid väga hea translatsiooniinitsiatsiooniregiooniga regulaatoraladest lähtuvalt (lisa 2). 

Ekspressiooni toimumine sõltub eelkõige AU-rikka enhanseri olemasolust reportergeeni 

regulaatoralas (lisa 2). On teada, et AU-rikas enhanser seostub translatsiooni 
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initsiatsioonil ribosoomi S1 valguga ning see seostumine tagabki valgusünteesi 

käivitamise kõrge efektiivsuse (Komarova jt, 2002). Nende teadmiste põhjal tekib 

küsimus, kas näiteks statsionaarsele faasile spetsiifiliste geenide ekspressioon võiks 

samuti sõltuda AU-rikka enhanseri olemasolust geeni regulaatoralas. Enhanserite 

järjestus on bakterites väga varieeruv ning ühtset konsensusjärjestust on olnud raske 

defineerida. Seetõttu pole suuremahulisi andmebaaside analüüsil põhinevaid uuringuid 

enhanserjärjestuste otsimiseks geenide regulaatoraladest veel tehtud. Sellele, et 

enhanserjärjestuste olemasolu võib statsionaarsele faasile iseloomulike geenide 

ekspressioonil olla vajalik, viitab hiljutine Hirsch-i ja Ellioti poolt tehtud uurimus 

(Hirsch & Elliott, 2005). Autorid analüüsisid, kuidas on reguleeritud statsionaarse faasi 

spetsiifilist δS faktorit kodeeriva rpoS geeni ekspressioon. Ilmnes, et selle geeni 

statsionaarse faasi spetsiifiline ekspressioon tagatakse just translatsiooni tasemel ning 

see sõltub eelkõige rpoS geeni regulaatorpiirkonnas paiknevast enhanserist (Hirsch & 

Elliott, 2005). 

Statsionaarsest faasist toibuda suutvate rakkude arv sõltub kasvukeskkonnast (joonis 7). 

Toibuma hakkava alamhulga suurus ei korreleeru rakkude kasvukiirusega 

eksponentsiaalses faasis. Küll aga näib see sõltuvat lämmastikuallika või aminohapete 

olemasolust keskkonnas (joonis 7). Nendes söötmetes, mis sisaldavad aminohappeid või 

peptiide (2YT, LB, MOPS Glu +AA), toimub kultuuri eristumine kaheks alamhulgaks 

statsionaarsest faasist toibumisel juba esimesel päeval. Juhul kui lämmastikuallikat on 

söötmes vähe, suudavad kõik rakud pärast statsionaarset faasi kasvama hakata. Ja seda 

isegi kolme päeva möödudes. Samasugune korrelatsioon on ka lämmastikallika 

olemasolu ja rakkude üldise metaboolse aktiivsuse vahel (lähtuvalt võimest indutseerida 

statsionaarses faasis reportergeeni ekspressiooni). Nendes söötmetes, milles toimub 

rakkude eristumine kasvama hakkamise alusel, on rakud eristunud ka metaboolselt 

aktiivsemaks ning inaktiivsemaks alamhulgaks (joonis 11, paneel A). Seevastu 

lämmastikuvaeses söötmes on ka pikemat aega statsionaarses faasis viibinud rakud kõik 

metaboolselt aktiivsed ning võimelised statsionaarses faasis geeniekspressiooni 

indutseerima (joonis 11, paneel C). Siit võib järeldada, et lämmastikuallika olemasolu 

kasvukeskkonnas on just see tegur, mis määrab, kui suur hulk rakke populatsioonis on 

statsionaarses faasis metaboolselt aktiivsed ja hakkavad pärast statsionaarset faasi 

kasvama. 
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Mitmed bakterid, sealhulgas ka E. coli, akumuleerivad lämmastikuvaeses keskkonnas 

kasvades rakku mitmeid erinevaid varuaineid nagu glükogeeni, lipiide ja polüfosfaate. 

Toitainerikkas keskkonnas kasvades bakterid neid polümeere ei talleta (Leckie jt, 1983; 

Mason & Egli, 1993). Võimalik, et lämmastikuvaeses söötmes kasvanud E. coli 

populatsiooni pikemat aega säiliv metaboolne aktiivsus ja võime statsionaarsest faasist 

toibuda tulenebki varuainete olemasolust rakkudes. Kuigi näiteks Klebsiella 

pneumoniae rakkudes talletatakse varupolüsahhariide ka fosfaadivaeses keskkonnas, on 

selge, et polüfosfaati sellistes rakkudes ei ole (Mason & Egli, 1993). Fosforiallikaks 

neis tingimustes on tõenäoliselt ribosomaalne RNA. Ribosomaalse RNA lagundamine 

võiks seletada ka tõika, miks vaatamata varuainete olemasolule ei suuda fosfaadivaestes 

tingimustes kasvanud E. coli rakud statsionaarses faasis valgusünteesi indutseerida ning 

toibuvad statsionaarsest faasist halvemini kui lämmastikuvaeses keskkonnas kasvanud 

rakud (joonis 7; joonis 11, paneel B). Olukorras, kus eksponentsiaalses faasis on 

toitaineid piisavalt, bakterid reeglina varuaineid ei sünteesi (Mason & Egli, 1993). 

Kõikides teistes käesoleva töö käigus kasutatud söötmetes on bakteritel 

eksponentsiaalses faasis toitaineid küllaldaselt. Varuaineid seega ei sünteesita. 

Varuainete puudumise tõttu võivadki neis söötmetes kasvanud rakud olla 

statsionaarsesse faasi jõudes metaboolselt inaktiivsemad ning seepärast ei suuda 

statsionaarsest faasist hästi toibuda.  

Selget fenotüübilist eristumist statsionaarse faasi populatsiooni rakkude vahel on 

võimalik seletada lähtudes kahest põhimõtteliselt väga erinevast vaatenurgast. Esiteks 

võib eristumise põhjuseks olla rakuline spetsialiseerumine. See võib olla 

diferentseerumine kui protsess, mis molekulaarsel tasemel seisneb kindlate geenide 

järjestikulises ekspressioonis ja mis põhjustab kindla fenotüübiga rakkude teket 

populatsioonis. Antud juhul diferentseeruks E. coli kultuur statsionaarses faasis 

metaboolselt aktiivsemaks (statsionaarsest faasist toibuvaks) ja inaktiivsemaks 

(statsionaarsest faasist mittetoibuvaks) alampopulatsiooniks. Oluline on siin rõhutada, et 

isegi kui diferentseerumine eeldab mingite kindlate geenide kindla järjekorraga 

ekspressiooni, siis võidakse see protsess rakkudes käivitada ka täiesti stohhastiliselt. 

Seda eelkõige põhjusel, et geeniekspressioon kui biokeemiline protsess on seesmiselt 

mürarikas ning ühe geeni juhuslik ekspressioon võib aktiveerida terve kaskaadi teisi. 

Teine vaatenurk on see, et statsionaarse faasi bakterid on kahjustunud, ühed juhuslikult 
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rohkem, teised juhuslikult vähem. Ka selle käsitluse järgi võivad rakud populatsioonis 

geeniekspressiooni alusel üksteisest erineda. Sel juhul on see pigem tagajärg kui põhjus.  

Kahjustatuse hüpoteesi toetavad ka mõned käesolevas töös saadud tulemused. Rakud, 

mis ei suuda pärast statsionaarset faasi jagunema hakata, on metaboolselt inaktiivsed. 

Metaboolset inaktiivsust ja mittekultiveeritavust tõlgendatakse kirjanduses reeglina 

kahjustatuse sünonüümina. Paljude muude mõjurite kõrval on E. coli rakud 

statsionaarses faasis tundlikud oksüdatiivse kahjustuse suhtes. Oksüdatiivse kahjustuse 

indikaatorina kasutatakse tavaliselt valkude karbonüleeritust, kuna see on pöördumatu 

modifikatsioon (Dukan & Nystrom, 1998, , 1999). Desnues’ jt esitatud andmed 

näitavad, et 48 h vanuses E. coli kultuuris on ligi 60% rakkudes valgud karbonüleeritud 

(Desnues jt, 2003). Karbonüleeritud valke sisaldavates rakkudes on tugevamalt 

ekspresseeritud ka mitmed oksüdatiivse kahjustuse vastu võitlevad stressivastuse rajad. 

Kasvama suudab sellistest rakkudest minna vaid iga kahekümnes (Desnues jt, 2003).  

Stewart jt (Stewart jt, 2005) näitasid, et bakteri pooldumisel mitme põlvkonna vältel 

vana pooluse pärinud tütarrakud on kehvema jagunemisvõimega kui uute poolustega 

rakud. Stewart jt väitel on eksponentsiaalselt kasvavas bakterikultuuris vanadel 

poolustel rakkude kasvu pidurdav efekt. Käesolevas töös ilmneb, et vana poolusega 

rakud on võrreldes oma uute poolustega kaaslastega ka kehvemad statsionaarsest faasist 

toibujad (joonis 12, paneel D). Kuna pooluse komponendid uuenevad võrreldes teiste 

raku komponentidega suhteliselt aeglaselt (de Pedro jt, 1997; de Pedro jt, 2004), siis on 

võimalik, et vana poolusega rakud rohkem vananenud ja potentsiaalselt kahjustunud 

komponente, mis võivad raku elutegevust pärssida.  

Kahjustatuse hüpoteesi vastu räägib aga tõsiasi, et statsionaarses faasis kõige kauem 

täies koosseisus metaboolselt aktiivsena püsiv ning ühtlasi ka statsionaarsest faasist 

kõige paremini toibuv bakterikultuur on kasvanud lämmastikuvaeses söötmes (joonised 

7, kollased tulbad; joonis 11, paneel C). Ometi on aga just lämmastikuvaeses söötmes 

valkude karbonüleerituse tase kõige kõrgem (Ballesteros jt, 2001). Eeldades, et valkude 

karbonüleeritus peegeldab tõepoolest oksüdatiivse kahjustuse määra, on üllatav, et 

kõige paremini toibuvad statsionaarsest faasist ilmselt kõige rohkem kahjustunud rakud. 

Seda võib käsitleda tõsise argumendina oksüdatiivse kahjustuse kui peamise bakterite 

mittekultiveeritavust põhjustava teguri vastu. Sellele, et valkude karbonüleerimine (ja 
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sellest tulenevalt ka oksüdatiivne kahjustus) ei pruugi üleüldse olla rakkude 

jagunemispeetuse põhjuseks, viitavad ka Fredrikssoni jt andmed (Fredriksson jt, 2005). 

Selle järgi alandab molekulaarsete tšaperonide DnaK / DnaJ üleekspressioon küll 

tunduvalt valkude karbonüleeritust, kuid ei päästa statsionaarse faasi rakke muutumast 

jagunemisvõimetuks. Vastuargumendina kahjustatuse hüpoteesile võib käsitleda veel 

tulemust, et mitmed olulised bakterite stressivastuses osalevad geenid (rpoS, dps, gadA, 

katE, osmE) on ekspresseeritud kõikides statsionaarse faasi rakkudes (joonis 9). 

Vaatamata sellele, et üldise metaboolse aktiivsuse alusel on rakupopulatsioon jaotunud 

selgelt kaheks erinevaks alamhulgaks, suudavad ka metaboolselt inaktiivsemad rakud 

stressivastuses osalevaid geene ekspresseerida.  

Nagu eelpool mainitud, võib alternatiivina kahjustatuse hüpoteesile kahe alamhulga 

eristumist E. coli rakupopulatsioonis vaadelda ka diferentseerumisena. Tegemist oleks 

samasuguse kontrollitud ja kohastumusliku protsessiga nagu näiteks Bacillus-te 

sporulatsioon ja müksobakterite viljakeha moodustumine ebasoodsate tingimuste 

üleelamiseks (O'Connor & Zusman, 1991; Piggot & Hilbert, 2004). Looduslikes oludes 

tagaksid statsionaarses faasis metaboolselt aktiivsemad ja mittejagunevast olekust 

kiiremini toibuvad rakud isogeense bakteripopulatsiooni konkurentsivõimelisuse 

toitainete kättesaadavaks muutudes. Metaboolselt inaktiivsem alamhulk võiks aga 

sisaldada rakke, mis võimaldaksid populatsioonil kannatada pikemaajalist näljaperioodi. 

Kirjanduses esitatud andmete põhjal sisaldab E. coli kultuur selliseid madala 

metaboolse aktiivsusega alamhulki, mis taluvad ebasoodsaid tingimusi nagu 

antibiootikumitöötlust või temperatuuristressi paremini kui ülejäänud 

bakteripopulatsioon keskmiselt. Nendeks on vastavalt persistorid ja VBNC fenotüübiga 

rakud (Johnston & Brown, 2002; Balaban jt, 2004; Keren jt, 2004b; Wong & Wang, 

2004). Antibiootikumide suhtes tolerantsete persistorite puhul on teada, et nad 

ekspresseerivad spetsiifiliselt selliseid geene, mille produktid suruvad maha 

makromolekulide sünteesi (Keren jt, 2004b). Võimalik, et käesolevas töös leitud 

alamhulgad ekspresseerivad erineval määral statsionaarses faasis translatsiooni 

inhibeerivate geenide produkte. See võiks olla üheks võimalikest seletustest, miks üks 

alamhulk suudab statsionaarses faasis geeniekspressiooni indutseerida ning teine mitte 

(joonis 10, paneel A).  
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Eelnevalt kirjeldati asjaolu, et rakud võivad eksponentsiaalse faasi lõpus akumuleerida 

endasse varuaineid. Teoreetiliselt võib statsionaarse faasi rakkude erinev metaboolne 

aktiivsus tuleneda bakterirakkude erinevast varuainete sisaldusest ühe populatsiooni 

piires. Enamik andmeid viitab sellele, et varuainete süntees toimub lämmastiku- või 

fosfaadinäljas kasvanud kultuurides (Mason & Egli, 1993). Tuleb aga arvestada, et need 

andmed pärinevad töödest, mis on tehtud rakupopulatsioonide tasemel tervikuna. Hiljuti 

näidati, et rikkas söötmes (LB) statsionaarsesse faasi sisenevate E. coli rakkude järjest 

suurenev liikuvus Percoll-i gradiendis korreleerub järjest suureneva glükogeeni 

graanulite arvuga neis rakkudes (Makinoshima jt, 2003). Kuna ka sügavas 

statsionaarses faasis leidub populatsioonis väga erineva tihedusega baktereid 

(Makinoshima jt, 2002), siis on tõenäoline, et vähemalt LB söötmes kasvades kõik 

rakud glükogeeni ei talleta. Glükogeeni graanulite arv rakus saavutab Makinoshima jt 

andmetel maksimumi juba 12 h vanuses kultuuris (Makinoshima jt, 2003). Sel ajahetkel 

pole bakteripopulatsioonis rakkude jagunemisvõime alusel eristumist veel kindlasti 

toimunud (autor, avaldamata andmed). Samuti pole nii lühikest aega statsionaarses 

faasis viibinud rakud veel mingilgi moel oksüdatiivselt kahjustunud (Cuny jt, 2005). 

Seetõttu on tõenäoline, et glükogeeni sünteesimata jätmine osades rakkudes viitab 

populatsiooni diferentseerumisele. Eriti kui arvestada tõsiasja, et varuainete talletamine 

on raku jaoks tõenäoliselt üsna kulukas protsess. Glükogeeni mittesünteesivad rakud 

võivad kulutamata jäetud energiat kasutada näiteks mõnede muude protsesside töös 

hoidmiseks või geenide ekspresseerimiseks. 

E. coli looduslikuks elukeskkonnaks on tõenäoliselt vaheldumisi nii imetajate soolestik 

ning väliskeskkond. Esimeses neist on toitaineid ohtralt ning teises väga napilt. 

Seedeensüümide aktiivsuse tulemusena on inimese peensooles väga kõrges 

kontsentratsioonis 3 – 6 aminohappe pikkusi peptiide (hinnanguliselt 120 – 145 mM) ja 

vabasid aminohappeid (30 – 60 mM) (Adibi & Mercer, 1973). Seega võiks 2YT, LB ja 

MOPS Glu +AA söötmetes kasvamine lämmastiku kättesaadavuse seisukohalt 

peegeldada olukorda inimese soolestikus. Neis söötmetes muutub suur osa bakteritest 

kiiresti metaboolselt inaktiivseks ja mittejagunevaks (joonis 7). Eeltoodud 

diferentseerumise hüpoteesi järgi võiksid mittejagunevad rakud oma madala metaboolse 

aktiivsuse tõttu olla vastupidavamad mitmesugustele stressitingimustele ning pikemas 

perspektiivis populatsiooni jaoks seega kasulikud. Niisuguste rakkude olemasolu tagaks 
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populatsiooni ellujäämise toitainetevaesemates ja märksa muutlikemas oludes, mis 

baktereid pärast seedetraktist väljumist ees ootavad. Samas on selge, et katseklaasis 

tehtav eksperiment pole sobiv mudel soolestikus toimuva kirjeldamiseks. Lisaks 

erinevustele kõikvõimalike metaboliitide hulgas ning pH-s on soolestik anaeroobne 

keskkond ning bakterite metabolism suures osas fermentatiivne. Samal ajal on 

katseklaasis kasvavad bakterid hästi aereeritud ning rakkude metabolism on seega 

oksüdatiivne. Sellest tulenevalt on selge, et sooles kasvavate bakterite füsioloogiline 

seisund võib olla hoopis teistsugune.  

Spetsialiseerumise või diferentseerumise hüpoteesi toetavad veel käesoleva töö autori 

esialgsed andmed, mis viitavad sellele, et erinevad alamhulgad E. coli statsionaarse 

faasi kultuuris võivad tagada populatsiooni tolerantsuse erinevate antibiootikumide 

suhtes. Statsionaarses faasis metaboolselt aktiivsem osa rakupopulatsioonist suudab 

paremini taluda töötlemist mitomütsiiniga C-ga. Metaboolselt inaktiivsem alamhulk on 

aga tundetum ofloksatsiini suhtes (andmeid pole näidatud).  

Üldiselt tuleb tõdeda, et konkreetseid eksperimentaalseid tõendeid on nii kahjustatuse 

kui ka diferentseerumise hüpoteesidele raske leida. Seda juba korduvalt mainitud 

põhjusel, et ühe raku tasemel on bakteripopulatsioone veel suhteliselt vähe uuritud. Ka 

on kirjanduses esitatud tulemuste interpreteerimine keeruline, kuna nii kahjustatuse kui 

ka spetsialiseerumise teooria pooldajad eitavad või eiravad kangekaelselt vastaspoole 

argumente, kuid eksperimentaalselt neid ümber lükata ei ürita või ei suuda (või ei 

taha?). Pole avaldatud ühtegi tööd, kus oleks vaadeldud valkude karbonüleeritust 

persistorites. Samuti pole oksüdatiivse stressi uurijad teinud katseid, et teha kindlaks, 

kui hästi või halvasti suudavad erineva karbonüleerituseastmega rakud taluda 

antibiootikumidega töötlemist. Mõlemad lihtsad eksperimendid tooksid palju selgust 

kummagi teooria paikapidavuse või ekslikkuse kohta. 

Intuitiivselt on selge, et kui fenotüübiline varieeruvus oleks tõepoolest üheks 

bakteripopulatsioonide poolt kasutatavaks kohastumuslikuks mehhanismiks, ei saaks 

varieeruvus piirduda ainult 2-3 füsioloogiliselt erineva rakutüübi olemasoluga 

populatsioonis. Käesoleva töö ning kirjanduses esitatud andmete põhjal on selge, et 

statsionaarse faasi kultuur sisaldab suhteliselt palju metaboolselt inaktiivseid rakke: 

peristoreid, VBNC fenotüübiga rakke, kahjustatud rakke ja neid rakke, mis ei suuda 
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statsionaares faasis indutseerida reportergeeni ekspressiooni. Vähesel määral leidub 

statsionaarses faasis metaboolselt aktiivsemaid rakke. On aga selge, et tegelikult on 

bakteripopulatsioon veel märksa heterogeensem. E. coli statsionaarse faasi rakud 

erinevad üksteisest ka kromosoomide koopiaarvu ning pooluste vanuste poolest. 

Statsionaarse faasi kultuuri fraktsioneerimine urografiinis võimaldas kahte peamist 

käesolevas töös käsitletud alamhulka – metaboolselt aktiivsemat ja inaktiivsemat – 

lähemalt analüüsida. Selgub, et üldiselt puudub igasugune korrelatsioon kõikide 

vaadeldud füsioloogiliste näitajate vahel (joonis 13). Ainuke üksühene kokkulangevus 

on statsionaarse faasi suhtelise metaboolse aktiivsuse ja statsionaarsest faasist toibumise 

vahel. Ülejäänud parameetrid võivad üksikus rakus esineda kõikvõimalike erinevate 

kombinatsioonidena (joonis 13). Sestap on selge, et rakkude lahterdamine persistoriteks, 

VBNC fenotüübiga või kahjustatud rakkudeks on liigne lihtsustus. Kui arvestada veel 

seda, et Makinoshima jt (Makinoshima jt, 2002) lahutasid E. coli statsionaarse faasi 

kultuuri vähemalt kümneks erinevaks alamhulgaks ainuüksi rakkude liikuvuse põhjal 

Percoll-i gradiendis, on selge, et populatsioonisisene heterogeensus on väga suur. 

Missugune võiks olla kõikide nende erinevate alamhulkade – uute ja vanade poolustega 

rakkude, ühte ja kahte kromosoomi sisaldavate rakkude, metaboolselt aktiivsemate ja 

inaktiivsemate rakkude, jne – funktsioon bakteripopulatsioonis ja kas neil üldse on 

mingi funktsioon, vajab veel põhjalikku uurimist. 
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KOKKUVÕTE 

Käesolevas töös uuriti E. coli rakkude jagunemissuutlikkuse põhjal populatsiooni 

fenotüübilist varieeruvust bakteri erinevates eluetappides. Seejuures analüüsiti 

teadaolevalt esmakordselt üksikute rakkude jagunemisvõimet vedelsöötmes kasvavas 

bakteripopulatsioonis. Töö tulemustest selgub, et E. coli populatsioon sisaldab 

suhteliselt ühesuguse jagunemisvõimega rakke nii eksponentsiaalses faasis kasvades kui 

ka statsionaarses faasis. Statsionaarsest faasist toibumisel leiab aset rakkude 

jagunemisvõime alusel bakterikultuuri eristumine kaheks alamhulgaks. Selgub, et pärast 

statsionaarset faasi kasvama hakkavate rakkude osakaal populatsioonis sõltub 

kasvukeskkonnast, täpsemalt selle lämmastikusisaldusest. Juhul kui kasvukeskkonnas 

on aminohappeid või peptiide, toibuvad statsionaarsest faasist vaid vähesed rakud. 

Lämmastikunäljas kasvanud bakterid hakkavad seevastu kõik pärast statsionaarset faasi 

kasvama. Lähtuvalt bakterirakkude erinevast võimest indutseerida statsionaarses faasis 

reportergeeni ekspressiooni, võib öelda, et rakkude võime statsionaarsest faasist toibuda 

on positiivses korrelatsioonis rakkude üldise metaboolse aktiivsusega. Kasutades bakteri 

pooluste märgistamist fluorestseeruva pulssmärgisega selgub, et vana poolusega rakud 

hakkavad pärast statsionaarset faasi halvasti kasvama. Seega on statsionaarsest faasist 

toibumine negatiivses korrelatsioonis rakkude vanusega. Samas pole väga selget seost 

rakkude kromosoomi koopiaarvu ning statsionaarsest faasist toibumise vahel. Ka ei 

korreleeru omavahel otseselt sellised olulised füsioloogilised näitajad nagu raku vanus, 

kromosoomi koopiaarv ning metaboolne aktiivsus.  

Eeltoodut arvestades võib töö tulemusi kokku võttes kõige olulisema järeldusena 

tõdeda, et E. coli statsionaarse faasi populatsioon sisaldab väga mitmeid erinevate 

omadustega rakke ning on füsioloogilistelt märksa heterogeensem kui senised 

kirjanduses esitatud andmed arvata lubasid. Vaatamata sellele, et rakkude erineva 

jagunemisvõime konkreetseid tekkepõhjusi ei leitud, sai kinnituse oletus fenotüübilise 
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varieeruvuse suure ulatuse ja mitmetasandilisuse kohta E. coli statsionaarse faasi 

kultuuris. Fenotüübiline varieeruvus bakteripopulatsioonis on seega tõsiasi, millega 

edaspidi tuleks bakterifüsioloogia uurimisel alati arvestada. 
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SUMMARY 
 

PHENOTYPIC VARIATION IN ESCHERICHIA COLI STATIONARY PHASE 

POPULATIONS 

 

Johanna Roostalu 

Phenotypic variation has been hypothesized to be an important mechanism for adapting 

with changing environments. At least theoretically, this phenomenon has been shown to 

increase the fitness of bacterial populations, especially under fluctuating environmental 

conditions. Since the occurence of antiobiotics tolerance and heat resistance in 

pathogenic bacteria has also been linked with the phenomenon of phenotypic variance, 

the issue is also of great medical importance. Experimental evidence describing the 

occurence, the causes and the significance of phenotypic variation in non-differentiating 

bacteria however, has remained scarce. 

The current thesis investigates phenotypic variance related to the capacity of individual 

bacteria to propagate. For the first time, single cell measurements are used to analyze 

the growing bacterial population in liquid culture with respect to bacterial cells ability to 

divide. The results of this study show that E. coli population remains homogenous 

during both, exponential and stationary phases of its life cycle. However, right after 

nutritional upshift following a prolonged period of starvation, bacterial population 

shows heterogeneity in its ability to start reproduction. The population splits into two 

subsets, one of which is able to recover from stationary phase, whereas the other is not. 

The proportion of either subset in the population is determined by the growth conditions 

and is largely dependent on the nitrogen availability in the growth media. Amino acids 

and peptides in the growth media have a negative effect on stationary phase recovery. 

Nitrogen deprivation however, enhances the capacity to recover. Judged by the positive 

correlation between cells ability to induce gene expression in stationary phase and the 
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ability to start reproduction after stationary phase, it can be said that the recovery from 

stationary phase strongly depends on the overall metabolic activity of bacteria. The 

pulse-labeling of bacterial poles shows that the possession of an old pole significantly 

corrupts cells ability to recover from stationary phase. Therefore, the cells age is 

negatively correlated with its ability to start dividing. However, there is no direct 

connection between the chromosome copy number and the ability to start reproduction 

after stationary phase. Also, there seems to be no correlation between various important 

physiological parameters: cells age, chromosome copy number and metabolic ability.  

In sum, the most important conclusion that can be drawn from this study is that E. coli 

stationary phase population contains very many subpopulations with different 

physiological properties. The heterogeneity is far more pronounced then has been 

proposed in the literature so far. Although the causes of phenoypic variation at the level 

of cells divisional ability were not found, the hypothesis about extensive heterogeneity 

at different levels in E. coli stationary phase population was confirmed. Thus, the 

existance of phenotypic variability is a fact that should always be considered while 

investigating the physiology of bacteria. 
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LISA 1 
 

1. * * AGGAGG 
2. * * * GGAGG 
3. * AAGGAGG 
4. UAAGGAGG 
5. * * * GGAG * 
6. * * * * GAGG 
7. * * * * GAG * 
8. * * * * * AGG  
9. * * * * * * GG 
10. * * * * * * * G 

 
Lisa 1. Alustades kõige tugevamast on ülevalt alla loetletud SD järjestused vastavalt nende 
efektiivsusele initsieerida E. coli rakkudes translatsiooni (Vladimir Vimberg, avaldamata 
andmed). Järjestused on konstrueeritud Komarova jt (2002) eeskujul lähtudes järjestusest nr 4. 
Tärniga on tähistatud nukleotiidid, mis on võrreldes järjestuses nr 4 toodule asendatud vastavale 
positsioonile komplementaarse nukleotiidiga.  
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LISA 2 
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LISA 2 järg 
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LISA 2 järg 
 
 
 

Lisa 2. E. coli rakkude võime indutseerida statsionaarses faasis reportergeeni ekspressiooni. 
Translatsiooniinitsiatsiooniregioonide efektiivsuse võrdlus statsionaarses faasis. E. coli 
MG1655 bakterid sisaldasid erinevaid pETgfpmut2 plasmiidi variante (tabel 2), milles 
reportergeeni ekspressiooni kontrollib erinev translatsiooniinitsiatsiooniregioon 
(kombinatsioonid erinevates SD järjestusest ja GC- või AU-rikastest enhanserist). 24 h 
statsionaarses faasis viibinud kultuuris indutseeriti 1 mM IPTG-ga, kas 24 h jooksul 
reportergeeni ekspressioon. Proovid analüüsiti läbivoolutsütomeetril. X-telg tähistab SDGFP 
signaali intensiivsust, Y-telg rakkude arvu. 
 
 
 


