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INFOLEHT

Toksiin-antitoksiin siisteem relBE moju E. coli rakkudele aminohappe nilja tingimustes

Toksiin-antitoksiin (TA) siisteemid on geneetilised elemendid, mis koosnevad toksiinist ja
antitoksiinist. Toksiinid inhibeerivad neid tootva bakteri kasvu ja antitoksiinid
neutraliseerivad toksiine. Arvatakse, et TA siisteemid aktiveeruvad stressi korral ning aitavad
bakterite kasvu seisata. Antud t60 eesmérk oli uurida kas relBE, mazEF ja mgsRA toksiin-
antitoksiin siisteemid mojutavad Escherichia coli (E. coli) kasvu ja valguekspressiooni
aminohapete nilja korral. Nagime, et eemaldatud relBE-ga BW25113 tiivi kasvas aminohappe
néljas paremini kui metsiktiilipi tiivi. MG1655 ja Keio kollektsioonist parit BW25113 ARelE
tiives samas efekt puudus. MazF ja MqsR meie katse tingimustes aminohappe néljas kasvu ei
mdjutanud. Aminohapete nélja tingimustes relBE rolli mdistmiseks on vaja tdiendavaid
katseid.

Mairksonad: toksiin-antitoksiin siisteem, relBE, E. coli, aminohapete nélg

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

Effects of the relBE toxin-antitoxin system on E. coli cells during amino acid starvation
Toxin-antitoxin (TA) systems are genetic elements that are made up of a toxin and an
antitoxin. Toxins inhibit the growth of bacteria, whereas antitoxins neutralize the toxic effect
of toxins. It is thought that TA systems are activated by stress and help to stop the growth of
bacteria. The aim of this work was to analyze whether TA systems relBE, mazEF ja mgsRA
influence the growth and protein expression of Escherichia coli (E. coli) when there is not
enough amino acid. We observed that E. coli strain BW25113, where relBE was removed
(ArelBE), grew better in amino acid starvation than the wild type bacteria. In E. coli strains
MG1655 and BW25113 with deleted toxin RelE gene, we did not see a similar effect. The
removal of toxins MazF and MgsR did not alter bacterial growth in our experimental
conditions. Further experiments are needed in order to understand the role of TA system
relBE in amino acid starvation.
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KASUTATUD LUHENDID

AH - aminohapped

DMSO - dimetiiiilsulfoksiid

GFP - roheline fluorestseeruv valk (green fluorescent protein)
IPTG - isopropiiiil-B-tio-galaktopiiranosiid
LB - Lysogeny broth

MOPS - 3-N(morfoliino)propaansulfoonhape
MUP - mupirotsiin

OD - optiline tihedus (optical density)

RPM- pooret minutis (revolutions per minute)
SOB - super optimal broth

SXT - seriinhiidroksamaat

TA - toksiin-antitoksiin



SISSEJUHATUS

Viimastel aastakiimnetel on itha enam tdhelepanu pdoratud toksiin-antitoksiin (TA)
stisteemide uurimisele. Toksiin-antitoksiin siisteemiks nimetatakse toksilisest valgust ja seda
neutraliseerivast antitoksiinist (valk vdi mittekodeeriv. RNA) koosnevaid siisteeme.
Toksiinide aktiivsus on iildiselt antitoksiinide poolt inhibeeritud ja toksiinid riindavad neid
tootva raku kasvu. TA siisteemide toksiinid mojutavad bakteriraku fiisioloogiat riinnates
replikatsiooni, translatsiooni, rakukesta biosiinteesi vOi1 rakumembraani terviklikkust
(Unterholzner jt., 2013). Sage TA siisteemide mérklaud on mRNA. Algselt avastati TA
stisteemid plasmiididelt, aga tanaseks on neid hulgaliselt leitud ka kromosomaalsest DNAst.

TA siisteemide rollis bakterile ei olda kindlad. Plasmiidsetel TA siisteemidel arvatakse olevat
stabiliseeriv roll (Ogura ja Hiraga, 1983) ja need suurendavad plasmiidi sdilimise tdendosust
(Van Melderen ja Saavedra De Bast, 2009). Kromosomaalsed siisteemid vdivad olla rdmps-
DNA, isekad alleelid (Magnuson, 2007) vai plasmiidsete TA siisteemide sdltuvuse vastased
mehhanismid (Van Melderen ja Saavedra De Bast, 2009). Arvatakse, et toksiin-antitoksiin

slisteemid aktiveeruvad stressi korral ja pidurdavad bakterite kasvu (Christensen jt., 2001).

Antud t66 tldeesmérk oli uurida, kas toksiinid RelE (relBE siisteemi osa), MazF (mazEF
siisteemi osa) ja MgsR (mgsRA siisteemi osa) vdivad aktiveeruda aminohappe nélja korral.

Uurimiseks kasutasime optilise tiheduse ja GFP tootmise jilgimist.

T66 on libi viidud ja koostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogia Instituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Toksiin-antitoksiin siisteemid
1.1.1 Toksiini-antitoksiini siisteemide iilevaade

Toksiin-antitoksiin siisteemid koosnevad toksilisest valgust ja seda neutraliseerivast
antitoksiinist, mis voib olla kas valk voi mittekodeeriv RNA. Toksiin mojutab seda tootva
raku kasvu riinnates replikatsiooni, translatsiooni, rakukesta biosiinteesi vOi rakumembraani

terviklikkust. (Unterholzner jt., 2013)

TA stiisteemi aktiveerimiseks peab suurenema toksiini ekspressioon voi vihenema antitoksiini
voimekus toksiini inhibeerida. Toksiini toimimiseks on vaja antitoksiin lagundada. Selle
tulemusena vabastatakse stabiilne toksiin antitoksiini moju alt ja saab hakata rakus toimima.
TA siisteemid ei ole rakukasvuks vajalikud, kuid vaatamata sellele esineb neid bakteritel ja
arhedel laialdaselt (Yamaguchi jt., 2011). TA siisteemide geene leidub bakterites nii
plasmiidides kui ka kromosomaalses DNAs. Toksiin-antitoksiin siisteemid on jaotatud kuude

Klassi erinevate toksiini neutraliseerimise mehhanismide jérgi (Joonis 1) (Page ja Peti, 2016).
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Joonis 1: TA siisteemi tiiiibid I-VI. Toksiinid on ndidatud sinisega ja antitoksiinid kollasega.
SD=Shine-Dalgarno ribosoomi seondumise koht. (Kohandatud joonis Hall jt., 2017)



Tiitip I slisteemis on antitoksiiniks antisense RNA, mis paardub toksiini mRNA-ga ja takistab
translatsiooni ning tekkinud RNA dupleks lagundatakse ribonukleaaside abil. Tiiip II korral
on nii toksiin kui ka antitoksiin valgud ja antitoksiin takistab toksiini aktiivsust sellega
otseselt seondudes. TA kompleks surub allaka TA geenide transkriptsiooni. Tiitip III puhul on
antitoksiiniks mittekodeeriv. RNA, mis inhibeerib toksiini sellega seondudes. Tiitip IV
antitoksiin on valk, mis vdistleb toksiiniga seondumiskoha pérast. Antitoksiin kaitseb
sihtmérki seondudes sinna toksiini asemel. Tiilip V siisteemis on antitoksiiniks RNaas, mis
lagundab toksiini mRNA. Tiiiibi VI antitoksiini molekulid kiituvad kui proteaasid, mis
lagundavad toksiini. (Hall jt., 2017)

1.1.2 Tiiip II TA siisteemid

Bakterite hulgas on tiitip II TA siisteemid enim uuritud. Toksiin ja antitoksiin moodustavad
stabiilse valk-valk kompleksi, kus toksiin on inaktiivne. Antitoksiin on rakus ebastabiilsem
kui toksiin, seega peab seda tootma pidevalt, et ennetada toksiini tekitatavaid kahjustusi
(Unterholzner jt., 2013). Peaaegu koiki tiitip 11 siisteeme kodeerib kahest geenist koosnev
operon. Tavaliselt kattuvad need geenid mone aluspaari ulatuses voi on teineteisest vaid mone
aluspaari kaugusel (Yamaguchi ja Inouye, 2009). Antitoksiini geenid asuvad enamasti
tilesvoolu temale vastava toksiini geenidest, miS aitab ennetada toksiini tootmist ilma
antitoksiinita (Joonis 2). Kuigi on ka erandeid, nt. E. coli higBA TA siisteem, kus toksiinigeen

higB on iilesvoolu antitoksiinigeenist higA (Tian jt., 2001).

Tavaliselt on tiitip IT TA siisteemi operoni transkriptsioon autoreguleeritud antitoksiini ja TA
kompleksi seondumisega promootorile (Bukowski jt., 2011). TA kompleks toimib TA
operoni transkriptsioonile kui repressor, seondudes promootoralal palindroomsele jarjestusele.
Kui TA komplekside kontsentratsioon rakus on vdhenenud, aktiveerub uuesti TA operoni
ekspressioon, et toota rohkem toksiini ja antitoksiini (Kedzierska jt., 2007; Marianovsky jt.,
2001).
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Joonis 2: Antitoksiini ja toksiini paiknemine tiitip II TA siisteemis ja vaba toksiini teke. (Joonis
kohandatud Magnuson, 2007)

On nididatud, et Escherichia coli-s lagundavad tiiip II TA siisteemide vabu antitoksiine
proteaasid Clp ja Lon. Selle tagajérjel ei avane uutel rakus toodetavatel toksiinidel voimalust
moodustada kompleksi antitoksiiniga ja tulemuseks on rakukasvu pidurdumine voi rakusurm.
(Unterholzner jt., 2013)

1.1.3 Tiiiip II TA siisteemide toksiinide sihtmérgid

Enamasti on rakus tiitip II TA siisteemide sihtméarkideks konserveerunud protsessid nagu
DNA replikatsioon ja translatsioon. Replikatsiooni héiriva siisteemi nditeks on CCdAB.

Toksiin CcdB takistab DNA giiraasi t66d ja replikatsioon peatub (Bernard jt., 1993).

Translatsiooni inhibeerib niiteks hipBA TA siisteemi toksiin HipA, mis liilitab fosforiileerides
vélja glutamiiil-tRNA siintetaasi. Tulemuseks on aminohappe néilg ja poomisvastus. (Kaspy
jt., 2013). Sagedamini kasutavad translatsiooni takistavad TA siisteemi toksiinid méarklauana
MRNAd. mRNA 1dikamine viib translatsiooni inhibeerimiseni, sest mMRNA on katki ja
ribosoom ei saa edasi transleerida. MRNA 16ikamisel pohinevad siisteemid on jaotatud kaheks
selle pdhjal, kuidas need mRNAd Idikavad. On ribosoomsodltumatud (nt. MazF, MqgsR), mis
suudavad mMRNA-d Idigata vabalt ilma ribosoomi juuresolekuta ja ribosoomsdltuvad (nt.
RelE), mis tootavad ainult ribosoomiga seondunult ja 1dikavad parasjagu transleeritavat

mRNAd. (Yamaguchi ja Inouye, 2009; Yamaguchi jt., 2011).
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Ribosoomist sdltumatutest toksiinidest on enim uuritud E. coli MazF toksiin (osa mazeEF TA
slisteemist). See on jarjestusespetsiifiline endoribonukleaas, mis tunneb dra ACA jarjestuse ja
16ikab RNAd ACA jérjestuse eest lilesvoolu. MazF aktiivsuse tagajirjel valgusiintees peatub,
sest katkise mRNA pealt valku siinteesida ei saa. (Zhang jt., 2005)

Ribosoom sdltuvate toksiinide nditeks on eelpoolmainitud RelE. relBE siisteemis takistab
antitoksiin RelB toksiin RelE aktiivsust otsese valk-valk interaktsiooniga ja summutab relBE
transkriptsiooni. RelE on relBE korepressor. (Gotfredsen ja Gerdes, 1998) RelE takistab
translatsiooni 16igates ribosoomiga seondunud mRNA-d pidevalt umbes esimese 100 koodoni
jooksul lugemisraamist soltumata. Hurley riihm leidis, et harva 16igatakse peale 100 koodoni

taitumist ja veelgi harvem 3’ otsa ldhedal. (Hurley jt., 2011)

Ribosoomid jddvad 1digatud RNA peale seisma, sest sellel puudub stoppkoodon. 3’ otsas
kinnijadnud ribosoome aitab tmRNA, mis sisaldab tRNA sarnast- ja mRNA sarnast domeeni.
tmRNA seondub ribosoomidega nagu tRNA ja lisab alaniini valmis siinteesitud
poliipeptiidahelale. Seejérel siinteesib ribosoom tmRNA poolt kodeeritud peptiidi, jouab
stoppkoodonini ja kaasab vabastavad faktorid, mis lasevad ribosoomi taas ringlusesse viia.
(Hayes ja Sauer, 2003)

1.2 Toksiin-antitoksiin siisteemide funktsioonid
1.2.1 Plasmiidsed stisteemid

Esimest TA siisteemi ccdAB kirjeldati E. coli-1 iile 30 aasta tagasi kui moodulit, mis
stabiliseerib F-plasmiidi (Ogura ja Hiraga, 1983). Hiljem on kirjeldatud veel mitmeid TA
slisteeme, millel on sarnane plasmiide stabiliseeriv omadus (Unterholzner jt., 2013). TA
stisteemid suurendavad plasmiidi levimust kasvavates bakteri-populatsioonides, sest
takistavad elulemust tiitarrakkudes, mis ei péarinud raku jagunemisel plasmiidi koopiat. Kui
tiitarrakkudest on plasmiid kadunud, ei toodeta TA valke juurde. Antitoksiin on ebastabiilsem
kui toksiin ja selle hulk vdheneb kiiremini kui toksiini oma. Toksiinid vabanevad ja surmavad
plasmiidi mittesisaldavad rakud voi pidurdavad nende kasvu. (Gerdes jt., 1986; Jafté jt.,
1985). Joonis 3A nditab vertikaalset plasmiidi tlekannet. TA siisteemid suurendavad
plasmiidi olemasolemise tdendosust kasvavates bakteripopulatsioonides jagunemisjdrgse
tapmise (post-segregational killing) kaudu. Kui TA siisteem puudub, kasvavad nii plasmiidiga
kui ka plasmiidita rakud normaalselt. Joonisel 3B on kujutatud horisontaalne iilekanne-

plasmiid-plasmiid konkurents. Kuna plasmiidid on vodimelised konjugeeruma, saavad
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sobivatel tingimustel tekkida rakud, kus on nii TA-ga kui ka TA-ta plasmiid olemas. Kui
plasmiidid kuuluvad samasse mittesobivusgruppi voib tiks plasmiididest kaduda. TA
plasmiidiga rakud kasvavad normaalselt, aga ilma TA plasmiidita surevad. Kui
konjugatsiooni toimub mitmeid kordi, paraneb TA plasmiidi kohasus. (Van Melderen ja
Saavedra De Bast, 2009)
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Joonis 3: Plasmiid-kodeeritud TA siisteemid. (A) Vertikaalne iilekanne. (B) Horisontaalne iilekanne.
PSK=post-segregational killing e jagunemisjargne surm. Lillal plasmiidil on TA moodul sees, mustal
ei ole. (Joonis kohandatud Van Melderen ja Saavedra De Bast, 2009)

1.2.2 Kromosomaalsed TA siisteemid

Kromosomaalses DNAs paiknevate TA siisteemide rollis ei olda siiani tdiesti kindlad. On
vidlja kdidud mitmeid erinevaid ideid, mis nende {ilesandeks voiks olla. Nullhiipotees on, et
sellised TA siisteemid kuuluvad tdielikult ramps-DNA hulka. Aga mitmed autorid on vélja
pakkunud erinevaid funktsioone, mis neil tegelikult olla vdib. Uks vdimalik funktsioon on TA
stisteemid kui isekad alleelid. Need on genoomiosad, mis rakus olles ei anna bakterile otseselt
midagi ega tekita bakterile kahju, kuid neil on selektiivne véartus. Kui parasiitne geen kaob
osadest bakteritest populatsioonis, siis vOib nende bakterite kasv olla pérsitud ja bakterid
teises populatsiooni osas, kellele jadb geen alles, kasvavad ilma geenita bakteritest iile.
Parasiitsetest geenidest vabanemine on bakterile keerukas. Enamus testitud toksiine on olnud
kasvu parssivad. Kui mutatsioon leiab aset toksiinigeenis, siis voib siisteem muteeruda voi

kaduda ja ka toksiini aktiivsuse kadu on sage. (Magnuson, 2007)
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Samas ei ole kdik hiipoteesid nii tagasihoidlikud: iiks levinud teooria on, et TA siisteemid
osalevad kasvu kontrollimises stressi tingimustes. Eri TA siisteeme mojutavad erinevad
stressorid. Kui aminohapete vdi gliikkoosi ndlg aktiveerivad yafNO ja mgsRA siisteemid, Siis
MQsSRA siisteemi stimuleerivad oksiidatiivne stress ja ampitsilliini kasutamine (Wang jt.,
2013). mazEF siisteem aktiveerub liihiajalise stressi tagajdrjel nt. aminohapete nalg,
antibiootikumiga to6tlemine, DNA-d kahjustavad ained, okstidatiivne stress (Tsilibaris jt.,
2007). Toitainete puudusest pdhjustatud stressi korral nagu gliikoosi nilg ja aminohapete nélg

kutsutakse esile hicA ekspressioon (Jergensen jt., 2009).

On vilja pakutud, et TA siisteemid relBE, mazEF ja ilmselt ka teised kromosomaalsed TA
stisteemid on kasvuregulaatorid, sest Gerdes jt. nditasid, et relBE ja mazEF aktivatsioon
aminohapete niljas inhibeerib valgusiinteesi raku elujoulisust mojutamata. Ka Christensen jt.

néitasid, et RelE inhibeerib aminohappe nilja korral translatsiooni. (Christensen jt., 2001)

Soltuvuse vastane mudel (anti-addiction model) pakub vilja, et kromosomaalsete TA
stisteemide iilesandeks bakteris on toota antitoksiini, mis neutraliseerib plasmiidse toksiini.
Uldjuhul, kui plasmiid rakust kaob, siis antitoksiin laguneb esimesena, toksiin aktiveerub ning
rakk sureb. Antud soltuvuse vastases mudelis aga rakk ei sure, sest kromosomaalne TA
sisteem suudab ise toota sobivaid toksiini neutraliseerivaid antitoksiine. Plasmiidid on
bakteritele lisanduv metaboolne koormus, seega on kromosomaalset TA siisteemi omaval
peremehel eelis, sest on voimalus toksiiniga plasmiidist vabaneda. (Van Melderen ja Saavedra
De Bast, 2009)

Ka on hiipotees, et TA siisteemid aitavad stabiliseerida erinevaid mobiilseid geneetilisi
elemente (transposoom, profaag) bakteri genoomis, hoides neid sarnaselt jagunemisjirgse
tapmisega populatsioonis alles (Wozniak ja Waldor, 2009). Lisaks voib rakkudes ilmneda ka
TA siisteemide faagide vastane funktsioon. Bakteriofaagid saavad sekkuda peremeesraku
transkriptsiooni ja translatsiooni ning vdivad sellega TA siisteeme aktiveerida. Osa TA
siisteeme vOib faagitootmist takistama hakata, kui faag just peremeesraku antitoksiini
lagundavaid proteaase ei inhibeeri, toksiini ei neutraliseeri voi ei lahku rakust enne toksiini
aktiveerumist. (Magnuson, 2007). Oluliseks on peetud ka seost persistoritega, mis on uinunud
ainevahetusega antibiootikumitolerantsed bakterid. Katsetest Salmonellaga mérgati, et suurem
osa 14 testitud TA moodulist aitas kaasa persistorite tekkele, kui need iikshaaval deleteeriti.
(Helaine jt., 2014).
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1.3 relBE mojust E. coli kasvule ja valgu ekspressioonile

TA siisteem relBE moju E. coli kasvule ja valguekspressioonile on testitud ka enne kdesolevat
tood. Meie laboris tehti eelkatse, milles uuriti relBE toksiin-antitoksiin siisteemi moju E. coli
kasvule ja valgu ekspressioonile. Kasutati E. coli tive BW25113 ja relBE deletsiooni mutanti
BW25113 ArelBE. Valgusiinteesi vordlemiseks viidi bakteritesse rohelist fluorestseeruvat
valku (GFP) kodeeriv plasmiid pET-GFPmut2.

relBE mdju uuriti aminohappendlja tingimustes, mis tekitati seriinhiidroksamaadi (SXT)
lisamisega kultuurile. See inaktiveerib ensiiiimi, mis lisab tRNAle seriini. IIma seriinita
tRNAd jouavad ribosoomi ja tekitavad poomisvastuse (stringent responce). (Tosa ja Pizer,
1971). Baktereid kasvatati AB s66tmes (Clark ja Maalee, 1967).

Eelkatse ei ndidanud, et relBE mdjutaks bakterite kasvu. Molemad tiived kasvasid AB
sO0tmes sarnase kiirusega. Kui bakteritel tekitati aminohappenélg, siis mdlema tiive kasv

pidurdus (Joonis 4).
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Joonis 4: Bakterite kasv AB so6tmes moddetuna kultuuri optilise tiheduse jargi (A450) ilma
aminohappe nélga tekitamata (SXT-) ja aminohappenélja tingimustes (SXT+). Vdrreldud on tiivesid
BW25113 (WT) ja BW25113 ArelBE. Esitatud on kolme soltumatu katse keskmine, veajooned
nditavad standardhélvet.

Bakterite fluorestsentsi analiiiisiti voolutsiitomeetriga. Kasvavas bakterikultuuris, kus
aminohppenilga polnud, oli GFP ekspressioonitase ArelBE tiives ligi kaks korda kdrgem kui
metsiktiitipi tiives (Joonis 5A). Aminohappenilja tingimustes kasvas see erinevus ligi
sajakordseks (Joonis 5B).
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Uldiselt on teada, et bakterite kasvukiirus on vordeline valgusiinteesi kiirusega. Kui relBE
stisteem bakterite kasvukiirust ei mdjutanud, miks oli GFP valgu siintees tlivedes nii erinev?
Katse tulemust tdlgendades tuleb arvestada, et GFP ei raporteeri kogu valgusiinteesi
efektiivsust bakterirakus, vaid on kdigest iiks paljudest toodetavatest valkudest. Arvatavasti
on GFP mRNA RelE toksiini suhtes viga tundlik, seega ei iseloomusta GFP tootmine selles
katses niivord kogu valgusiinteesi produktiivsust bakteris, vaid seda valku kodeeriva mRNA

katkildikamist RelE poolt.
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4000 { |—O—relBE SXT-

3000 A
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1000 -

0 T T
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Joonis 5: GFP tootmine bakterites mdddetuna rohelise fluorestsentsi keskmise taseme jargi. Vorreldi
E. coli tiivesid BW25113 (wt) ja BW25113 ArelBE (relBE) ilma aminohapete niljata (A) ja
aminohappenélja tingimustes (B). Esitatud on kolme soltumatu katse keskmine, veajooned néitavad
standardhélvet.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To6 eesméargid

Antud t66 eesmark oli uurida kas relBE toksiin-antitoksiin siisteem mojutab E. coli kasvu ja
valguekspressiooni aminohapete nilja korral. Kasvu hinnati optilise tiheduse (OD) abil ja
valguekspressiooni  jilgimiseks kasutati rakku viidud GFP plasmiidi ning moddeti

fluorestsentsi intensiivsust.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Tiived

To66s kasutatud Esherichia coli tiived on esitatud Tabelis 1. Tiivedesse BW25113 AygiUT,
BW25113 AmazEF, viidi pETgfpmut2-AGGAGG plasmiid (pGFP) (Roostalu, 2006), mis
kodeerib GFPd. GFP geen on tac promootori kontrolli all ja selle induktor on IPTG.

Tabel 1: Kasutatud Escherichia coli tiived

Tivi Iseloomustus Péritolu
BW25113 laclq rrnB3 lacz4787 | (Haldimann ja Wanner, 2001)
hsdR514 A(araBAD)567
A(rhaBAD)568 rph-1
BW25113 AygiUT BW25113 AmgsR::kan (Baba jt., 2006)
BW25113 ArelE (Keio) BW25113 ArelE: :kan (Baba jt., 2006)
BW25113 AmazEF BW25113 AmazEF: :kan Villu Kasari (Kasari jt., 2010)
BW25113 ArelBE BW25113 ArelBE H. Luidalepp (Kasari jt.,
2010)
MG1655 F— 2—ilvG rfb-50 rph-1 (Blattner jt., 1997)
MG1655 ArelBE F— J— ilvG rfb-50 rph-1 | (Blattner jt., 1997)
ArelBE
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2.2.2 Kompetentsete rakkude valmistamine

Uleddkultuuri alustati kolooniast 3 ml LB sédtmega katseklaasi ja kasvatati 16-18 tundi ning
seejarel lahjendati 200x SOB so6tmesse, mida oli kolvis 20 ml. Kultuuri kasvatati 125 ml
kolvis, 37°C juures loksutil kuni OD600 oli vahemikus 0,4-0,6.

Kompetentide tegemiseks kasutati Douglas Hanahani kirjeldatud meetodit (Hanahan, 1983).
Voeti 20ml rakukultuuri ning hoiti seda 15 min jaél. Seejdrel tsentrifuugiti 15 min 3000rpm
4°C (Sigma 4K15C rootor 11150/13350), vdeti sade iiles 6,6 ml RF1s, hoiti 15 min j&il ja
tsentrifuugiti 15 min 4°C juures ning uus sade suspendeeriti 0,8 ml jadkiilmas RF2 lahuses,
jaotati 0,1 ml kaupa tuubidesse ja kiilmutati vedelas lammastikus. RF1 koostises on 100mM
KCI, 50 mM MnClz, 30 Mm kaaliumatsetaati, 10 mM CaCl,, 15 % gliitserooli. RF2 koostis
on 10 mM MOPS, 10 mM KCI, 75 mM CacCla, 15% gliitserooli. (Hanahan, 1983)

2.2.3 Tranformatsioon

Transformatsiooniks sulatati 100 ul kompetentseid rakke jdil ning lisati 1,5 pl pGFP DNAd
(80 ng/ul). Segati tasakesi ja hoiti 30 minutit jail. 42°C juures anti kultuurile minut ja 30
sekundit kestev kuumasokk ning rakud jahutati jdél. Lisati 1 ml LB s6ddet ja rakke hoiti 45
minutit 37°C juures. Rakud plaaditi plasmiidi selektsiooniks kanamiitsiini (25pug/ml)

sisaldavale tardso6tmele ja inkubeeriti ile66 37°C juures.

2.2.4 DMSO sailituskultuuri valmistamine

Kolooniast alustati iiledokultuuri 3ml LB sootmesse katseklaasis ja kasvatati iile6d 37°C
loksutil (Sanyo Orbital Incubator), kiirusel 220 rpm. Uleddkultuuri lahjendati 100x ja
kasvatati samadel tingimustel kuni ODesoo oli ~0,6. Kultuurile lisati DMSO, mille
16ppkontsentratsioon lahuses oli 8%. Kultuur jaotati 0,1 ml kaupa tuubidesse ja kiilmutati

vedelas lammastikus. Rakukultuure hoiti -80°C juures.
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2.2.5 Kultuuri kasvatamine ning kasvu ja fluorestsentsi mootmine

Bakterite kasvatamiseks kasutati Lysogeni Broth (LB), Super Optimal Broth (SOB) (Russell
ja Sambrook, 2001) ja MOPS (Neidhardt jt., 1974) s66tmeid. IXMOPS sootmele lisati
9,52mM NH4CI, 1,32 mM K>HPO4, 0,4% gliikoosi ja 20 aminohappe segu, nii et iga iiksiku

aminohappe kontsentratsioon sodtmes oli 25 pg/ml.

Koiki mainitud E. coli tiivesid kasvatati 37°C juures Infors HT Multitron loksutil kiirusel 190
rpm. Uledokultuure kasvatati LB ja katseid tehti MOPS sddtmes. Uleddkultuuri alustati kas
kolooniast voi 0,1 ml DMSO (dimetiitilsulfoksiid) siilituskultuurist 3ml LB s66tmesse ja
kasvatati 16-18h. Tiivedel BW25113 AygiUT, BW25113 ArelE (Keio) ja BW25113 AmazEF
alustati il6okultuuri kolooniast, aga tiivedel BW25113, BW25113 ArelBE, MG1655 ja
MG1655 ArelBE kasutati iiledokultuuride tegemisel DMSO kultuure. Uleddkultuurist voeti
0,2 ml kultuuri ja pandi hommikul kasvama 20 ml MOPS s66tmesse, kuni optiline tihedus oli
umbes 0,6. Enne plaadile kandmist tekitati poolele kultuurile aminohapete nilg mupirotsiini
lisades. Kasutati MUP ldoppkontsentratsiooniga 30ug/ml. GFP mddtmise Katsetes lisati ka
IPTG l6ppkontsentratsiooniga 1M. Kultuurid pipeteeriti 96-augulisele plaadile. Plaadi igasse
auku kanti 0,1 ml kultuuri. Kultuuri ei kantud plaadi darmistele ridadele, sest sealne
temperatuur voib olla jahedam kui iilejadnud plaadil ja mGjutada bakterite kasvu. Seal kasutati

kultuuri asemel 0,2 ml vett.

Kultuuri kasvu pidevalt pikema aja jooksul mddtmiseks kasutati BioTek Synergy Mx
Microplate Reader mikrotiiter plaadilugejat, mis mootis 18 tunni kestel intervalliga 15 minutit
kultuuride optilist tihedust (ODeoo) ja fluorestsentsi (ergastus 485nm) ja emissioon 510nm).
Plaati kasvatati 37°C ning 96-augulist plaati loksutati pidevalt masina seadetest valitud
keskmisel kiirusel.

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 BW25113 (wt) ja BW25113 ArelBE kasvu vordlus (ArelBE méjutab
bakteri kasvu)

Eelkatsed ei olnud optimaalsed, sest nélja indutseerimiseks kasutati SXT, mis on ebastabiilne,
laguneb kiiresti ja kipub sd66tmes vilja sadenema ning seda ei saa paljudele sootmetele lisada.
Taheti vahetada SXT wvilja MUP vastu ja antud to6s Kkasutati aminohappe nélja
indutseerimiseks  stabiilsemat mupirotsiini. Mupirotsiin  seondub isoleutsiiiil-tRNA

slintetaasile ja takistab tRNA laadimist isoleutsiiniga, tekitades aminohappe nilja (Drugbank,
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2018). Mupirotsiini kasutades korrati katseid ja ndhti, et eelkatsete efekt, kus GFP
ekspressioonitase ArelBE tiives oli ligi kaks korda korgem kui metsiktiiiipi tiives piisib ka

uues testsiisteemis (Joonis 6).

Eelkatsetes kasvasid wt ja ArelBE tiivi aminohappe néljatingimustes sama kiirusega, aga GFP
ekspressiooni tase oli ArelBE tiives korgem. See viitas, et aminohapete nélja korral tekkinud
stressi tingimustes voidakse GFP mRNA lagundada eelistatult. relBE toksiin-antitoksiin
stisteem voib mdjutada E. coli kasvu ja valguekspressiooni. Kui toksiinid néljas aktiveeruksid
ja lagundaksid GFP mRNA, siis peaks wt-s olema viahem GFP ekspressiooni, nii nagu nahti

katsetes.

Tiived, mida kasutati on BW25113 ja BW25113 ArelBE, mis sisaldavad plasmiidi GFP
ekspressiooniks. Metsiktiive ja relBE deletsioonmutandi kasvu vorreldi optilise tiheduse
alusel (ODsoo) nii aminohapete kiilluses kui ka nélja tingimustes. Kasutavatest tiivedest tehti
DMSO kultuurid, sest need tagavad iihtlasema {iiledokultuuri. Sellest tulenevalt saadi
kultuuride kasvu erinevusi paremini vorrelda. Paralleelselt mdodeti ka valguekspressiooni,

mida jélgiti GFP fluorestsentsi kaudu (joonis 6).
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Joonis 6: BW25113 (wt) ja BW25113ArelBE (ArelBE) kasvu ja GFP signaali vordlus. A: OD
moodetud aminohapete kiilluses. B: OD mdoddetud aminohapete néljas. C: GFP fluorestsents
moddetud aminohapete kiilluses. D: GFP fluorestsents moddetud aminohapete néljas. lgast OD
ajapunktist on lahutatud esimese ajapunkti OD véirtus. Bioloogilisi replikaate oli 3, tehnilisi 2.
Veajooned néitavad bioloogiliste replikaatide standardhilvet.

Kui bakteritel ei olnud aminohapete nédlga, siis kasvasid mdlemad tiived vordse kiirusega
(joonis 6A). Aminohapete nélja korral aga kasvas relBE deletant kiiremini (joonis 6B). GFP
fluorestsentsi modtmisel aminohapete kiilluses kéitusid wt ja relBE sarnaselt (joonis 6C) ning

aminohapete puuduses siinteesis ArelBE tiivi rohkem GFP-d (joonis 6D).

Ka varem on sarnast katset tehtud, nditeks Van Meldereni grupp uuris TA siisteemide osa
stressivastuses, kus relBE siisteem oli iiks uuritavatest TA siisteemidest (Tsilibaris jt., 2007).
Aminohapete kiilluses ja aminohapete niljas metsiktiilibi ja TA-siisteemi deletandi kasvu
vorreldes erinevust ei ndhtud, aga antud katsetes erinevus ilmnes. Seekordses katsekorraldus
erines Tsilibaris jt. omast mitmel pdhjusel. Kasutati aminohappe nilja tekitamiseks

seriinhiidroksamaadi asemel mupirotsiini. Baktereid kasvatas Tsilibaris kolvis ja LB sodtmes,
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samas antud t66s valiti MOPS s66de ja mikrotiiterplaat, mis sisestati BioTek Synergy Mx
Microplate Reader mikrotiiter plaadilugejasse, et modta baktereid kasvamise ajal stabiilselt
iga 15 minuti jirel. Eelnevast tulenevalt mootsid Tsilibaris jt. bakterite kasvu selle jargi mitu
pesa moodustavat ithikut milliliitris s66tmes oli, siin t60s aga moddeti bakterite optilist

tihedust.

Antud katsete kdigus taheti teada, kas toksiinide olemasolu mojutab GFP tootmist
aminohapete néljas. Jalgiti ribonukleaassete toksiinide voimalikku GFP mRNA 1dikamist, aga
kuna ekspressioon korreleerus véga hasti OD tasemega (seega ka raku kasvu kiirusega), ei saa
kindlalt viita, et toksiinid mojuvad GFP mRNAle (GFP mRNA-d ei analiiiisitud). GFP taset
mojutab negatiivselt ka bakterite aeglasem kasv ja GFP taseme langus ei pruugi olla tingitud
GFP mRNA degradatsioonist toksiini poolt. Edaspidistes katsetes otsustati GFPd mitte
kasutada ja vaadati ainult kasvu.

2.3.2 Kontrollid GFP ja IPTG méju kohta

Kontrolliti, kas plasmiid, GFP tootmine ja IPTG mdjutavad bakterite kasvu uues
teststisteemis. Tehti kontrollid nii IPTG kui ka GFP mdju kohta bakterite kasvule (joonis 7).

Nii ArelBE kui ka metsiktiivi testiti 1dbi neljas versioonis:
1) pGFP ja IPTG olid olemas,

2) pGFPd ega IPTGd ei olnud,

3) pGFP oli, aga IPTGd ei olnud,

4) pGFPd ei olnud, aga IPTG oli.

Kontrollid néitavad, et IPTG ei mojuta iihelgi uuritud tingimustest bakterite kasvu. Plasmiidi
mdju hindamine on keerulisem. Aminohapete kiilluses kasvavad pGFP plasmiidiga bakterid
paremini (joonis 7A). Positiivset mdju on keeruline seletada, aga antud uurimuses ei ole see
viike efekt mddrav. Ilma aminohapete niljata ei mojuta pGFP voi IPTG lisamine ArelBE
kultuuride kasvu (joonis 7C). Metsiktiiiipi tlive, mis on kasvanud aminohapete néljas (joonis
7B) ei mojuta IPTG ega pGFP olemasolu. Vastupidiselt mojutab aga plasmiidi lisamine relBE
deletandi kasvu aminohapete nilja korral negatiivselt (joonis 7D). Negatiivne mdju
aminohapete niljas olevale ArelBE tiivele on seletatav vdimaliku energeetilise kuluga
plasmiidi replitseerimisele. Aga kuna 6D joonisel kasvab ArelBE paremini kui metsikiivi, siis

plasmiidi vdikene kasvu pérssiv efekt ei ole mitte selle efekti seletuseks, vaid pigem vdhendab
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ArelBE kasvueelist. Samas voib negatiivne mdju antud t60s tuleneda plasmiidi antibiootikumi
markerist, mitte DNA siinteesil energia kulutamisest, sest plasmiid ei kontrolli raku
replikatsiooni. Tanu plasmiidile oli voimalik katsetele lisada antibiootikumi. Plasmiidne
antibiootikumi resistentsuse geen teeb antibiootikumi bakteri jaoks kahjutuks, kuid
aminohapete niljas on resistentsuse valgu juurde tootmine ka hiiritud (mRNA-d 16igatakse ja

valku jaab vihemaks) ja bakteri kasvukiirus vdiksem.
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Joonis 7: pGFP ja IPTG moju bakterite kasvule. Wt tiivi on graafikutel A (aminohapete kiillus) ja B
(aminohapete nilg). Moju ArelBE tiivele on graafikutel C (aminohapete kiillus) ja D (aminohapete
nélg). + tdhistab olemasolu, - puudumist. lIgast OD ajapunktist on lahutatud esimese ajapunkti OD
vadrtus. Bioloogilisi replikaate 3, tehnilisi replikaate 2. Veajooned néitavad bioloogiliste replikaatide
standardhilvet.
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2.3.3 mqsRA, mazEF deletsioonide moju raku kasvule

See, et BW25113 ArelBE kasvas aminohapete niljas metsiktiiiibist erinevalt, tekitas
kiisimuse, kas Ka teistel ribonukleaasist toksiiniga TA siisteemide deletsioonimutantidel on
aminohappe nélja eksperimendi tingimustes sarnane kasvueelis vOi on see pigem relBE
slisteemi spetsiifiline. Otsustati testida kahte paremini uuritud toksiini MazF ja MqgsR. Lisaks
eelpool mainitud BW25113, BW25113 ArelBE tiivedele moodeti ka BW25113 ARelE,
BW25113 AmgsRA ja BW25113 AmazEF kasvu. (Joonis 8).
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Joonis 8: mQsRA, mazEF ja RelE deletsioonide m&ju raku kasvule. A: mdddetud on OD ilma
aminohapete néljata. B: mdodetud on OD aminohapetenilja korral. Igast OD ajapunktist on lahutatud
esimeseajapunkti OD véirtus. Kasutatud tiived: BW25113, BW25113 ArelBE (bioloogilisi replikaate
3 tehnilisi 2); AmgsRA (bioloogilisi replikaate 3, tehnilisi 3); AmazEF (3 bioloogilist replikaati,
tehnilisi 5). Veajooned néitavad bioloogiliste replikaatide standardhélvet.

Aminohapete olemasolul kasvasid koik tlived sarnaselt. Nilja tingimustes langes koikide
tiivede kasvukiirus sama vorra. Antud Katsetest tundub, et kasvueelis, mis ilmneb ArelBE
titvel voib olla relBE siisteemi spetsiifiline, sest efekt, et ArelBE kasvab aminohapete néljas
erinevalt, kordus. Teistel TA siisteemidel ei paista antud eksperimentaalsiisteemis suurt moju
olevat, kuid see voib tuleneda sellest, et testtingimused ei ole sobivad teiste TA siisteemide

aktiivsuseks voi sellisel viisil tekitatud aminohapete nilg ei aktiveeri neid.
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2.3.4 relBE moju teisele bakteritiivele

Katseid tehti MG1655 ja MG1655 ArelBE tiivesid kasutades, et uurida, kas aminohappe nélja
korral on kasv relBE siisteemist soltuv. Kasutades E. coli MG1655 ei nahtud aminohapete
kiilluses ja aminohapete niljas olulist kasvuerinevust wt ja ArelBE vahel ja tundub, et
Roostalu tivi sisaldavat mutatsioone, mis sellise fenotiiiibi annavad. J44b ka voimalus, et
RelB regulatsioon on BW25113 spetsiifiline, aga kuna need tiived on véga sarnased, on see
kaheldav. Koikidele tiivedele ei sobi samad testtingimused. Paremate kasvunditajate
saamiseks voib muuta kasvutingimusi ja vaadata, kas relBE siisteem mojutab baktereid

stressitingimustes teistsuguses testsiisteemis.
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Joonis 9: relBE siisteemi mdju teistele E.coli tiivedele. A aminohapete kiillus. B aminohapete nalg.
Igast OD ajapunktist on lahutatud esimeseajapunkti OD véirtus. Kasutatud tiived: BW25113 ja
BW25113 ArelBE ; MG1655 ja MG1655 ArelBE; BW25113 ARelE (bioloogilisi replikaate 3, tehnilisi
2). Veajooned néitavad bioloogiliste replikaatide standardhélvet.

Kontrolliti ka teist, Keio kollektsioonist saadud, RelE defektset tiive, et vélistada spontaansete
mutatsioonide tekkevOimalus ja artefakti esinemine. Selgus, et Keio kollektsiooni RelE annab
ainult viikese kasvueelise vorreldes Roostalu konstrueeritud relBE tiivega. Antud tulemused
nditavad, et tegemist ei pruugi olla relBE sdltuva kasvuga, vaid Roostalu tiivi v3ib sisaldada
mutatsioone, mis sellise fenotiiiibi annavad. Sellest erinevusest tulenevalt ei saa hetkel

kindlalt véita, et RelE takistab aminohappenilja tingimustes bakterite kasvu.
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KOKKUVOTE

To6 eesmirk oli uurida kas relBE toksiin-antitoksiin siisteem mojutab E. coli kasvu ja
valguekspressiooni aminohapete nilja korral. Kasvu hinnati optilise tiheduse (OD) abil ja
valguekspressiooni jilgimiseks moodeti rakku viidud GFP plasmiidi fluorestsentsi
intensiivsust. Kuna ndhti ka kasvu erinevust, siis otsustati esialgu testida voimalikku

kasvuerinevust ja ei kasutanud GFP-d kui valgusiinteesi reporterit.

Aminohapete nélja korral suutis ArelBE edukamalt kasvada kui metsiktiivi. See andis alust
ecldada, et TA siisteemid osalevad E.coli stressivastuses ning mojutavad stressi korral
bakterite kasvu. Alguses lootust andev fenomen, kus aminohappe niljast tingitud stressi
tingimustes TA siisteem relBE aktiveerus ja inhibeeris bakterite kasvu, ei leidnud kinnitust

teist E. coli tiive testides.

Lisaks testiti ka erinevat RelE defektset tiive, kus selgus, et tegemist ei pruugi olla relBE
soltuva kasvuerinevusega, vaid esialgne kasutatud tiivi voib sisaldada mutatsioone, mis sellise

fenotiilibi annavad.
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Effects of the relBE toxin-antitoxin system on E. coli cells during amino acid starvation
Anett Mierand

RESUME

The aim of this work was to analyze whether TA system relBE influences the growth and
protein expression of E. coli when there are not enough amino acids. The growth of the
bacteria was analyzed by measuring the optical density (OD) and protein expression was
measured using expression of green fluorescent protein (GFP) and analyzing the fluorescence
intensity. Because we observed the difference in the bacterial growth rate in addition to GFP
changes in one strain, we decided to only analyze the growth and did not measure the protein
expression using GFP in the other strains.

E. coli BW25113 ArelBE could grow better than the wild-type BW25113 in amino acid
starvation. Thus, we proposed that TA system relBE takes part in E. coli stress response and
inhibits the growth of E. coli in amino acid starvation. The inhibiting effect of relBE on
bacterial growth in the conditions of amino acid starvation was not however confirmed in

another E. coli strain.

In addition, another E. coli strain without antitoxin RelE was tested and no growth difference
was noted in amino acid starvation. We are planning to test whether the E. coli strain
BW25113 used in our experiment might have a additional mutation that leads to the

previously noted growth difference.
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