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INFOLEHT

Kromosomaalsete toksiin-antitoksiin siisteemide hind bakterile Pseudomonas putida

Arvatakse, et kromosomaalsed toksiin-antitoksiin (TA) siisteemid on bakteritele olulised
erinevate keskkonna-stressidega toimetulekuks. Aktiivseid valke kodeerivate genoomsete TA
siisteemide rohkus viitab, et kromosomaalsed TA siisteemid peaksid bakterile kasulikud
olema, samas pole tihti operoni deleteerimisel bakterile mingit negatiivset mdju tdheldatud.
Kéesoleva uurimistdo eesmirgiks oli testida hiipoteesi, et kromosomaalsed TA siisteemid on
bakterile P. putida kulukad. Samuti selgitasin moningate P. putida toksiinide toksilisuse
midra konkurentsikatses. Tulemused ndiitasid: (1) toksiin-antitoksiin siisteemid ei ole
bakterile otseselt vajalikud, kuid pole talle ka koormaks. Kuna toksiin-antitoksiin siisteemid ei
ole bakterile kulukad voib jéareldada, et ka valikusurve nende siisteemide genoomist
eemaldamiseks on nork; (2) P. putida toksiinid MazF, RelE ja HicA-1 on inaktiivsed; (3) P.
putida toksiin MgsR on aktiivne.

Mirksonad: toksiin-antitoksiin siisteem, Pseudomonas putida, konkurentsivdoime

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The Cost of Chromosomal Toxin-Antitoxin Systems to Pseudomonas putida

It is commonly believed that bacteria need toxin-antitoxin (TA) systems in order to cope with
different environmental stresses. Although the abundance of functional protein coding
chromosomal TA systems in bacterial genomes indicates that chromosomal TA systems
should be advantageous for the bacteria, the deletion of the TA operon often has no negative
effects on the bacteria. The aim of this research was to test the hypothesis that chromosomal
TA systems are costly for Pseudomonas putida. In addition, the range of the toxic effects of
some of the toxins of Pseudomonas putida was tested. The results revealed: (1) although the
TA systems seem not to be essential for the bacteria, they are not costly either and therefore it
can be concluded that the selective pressure to delete these systems from bacterial
chromosomes is low; (2) the P. putida toxins MazF, RelE and HicA-1 are inactive; (3) the

P. putida toxin MgsR is active.
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KASUTATUD LUHENDID

ART - ADP-ribosiiiil transferaas

Bp - bensiiiilpenitsilliin

CFU - kolooniat moodustav iihik (ingl. k. colony-forming unit)
Cipro - tsiprofloksatsiin

Km - kanamiitsiin

LB - liisogeenne soode (ingl. k. Lysogeny broth)

NQO - 4-nitrokinoliin N-oksiid

Para - parakvaat

PPX - eksopoliifosfataas

Sm - streptomiitsiin



SISSEJUHATUS

Toksiin-antitoksiin siisteemid (TA siisteemid) on bakterites laialdaselt levinud kaheosalised
geneetilised elemendid, mis kodeerivad rakule kahjulikku toksiini ja vastavat toksiini
neutraliseerivat antitoksiini. Tavaolukorras on toksiin antitoksiini poolt vaigistatud, kuid kui
antitoksiini tase langeb, hakkab vabanenud toksiin inhibeerima rakule olulisi protsesse, mille
tulemusena bakterite kasv aeglustub voi inhibeeritakse tdielikult. Seejuures varieerub

erinevate toksiinide toksilisuse méir suuresti.

Algselt avastati TA siisteemid plasmiididest, kus nende funktsiooniks on bakteris plasmiidide
sdilitamine, mis tagatakse antitoksiini ja toksiini erineva stabiilsusega. Plasmiidita rakkudes
lagundatakse TA kompleksis olev labiilne antitoksiin ja vabanev toksiin inhibeerib raku

kasvu, viies plasmiidita rakkude populatsioonist viljakonkureerimiseni.

Bakterite genoomides leidub hulgaliselt ka kromosomaalseid TA siisteeme, mida valdavalt
seostatakse bakterite vastupanuvdime tOstmisega erinevatele keskkonnastressidele. Samas on
kromosomaalsete siisteemide funktsioonides siiski palju ebaselgust. Uhelt poolt lubab TA
siisteemide rohkus bakterite genoomis ja tdik, et suur osa neist siisteemidest kodeerib
aktiivseid valke arvata, et TA siisteemid peavad bakteritele kuidagi kasulikud olema. Teisalt
nditavad mitmed tulemused, et TA siisteeme vOib bakteri genoomist eemaldada ilma eriliste
efektideta bakteri kohasusele. See tostatab kiisimuse kromosomaalsete TA siisteemide hinnast
bakterile — potentsiaalselt on TA siisteemid bakteritele toksilised, mistottu voiks eeldada, et
TA geenid on bakterile kulukad ja seega tugeva valikusurve all. Sellest tulenevalt v&ib
omakorda spekuleerida, et TA siisteemidele rakenduv valik voib olla pdhjuseks, miks mitmed
kromosomaalsed TA lookused kodeerivad toksiine, mille toksilisus on madal vdi puudub

sootuks (Ramage et al., 2009; Tamman et al., 2014).

P. putida TA siisteemide uuringud on nididanud, et valdav osa neist siisteemidest on
funktsionaalsed ja kodeerivad aktiivset toksiini (Ainelo et al., 2016; Luup, 2017; Tamman et
al., 2014; Rosendahl, publitseerimata). Samas ei mojuta 13-ne TA siisteemi puudumine P.
putida kohasust ja stressitaluvust (Luup, 2017), mis viitab, et bakteril ei ole neist TA

siisteemidest justkui kasu.

Selgitamaks, kas kromosomaalsetel TA siisteemidel voiks olla P. putida jaoks ka teatav hind,
seadsime kiesoleva uurimist6é eesmirkideks testida hiipoteesi, et kromosomaalsed TA
siisteemid on bakterile P. putida kulukad, samuti analiiisida nelja P. putida toksiini

toksilisuse maira konkurentsikatses.



I. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Toksiin-antitoksiin siisteemid (TA siisteemid)

TA siisteemid on kaheosalised geneetilised elemendid, mis koosnevad stabiilsest rakule
kahjulikust toksiinist ja vastavat toksiini neutraliseerivast labiilsest antitoksiinist. Uldjuhul

ekspresseeritakse toksiin ja talle vastav antitoksiin samalt operonilt (Yamaguchi et al., 2011).

Toksiin-antitoksiin siisteemide geenid avastati 1980ndatel plasmiididest, kui leiti, et nad on
olulised plasmiidide sdilitamiseks rakus (Joonis 1) (Gerdes et al., 1986% Ogura ja Hiraga,
1983). TA siisteemi kodeerivat plasmiidi kandvad bakterid on elujoulised, kuna TA operonilt
kodeeritud antitoksiin moodustab toksiiniga stabiilse kompleksi ja neutraliseerib toksiini
kahjuliku moju. Tiitarrakud, mis ei péri plasmiidi, saavad emarakult koos tsiitoplasmaga siiski
kaasa TA kompleksid. Kuna antitoksiin on labiilsem kui toksiin, lagundatakse antitoksiin raku
proteaaside poolt. Vabanenud toksiini ei ole enam vodimalik vaigistada, kuna TA geenide
puudumise tottu ei saa antitoksiini juurde toota. Seega saab toksiin toimida oma rakulisele
sihtmédrkmolekulile ja toksiini toimel ilma plasmiidita tiitarrakud kas hukkuvad voi peetub
nende kasv (Gerdes e al., 1986% Gerdes et al., 1986°). Kasvueelise saavad TA siisteemi
kodeeriva plasmiidiga rakud ja ilma plasmiidita rakud konkureeritakse populatsioonist vilja
(Cooper ja Heinemann, 2000).

Plasmiid parandub, toksiin on inaktiivne Plasmiidiga rakud jatkavad kasvu
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Toksiin Plasmiid ei parandu, Aktiveerunud toksiin toimib Raku surm v&i kasvu
Antitoksiin antitoksiin lagundatakse, rakulisele sihtmargile peatumine

toksiin aktiveerub
Proteaas

| ee»

Toksiini sihtmark

Joonis 1. TA siisteemi olemasolust soltuv plasmiidisédilitusmehhanism. Plasmiidi sisaldavates bakterites
ekspresseeritakse nii toksiini kui antitoksiini. Antitoksiin neutraliseerib toksiini moju. Plasmiidita rakkudes
antitoksiini ega toksiini juurde ei toodeta. Emarakult pdrandunud TA kompleksides olev antitoksiin
lagundatakse ja toksiin aktiveerub. Toksiini mdjul rakkude kasv peatub voi rakud surevad. Plasmiidita

bakterid konkureeritakse populatsioonist vélja.

Tuleb mainida, et hiljutised tulemused on kahtluse alla seadnud pikka aega levinud arvamuse,
et lisaks rakkude kasvu inhibeerimisele, pohjustavad plasmiidsed siisteemid ka raku surma

(mehhanism, mida ingliskeelses kirjanduses teatakse termini PSK ehk post-segregational
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killing all). PSK toimimist mainiti esmalt Gerdes et al. (1986*) poolt. Samas on toksiini
surmavat efekti ndidatud vaid toksiini iiletootmise korral ja mitte toksiini fiisioloogiliste

tasemete juures (Song ja Wood, 2018).

Plasmiidsete TA siisteemide korval on hiljem leitud arvukalt TA siisteeme ka bakterite
kromosoomides ja genoomsetes mobiilsetes elementides (Diaz-Orejas et al., 2017). Kuigi
kromosomaalsed TA siisteemid on bakterites laialdaselt levinud, varieerub TA lookuste arv ja
tiilip erinevates bakteriliikides tugevalt: nii on stressirohketes tingimustes (nditeks vabalt
elavatel) bakteritel TA siisteeme rohkem kui soodsamate elutingimustega (néiteks
rakusisestel) bakteritel (Harms et al., 2018; Pandey ja Gerdes, 2005). Niiteks on vabalt elaval
bakteril Mycobacterium tuberculosis ennustatud sadakond genoomset TA siisteemi (Akarsu et
al., 2019; Ramage et al., 2009; Sala et al., 2014), samas kui obligatoorsel rakusisesel bakteril
Mycobacterium leprae on ennustatud vaid iithe TA siisteemi olemasolu (Leplae et al., 2011).
Bakter voib korraga omada ka mitmeid erinevat tiitipi TA siisteeme. Niiteks on bakteril
Bacillus subtilis leitud vihemalt neli tiitip I ja kaheksa tiiiip II TA siisteemi (Brantl ja Miiller,
2019).

TA siisteemide kodeeritavad toksiinid on alati valgud. Valdav osa toksiinidest on ensiiiimid,
mis iithel voi teisel moel inhibeerivad translatsiooni voi DNA replikatsiooni, kuid on ka
toksiine, mis kahjustavad membraani voi takistavad rakuseina siinteesi (Harms et al., 2018;
Mutschler et al., 2011). Translatsiooni takistamine on eelnimetatud mehhanismidest levinuim
(Masuda ja Inouye, 2017) ja selleks on viga erinevaid mooduseid nagu néditeks mRNA (aga
ka tRNA, rRNA ja tmRNA) lagundamine (Amitai et al., 2009; Masuda ja Inouye, 2017;
Wang ja Wood, 2011), elongatsioonifaktori EF-Tu fosforiileerimine, mis blokeerib EF-Tu
seondumise aminoatsiiiil-tRNA-dega (Castro-Roa et al., 2013; Schumacher et al., 2009),
tRNA atsetiileerimine (Cheverton et al., 2016; Jurénas et al., 2017%) voi ribosoomi biogeneesi
inhibeerimine (Ainelo et al.,, 2016). Arvatakse, et translatsioon vOib olla toksiinide
evolutsiooniliselt eelistatud sihtmidrk, kuna translatsiooni inhibeerimine pole raku
elutegevusele nii drastilise mdjuga kui nditeks replikatsiooni takistamine voi rakuseina
kahjustamine ning seega on TA siisteemi juhuslikul aktiveerumisel toksiini tekitatud kahjusid

lihtsam likvideerida (Guglielmini ja Van Melderen, 2011).

Antitoksiinid on valgud voi viikesed mittekodeerivad RNAd, mis hoiavad toksiini oma
kontrolli all kas otsese interaktsiooni kaudu toksiiniga vOi kaudselt TA kompleksi
ekspressiooni transkriptsioonilise vdi translatsioonilise regulatsiooni abil (Harms et al., 2018).
Tavaolukorras on toksiin antitoksiini poolt vaigistatud. Et toksiini toime saaks avalduda, peab
esmalt antitoksiin lagunema. Antitoksiinid ongi iildjuhul toksiinidest ebastabiilsemad ja on
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ndidatud, et nende stabiilsus viheneb veelgi stressitingimustes (Brzozowska ja Zielenkiewicz,
2013). Arvatakse, et toksiini aktiveerumine on bakterile kasulik stressirohkete tingimuste
tileelamiseks, sest toksiini toimel vidheneb bakterite kasvukiirus voi liahevad rakud
metaboolselt inaktiivsesse seisundisse (Harms et al., 2018), kus nad on stresstingimustele
vihem tundlikud (Tuomanen et al., 1986). Valguliste antitoksiinide suhteline ebastabiilsus
vorreldes toksiinidega tuleneb nende ehituslikust omapérast, sest tihti on antitoksiinid 16puni
voltumata. Antitoksiini struktureerimata osa on vajalik toksiiniga seondumiseks (Loris ja
Garcia-Pino, 2014; Page ja Peti, 2016), ent see pohjustab ka antitoksiini kiiret lagundamist,
kuna voltumata valgu osa on substraadiks raku proteaasidele, mis stressitingimustes on rakus

ilesreguleeritud (Brzozowska ja Zielenkiewicz, 2013).

Hetkel teadaolevad TA siisteemid jagatakse seitsmesse klassi vastavalt mehhanismile, kuidas
antitoksiin neutraliseerib toksiini toime (Joonis 2) (Page ja Peti, 2016; Song ja Wood, 2018).
Tiitip I ja tiitip III antitoksiinid on vidikesed mittekodeerivad RNAd, kdigil teistel juhtudel on
antitoksiin valguline (Page ja Peti, 2016; Song ja Wood, 2018). Toksiin on kdigil juhtudel
valk (Marimon et al., 2016; Page ja Peti, 2016).

A TiipI B Tiiip II
o — ® -
A X -

I 1 t 1
C Tiiiip IIT D Tiiiip IV E Tiitip V

Filamentide

q—-—’ . poliimerisatsioon |_, f T
_“'-— _“—_ _“——

F  Tiiip VI G Tiip VII

e ,pf_\ -
e . ? ‘w{.

Ebastabiilne

4“ toksiin
Joonis 2. Antitoksiinide poolt toksiinide vaigistamiseks kasutatavad mehhanismid. Antitoksiinide

geenid, mRNAd ja valgud on joonisel toodud roheliselt. Toksiinide geenid, mRNAd ja valgud on joonisel

toodud punaselt (Ainelo, 2018, kohandatud).
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Tiitip I antitoksiinid on valdavalt viikesed mittekodeerivad RNAd, mis blokeerivad toksiini
kodeeriva mRNA-ga paardudes selle translatsiooni (Joonis 2A) (Brantl, 2012).
Tavatingimustel takistab selline paardumine ribosoomi seondumist ja moodustunud RNA
dupleksi lagundavad raku RNaasid. Kui antitoksiiniga seondumist ei toimu (nditeks kui
stressitingimustes on antitoksiini kogus rakus védhenenud), siis transleeritakse toksiini
kodeerivalt mRNA-It valk, milleks on enamasti viike hiidrofoobne rakumembraaniga
seonduv ja seda kahjustav toksiin (Page ja Peti, 2016). Tiilip I siisteemide hulka kuuluvad
nditeks E. coli Hok/Sok ja SymE/SymR siisteemid (Fozo et al., 2008).

Tiitip II antitoksiinid on valgud, mis moodustavad valgulise toksiiniga kompleksi, kus toksiin
on mitteaktiivne (Joonis 2B) (Harms et al., 2018). Valdav osa tiilip II toksiinidest on mRNA-d
lagundavad endonukleaasid (Syed ja Lévesque, 2012). Tiiiip II siisteemide hulka kuuluvad
nditeks E. coli MazEF ja RelBE siisteemid (Pedersen et al., 2004; Zhang et al., 2003).

Titip I antitoksiiniks on vidike mittekodeeriv RNA, mis seondub valgulise antitoksiiniga,
moodustades pseudosdlmstruktuure (Joonis 2C). Tiiip III siisteem on taimepatogeeni

Pectobacterium atrosepticum ToxIN siisteem (Blower et al., 2012).

Tiitip IV antitoksiinid ei seondu toksiiniga, vaid stabiliseerivad hoopis toksiini sihtmirk-
molekule (Joonis 2D). Antitoksiini puudumisel on toksiini destabiliseeriva moju tottu rakkude
jagunemine hdiritud (Page ja Peti, 2016). Tiitip IV TA siisteemi nditena voib tuua E. coli
YeeU/YeeV siisteemi. Toksiini YeeV sihtmirgiks on raku tsiitoskeleti valgud MreB ja FtsZ,
mille poliimerisatsioon on toksiini toimel héiritud. Antitoksiin YeeU (ehk CbeA, ingl. k.
cytoskeleton bundling-enchansing factor A) interakteerub aga tsiitoskeleti valkudega,
stabiliseerides MreB ja FtsZ filamente ja neutraliseerides sellega toksiini mdju (Masuda et al.,

2012).

Tiilip V antitoksiin on endonukleaas, mis lagundab toksiini kodeeriva mRNA, inhibeerides nii
toksiini siinteesi (Joonis 2E) (Wang et al., 2012). Stressitingimustel lagundatakse tiitip V
GhoS antitoksiini kodeeriv mRNA tiiiip II siisteemi toksiini MqgsR poolt, mis vdimaldab
ekspresseerida rakumembraani kahjustavat tiitip V GhoT toksiini. Sel moel toimiv E. coli

GhoT/GhoS siisteem on seni ainuke teadaolev tiiip V TA siisteem (Wang et al., 2013).

Tiiip VI TA siisteemi ainsaks esindajaks on hetkel bakteri Caulobacter crescentus
SocB/SocA siisteem (Joonis 2F). Tiiiip VI antitoksiin SocA on adaptorvalk, mis SocB
toksiiniga seondudes soodustab selle lagundamist ClpXP proteaasi poolt. Kui toksiini ei

lagundata, takistab toksiin DNA replikatsiooni toimumist (Aakre et al., 2013).
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Tiitip VII TA siisteemide esindajaks on E. coli hapniku-tundlik siisteem Hha/TomB
(Joonis 2G). Tiiip VII antitoksiin TomB inhibeerib Hha toksiini molekulaarse hapniku
juuresolekul — antitoksiin soodustab toksiini tsiisteiini jdfigi oksiideerumist, mis vihendab

toksiini stabiilsust ja seega ka selle toksilisust (Marimon et al., 2016).

Lisaks klassikalistele kaheosalistele TA siisteemidele leidub ka kolme- ja iiheosalisi siisteeme.
Esimesel juhul on kolmandaks osapooleks valk (nditeks tiilip II perekonda kuuluv
kolmeosaline w-¢-C siisteem) (Dufour et al., 2018; Hallez et al., 2010; Unterholzner et al.,
2013; Zielenkiewicz ja Ceglowski, 2005), teisel juhul on tiitip II toksiin ja antitoksiin iihe ja
sama poliipeptiidi osad (nditeks tiilip II laadne TA siisteem EzeT E. coli’s) (Rocker ja

Meinhart, 2015).

1.2.Tiiiip II TA siisteemid

Tiitip II siisteemid on bakterites enim levinud ja ka enim uuritud TA siisteemid (Diaz-Orejas
et al., 2017; Page ja Peti, 2016; Sberro et al., 2013). Need siisteemid kodeerivad valgulist
stabiilse iseloomuga toksiini ja samuti valgulist, kuid iildjuhul ebastabiilset antitoksiini, mis
moodustab toksiiniga tugeva kompleksi ning blokeerib toksiini toime (Yamaguchi et al.,
2011). Tuupiliselt kodeeritakse tiitip II TA siisteemide toksiin ja antitoksiin samalt operonilt

(Yamaguchi ja Inouye, 2009).

Titip I TA siisteeme reguleeritakse nii transkriptsiooniliselt, translatsiooniliselt kui post-
translatsiooniliselt. Tiitip II antitoksiinid on DNA-ga seonduvad valgud ja toimivad TA
operoni transkriptsioonil enamasti negatiivse autoregulaatorina (Page ja Peti, 2016). Toksiini
aktiivsust reguleeritakse aga post-translatsiooniliselt, moduleerides antitoksiini stabiilsust

(Brzozowska ja Zielenkiewicz, 2013; Tamman, 2016).

Enamasti eelneb antitoksiini geen TA operonis toksiini geenile (Joonis 3) (Pandey ja Gerdes,
2005). Arvatakse, et selline paigutus soosib antitoksiini siinteesi — antitoksiin
transkribeeritakse ja transleeritakse enne kui algab toksiini siintees, mis tagab rakus piisava
antitoksiini hulga toksiini kontrolli all hoidmiseks (Chan et al., 2016). Samas on leitud ka
tiitip II siisteeme, kus geenide jirjekord operonis on vastupidine (HigBA, GraTA, MgsRA
siisteemid) (Gerdes et al., 2005; Sun et al., 2017; Tamman et al., 2014). Neil juhtudel
tagatakse toksiini kontrolli all hoidmiseks piisava antitoksiini koguse tootmine kas antitoksiini
geeni ees oleva lisapromootoriga (Tian et al., 1996) voi mRNA ebavordse transleerimisega.
Niiteks GraTA siisteemis transleeritakse antitoksiini mRNAd oluliselt efektiivsemalt kui

toksiini-spetsiifilist mRNAd (Tamman, 2016). Viimase aja uuringud viitavad, et antitoksiini
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tilehulk rakus tagataksegi enamasti antitoksiini efektiivsema translatsiooniga (Deter et al.,

2017; Li et al., 2014).

Kaswv Kasvu peatumine

g
AN -

Raku pmteaaﬁidi > 4 marklauaga

t !

Promootor s Antitoksiin ‘} Toksiin ——

Antitoksiin T Toksiin ) Toksiini marklaud

Joonis 3. Uldine tiiiip IT TA siisteemide toimemehhanism. Antitoksiin ja toksiin kodeeritakse samalt
operonilt. Antitoksiin moodustab toksiiniga stabiilse kompleksi, mis vaigistab toksiini ja seondub
promootorile, represseerides TA moodulit. SGltuvalt konkreetsest TA siisteemist seondub promootorile kas
antitoksiin liksinda vd&i antitoksiin-toksiini kompleks. Antitoksiin lagundatakse raku proteaaside poolt
stressitingimustes, vdimaldades toksiinil seonduda oma rakulise sihtméargiga. Toksiini seondumine

sihtmérgiga viib raku kasvu peatumiseni ja/vdi raku surmani (Yamaguchi ja Inouye, 2011, kohandatud).

Tiitip I TA siisteemide antitoksiinid koosnevad tavaliselt kahest domeenist: N-terminaalne
DNA-ga seonduv domeen on oluline TA operoni autoregulatsiooniks, C-terminaalne domeen
aga seondub toksiiniga ja inaktiveerib selle (Harms er al., 2018; Page ja Peti, 2016). TA
operoni transkriptsiooni voivad tiiiip II siisteemide puhul negatiivselt reguleerida nii toksiin-
antitoksiin kompleks kui ka antitoksiin iiksinda (Joonis 3). Osade TA siisteemide
regulatsioonis on antitoksiin iiksinda ndorgem repressor kui TA kompleks (Yamaguchi et al.,
2011). Sellisel juhul toimub TA promootori represseerimine nn tingimusliku kooperatiivsuse
(ingl. k. conditional cooperativity) pohimottel, kus see, kas operonile seonduvas TA
kompleksis olev toksiin toimib ko- vOi derepressorina soltub antitoksiini ja toksiini
vahekorrast rakus (Afif er al., 2001; Overgaard et al., 2008). Nii toimub niiteks E. coli relBE
operoni regulatsioon: kui antitoksiin on rakus iilehulgas, toimib TA kompleks
transkriptsioonilise repressorina, kui aga iilehulgas on toksiin, toimib toksiin derepressorina
(Overgaard et al., 2008). Tingimuslik kooperatiivsus on tiiiip II TA siisteemide puhul tavaline,
kuid mitte ainus operoni transkriptsiooniline regulatsioonimehhanism. Niiteks represseerib E.
coli mgsRA operoni transkriptsiooni vaid antitoksiin MgsA, samas kui toksiin MgsR toimib
derepressorina, sest TA kompleks DNA-ga ei seondu (Brown et al., 2013). Tingimusliku
kooperatiivsusega ei ole reguleeritud ka E. coli YafQ/Dinl, Proteus vulgaris’e HigB/HigA
ega P. putida GraTA TA siisteemide ekspressioon (Ruangprasert et al., 2014; Schureck et al.,
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2014; Talavera et al., 2019).

Titip I TA siisteemide toksiinide aktiivsuse post-translatsiooniline regulatsioon toimib
antitoksiini stabiilsuse kaudu. Uldjuhul on antitoksiin ebastabiilsem kui toksiin, mistottu tuleb
toksiini vaigistamiseks antitoksiini pidevalt juurde toota (Brzozowska ja Zielenkiewicz,
2013). Stressitingimustes lagundavad antitoksiini raku proteaasid ja selle tulemusena
aktiveeritakse TA siisteem (Brzozowska ja Zielenkiewicz, 2013; Christensen et al., 2004).
Antitoksiini stabiilsuse osas on erandlik E. coli MgsA, mis tavatingimustes on viga stabiilne,
kuid mille stabiilsus langeb drastiliselt oksiidatiivse stressi ajal — oksiidatiivse stressi
tingimustes oli Wang et al. (2011) katsetes MqsA poolestusaeg vaid 1,25 minutit, samas kui

normaaltingimustes oli see ca 60 minutit.

Tiiiip II toksiinid on enamasti RNaasid, mis inhibeerivad translatsiooni RNA lagundamise
kaudu (Skjerning et al., 2019). Nii niiteks 16ikavad tiilip II siisteemide toksiinidest mRNAd
MgsR ja RelE, kusjuures MgsR puhul on tegemist ribosoom-sdltumatu, RelE puhul aga
ribosoom-sdltuva 10ikamisega (Pedersen er al., 2004; Yamaguchi et al., 2009). MazF
perekonna erinevad toksiinid 16ikavad nii mRNAd, rRNAd kui ka tRNAd — nditeks 16ikavad
bakteri Mycobacterium tuberculosis toksiin MazF-mt6 rRNAd (Schifano et al., 2013),
toksiinid MazF-mt3 ja MazF-mt7 mRNAd (Zhu et al., 2008), toksiin MazF-mt9 aga tRNAd
(Schifano et al., 2016). M. tuberculosis’e toksiin HigB 16ikab tmRNA-d (Schuessler et al.,
2013).

Lisaks RNA lagundamisele voivad tiitip II TA siisteemid translatsiooni takistada ka
translatsioonifaktorite modifitseerimise, translatsiooni initsiatsiooni voOi ribosoomide

biogeneesi inhibeerimise teel (Ainelo et al., 2016; Jurénas et al., 2017%; Jurénas et al., 2017°).

Tiiiip II TA toksiinid vdivad inhibeerida ka replikatsiooni vOi rakuseina siinteesi. Niiteks
blokeerib toksiin FicT DNA giiraasi ja topoisomeraas IV t66d. FicT adeniileerib nii DNA
giiraasi kui topoisomeraas IV, blokeerides sellega nende ATPaasse aktiivsuse ja
inaktiveerides seega molemad sihtmirkmolekulid, mille tulemusena on takistatud normaalne
replikatsioon (Harms et al., 2015). Streptococcus pneumoniae PezT toksiini toimel on aga

inhibeeritud rakuseina siintees (Mutschler et al., 2011).

1.3. Pseudomonas putida TA siisteemid

Pseudomonas putida on Gram-negatiivne bakter, keda looduses vdib tavapiraselt leida mulla-
voi veekeskkonnast. P. putida tiivel KT2440, mis on isogeenne meie laboris uuritava tiivega

PaW85, on ennustatud kuni 15 TA siisteemi. Koik P. putida’l ennustatud TA siisteemid
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kuuluvad tiitip II siisteemide hulka (Xie et al., 2018). Neist 15-st on ldhemalt uuritud vaid
nelja TA siisteemi: GraTA (Ainelo et al., 2019, 2016; Talavera et al., 2019; Tamman et al.,
2014, 2016), MazEF (Miyamoto et al., 2016), MgsRA (Sun et al., 2017) ning RES-Xre
(Skjerning et al., 2019).

1.3.1. GraTA siisteem
Lookuse PP1586-PP1585 kodeeritud ja pseudomonaadidel konserveerunud GraTA (ingl. k.
growth rate affecting Toxin-Antitoxin) siisteem oli esimene P. putida’l tuvastatud TA
siisteem, mis on nime saanud toksiini voimest mdjutada rakkude kasvukiirust (Tamman et al.,
2014). Siisteem kuulub HigBA perekonda, millega tal on kdige suurem sarnasus nii
valgujérjestuse kui operoni ehituse osas (Ainelo et al., 2016). Erinevalt enamikust tiiiip I TA
siisteemide operonidest, milles antitoksiini geen eelneb toksiini geenile, on graTA operonis
toksiini kodeeriv graT geen antitoksiini kodeerivast graA geenist eespool (Tamman et al.,

2014).

Antitoksiin GraA on graTA operoni autorepressor — GraA seondub graTA promootoralale,
takistades ilmselt RNA poliimeraasi seondumist ning seega ka graTA operoni transkriptsiooni
(Tamman et al., 2014). GraA seondumine promootorile on kooperatiivne, sest operaatorile
seondub iiheaegselt kaks GraA dimeeri (Talavera et al., 2019). Erinevalt paljude teiste TA
siisteemide toksiinidest ei toimi toksiin GraT korepressorina, vaid derepressorina, takistades

GraA seondumist graTA promootorile (Talavera et al., 2019).

GraA on viga efektiivne antitoksiin, kuna ta suudab neutraliseerida GraT toime isegi toksiini
ileekspressiooni korral (Tamman et al., 2014). GraA on teiste antitoksiinidega vorrelduna ka
ebatavaliselt stabiilne — kui enamike antitoksiinide poolestusaeg jddb vahemikku ~15-20
minutit (Goeders ja Van Melderen, 2014), siis GraA puhul vdivad poolestusajad erinevate
tingimuste juures ulatuda iihest tunnist kuni enam kui nelja tunnini (Tamman et al., 2016).
GraA on koOige ebastabiilsem iileminekul eksponentsiaalsest kasvufaasist statsionaarsesse,
samas kui eksponentsiaalses ja statsionaarses kasvufaasis on GraA viga stabiilne.
Hiipoteetiliselt voiks GraA vihenenud stabiilsus faasidevahelisel iileminekul aidata bakteril
kohaneda muutunud keskkonnatingimusega (Tamman et al., 2016). Erinevalt paljudest
teistest TA siisteemide antitoksiinidest, mis lagundatakse ATP-soltuvate Lon ja ClpP
proteaasidega (Brzozowska ja Zielenkiewicz, 2013), ei mojuta Lon ja ClpP GraA stabiilsust.
Diskreetse  laguprodukti tekkimine viitab, et GraA lagundamine initsieeritakse

endoproteoliiiitiliselt hetkel veel tundmatu proteaasi poolt (Tamman et al., 2016).
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GraT toksiinil on ndidatud mitmesuguseid efekte bakteri fiisioloogiale, muuhulgas mgjutab
GraT bakteri kasvukiirust ja stressitaluvust (Tamman et al., 2014), ribosoomide biogeneesi
(Ainelo et al., 2019, 2016) ning rakumembraanide permeaablust (Tamman et al., 2014).
Katsed antitoksiini deletsioonmutandiga (AgraA) on nididanud, et GraT on md&dduka toimega
toksiin, sest esiteks on antitoksiini kodeerivat geeni voimalik genoomist eemaldada ja teiseks
ilmneb AgraA tiivel optimaalsetel kasvutingimustel (30°C) vaid vihene kasvukiiruse langus
(Tamman et al., 2014). Seejuures on huvitav, et toksiini pohjustatud bakterite kasvu péarssiv
efekt soltub temperatuurist, olles tugevam madalatel temperatuuridel (temperatuuril 20°C oli
AgraA mutandi kasvukiirus LB vedelsootmes iile viie korra aeglasem kui metsiktiivel ja LB
agarsootmel ei suutnud AgraA tiivi sel temperatuuril kolooniaid moodustada). Korgematel

temperatuuridel (37°C) seevastu GraT bakterite kasvu ei parssinud (Tamman et al., 2014).

GraT suurendab rakumembraani permeaablust ja on vastandliku md&juga bakteri
stressitaluvusele (Tamman et al., 2014). Ndiiteks talub AgraA oluliselt paremini translatsiooni
inhibiitoritena toimivaid streptomiitsiini ja kanamiitsiini, samuti replikatsiooni inhibiitoreid
mitomiitsiini C ja tsiprofloksatsiini. Samas on AgraA mutant tundlikum H>O2, NaCl,
parakvaadi ja tetratsiikliini suhtes. Seega tdstab GraT bakterite vastupanuvdimet moningatele

stressoritele, kuid langetab tolerantsust teistele stressoritele (Tamman et al., 2014).

Teadupdrast on iiheks TA siisteemide toksiinide toimemehhanismiks translatsiooni
takistamine. Paljud toksiinid toimivad seejuures RNaasidena ja ka GraT on ribosoom-soltuv
mRNaas (Talavera et al., 2019). Lisaks inhibeerib GraT ka ribosoomide biogeneesi,
pohjustades ebakiipsete ribosoomi subiihikute kuhjumist (Ainelo et al., 2019, 2016). GraT
pohjustatud ribosoomi biosiinteesi hdire pohjus ei ole selge, kiill aga nditas Ainelo et al.
(2019) poolt ldbiviidud tdisproteoomi analiiiis, et GraT mdju all kasvanud rakkudes on
tousnud ribosoomi biogeneesi abifaktorite hulk, mis ilmselt aitab GraT toksilist mdju

viahendada.

Eripdrane on ka GraTA siisteemi valkude struktuur, sest kui tavaliselt on antitoksiinid
osaliselt struktureerimata valgud (Loris ja Garcia-Pino, 2014; Page ja Peti, 2016), siis GraA
on tdieliku struktuuriga (Talavera et al., 2019). Viimane voib seletada ka antitoksiini suurt
stabiilsust. Samas on hoopis GraT osaliselt struktureerimata. Voltumata osa toksiini N-
terminuses on oluline nii graTA operoni regulatsioonil kui ka toksiini funktsionaalsuses.
Nimelt takistab GraT N-terminus steeriliselt GraA seondumist operoni promootorile ja

oletatavalt reguleerib toksiini seondumist ribosoomiga (Talavera et al., 2019).
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1.3.2. MazEF siisteem

MazEF siisteemi kodeerib P. putida lookus PPO771-PP0770 (Miyamoto et al., 2016). MazEF
siisteemi on pohjalikult uuritud E. coli’l, kus siisteem kodeerib RNaasse aktiivsusega toksiini
MazF ja antitoksiini MazE. E. coli MazF on jarjestusspetsiifiline ribosoom-sdltumatu
endoribonukleaas, mis tunneb dra ja 16ikab mRNA-s ACA jarjestust (Zhang et al., 2003). Ka
P. putida MazF toksiin on ribosoom-soltumatu mRNaas, ent P. putida MazF tunneb ira ja
16ikab mRNA-s UAC jarjestust, tehes 16ike U ja A nukleotiidide vahelt (Miyamoto et al.,
2016).

E. coli’l inhibeerib MazF valgusiinteesi, kuid mitte DNA replikatsiooni ega RNA siinteesi
(Mets et al., 2019; Zhang et al., 2003). P. putida puhul ei ole MazEF siisteemi tédpne
toimemehhanism ja mdjud rakule teada. Seni ainsas P. putida MazEF siisteemi késitlenud
artiklis (Miyamoto et al., 2016) on tehtud katseid puhastatud MazF valguga in vitro. Samas
meie laboris, sh kidesoleva uurimustoo raames ldbi viidud in vivo katsed néitavad, et P. putida

kromosomaalsest lookusest MazF toksiini kas ei ekspresseerita voi on MazF valk inaktiivne.

1.3.3. MqsRA siisteem
E. coli MgsRA siisteem kodeerib toksiini MqsR (ingl. k. motility quorum sensing regulator)
ja antitoksiini MgsA. MqgsR tuvastati esmalt kui bakteri liikuvuse ja biofilmi regulaator
(Gonzdlez Barrios et al., 2006). P. putida genoomis kodeerib MqsRA siisteemi lookus
PP4205-PP4204, mis omab E. coli MqsRA siisteemiga ~50% identsust (Sun et al., 2017).

P. putida MqgsRA siisteemi kohta on seni ilmunud {iiks artikkel (Sun et al., 2017). Sarnaselt
graTA operonile paikneb ka mgsRA operonis toksiini geen enne antitoksiini geeni. Ka P.
putida mgsRA operoni regulatsioon sarnaneb graTA’le, sest promootori autorepressioon
soltub vaid antitoksiinist ja toksiin toimib derepressorina. Kui toksiini ja antitoksiini suhe on

toksiini kasuks, siis takistab MqsR antitoksiini seondumist DNA-le (Sun et al., 2017).

MgsRA toksiin-antitoksiin siisteemi on seostatud antibiootikumitolerantsete persistorrakkude
tekke ja biofilmi moodustamisega mitmetel bakteritel nagu niiteks bakteril E. coli (Gonzélez
Barrios et al., 2006; Wang ja Wood, 2011; Yamaguchi et al., 2009) ja taimepatogeenil Xylella
fastidiosa (Merfa et al., 2016). Sarnaselt E. coli MqsRA-le, on ka P. putida MqsRA siisteem
seotud nii persistorite kui biofilmi moodustamisega (Sun et al., 2017). P. putida mgsRA
geenide puudumisel biofilm vihenes, aga ebatavaline oli see, et biofilmi defekt oli ithesugune
nii ainult toksiini, ainult antitoksiini, kui ka terve TA siisteemi deleteerimisel. Teisalt oli

antitoksiini ja ka TA siisteemi iileekspresseerimisel biofilmile positiivne mdju (Sun et al.,
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2017). See erineb E. coli MgsRA siisteemist, kus mgsR geeni deletsioon suurendas (Kim et

al., 2010), kuid mgsRA operoni deleteerimine vihendas (Kasari et al., 2010) biofilmi tootmist.

P. putida MqgsRA siisteem mojutab ka persistorite moodustumist. Katsetes mgsRA
deletsioonmutantidega, tdheldati antitoksiini puudumisel tsiprofloksatsiini suhtes tolerantsete
persistorite arvukuse 53-kordset tousu, samas kui toksiini kodeeriva geeni voi terve TA

siisteemi eemaldamine ei avaldanud persistorite tekkele olulist mdju (Sun et al., 2017).

E. coli mgsR ja ka kogu mgsRA operoni deleteerimisel ei ole enamasti tdheldatud mingit moju
bakterite kasvukiirusele (Gonzalez Barrios et al., 2006; Kwan et al., 2015). Samas soodustab
MqgsRA siisteemi olemasolu E. coli tolerantsust sapphapetele (Kwan et al., 2015). P. putida
kasvukiirusele toksiini, antitoksiini ega ka terve MqsRA siisteemi deleteerimine mirgatavat
moju ei avaldanud (Sun et al., 2017). Ka meie laboris tehtud katsed niitavad, et genoomsest
mgsRA lookusest antitoksiini geeni eemaldamine on vdimalik, kuid see siiski parsib bakterite

kasvukiirust ja mojutab stressitolerantsust (Luup, 2017).

Kui X. fastidiosa ja E. coli MgsR {iileproduktsioon pohjustab muutuseid ka rakumorfoloogias
(pikenenud rakud) (Kasari et al., 2010; Merfa et al., 2016; Yamaguchi et al., 2009), siis P.
putida puhul sarnast efekti ei tdheldatud (Sun et al., 2017).

1.3.4. RES-Xre siisteem
P. putida lookus PP2434-PP2433 kodeerib uut tiitipi TA siisteemi RES-Xre, mille toksiin
lagundab NAD™"’i (Skjerning et al., 2019). RES-Xre siisteem koosneb RES domeeni
sisaldavast toksiinist ja Xre domeeni sisaldavast antitoksiinist. Lookuse {iilesehitus vastab
enimlevinud tiitip II TA siisteemile, kus antitoksiini kodeeriv geen (xre) eelneb toksiini

kodeerivale geenile (res) (Skjerning et al., 2019).

RES domeen on oma nimetuse saanud kodeeritava valgu jirjestuses leiduva kolme
konserveerunud aminohappe, arginiini (R), glutamiinhappe (E) ja seriini (S) jédrgi, mis on
olulised toksiini aktiivsuses (Makarova et al., 2009; Skjerning et al., 2019). Lisaks on RES
toksiinil konserveerunud ka 33. positsiooni tiirosiin (Y), mis arvatakse olevat oluline toksiini
interakteerumiseks antitoksiiniga, kuid ilmselt pole see oluline toksiini Kkataliiiitiliseks
aktiivuseks (Skjerning et al., 2019). Antitoksiini kodeeriv geen on samuti konserveerunud ja
sellelt toodetav valk sisaldab Xre perekonnale iseloomulikku DNA-d siduvat heeliks-poore-

heeliks motiivi (Makarova et al., 2009).

RES toksiin on struktuurilt sarnane ADP-ribosiiiil transferaasidega (ART), mis toimivad

sihtmdrkmolekulide post-translatsioonilise modifitseerimise kaudu, kataliilisides ADP-riboosi
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tileviimist NAD* doonormolekulilt substraadile (valgud, DNA v6i RNA) (Freire et al., 2019).
Samasse ensiitimide gruppi kuulub ka niiteks difteeria toksiin. Erinevalt ART-dest on aga
RES toksiinil ka NAD" siduv tasku, mis viitab RES toksiini funktsionaalsele erinevusele
vorreldes ART-dega. Xre antitoksiin blokeerib NAD* seondumise toksiini RES motiiviga,
sest toksiin-antitoksiin kompleksis on antitoksiini C-terminus seondunud NAD™" siduvasse

taskusse (Skjerning et al., 2019).

Arvatakse, et P. putida RES toksiini mdju rakkudele on pigem staatiline kui letaalne
(Skjerning et al., 2019). Toksiini toimega kaasnev rakusisese NAD™ taseme langus viib
rakkude kasvu ja iileiildise makromolekulide biosiinteesi inhibeerimiseni. NAD™* taseme
langus mdjub inhibeerivalt nii transkriptsioonile, replikatsioonile kui ka translatsioonile. RES
toksiini aktiveerimisel pédrsitud raku DNA, RNA ja valgusiinteesi voime on tdendoliselt
kaudselt pohjustatud NAD" taseme langusest, kuid RES toksiini toime tipne molekulaarne

mehhanism ei ole hetkel veel selge (Skjerning et al., 2019).

P. putida RES-Xre siisteemi on seni iseloomustatud vaid iihes artiklis (Skjerning et al., 2019),
seejuures ei ole katsetes kasutatud kromosomaalse lookuse deletsioone — kdik katsed on
tehtud iileekspresseeritud ja/voi puhastatud valkudega ning lisaks on toksiini toksilisuse
tagamiseks tehtud muudatusi nii P. putida res geeni stardikoodonis kui ka Shine Dalgarno
jarjestuses. Meie grupi andmed viitavad, et tegelikult kodeerib see TA siisteem ilmselt
viheaktiivset toksiini, sest xre geeni (PP_2433) eemaldamine P. putida genoomist ei mdjuta
bakteri kasvu toitainerikkas sootmes (LB), kiill aga talub antitoksiini geenita bakter
metsiktiivest kehvemini nitrokinoliini, streptomiitsiini ja kanamiitsiini stressi (Luup, 2017).
Analoogne siisteem on leitud ka patogeenil M. tuberculosis (Freire et al., 2019). Tegu on
RES-Xre tiiiipi stisteemiga MbcT/MbcA, mille toksiin MbcT on NAD™ fosforiilaas, mis
kataliitisib NAD* lagundamist nii in vitro kui in vivo ja iileekspresseeritud toksiin mdjub
bakterile letaalselt (Freire er al., 2019). Samas on oluline mirkida, et sarnaselt paljudele
teistele TA lookustele pole ka mbcTA operoni deleteerimisel M. tuberculosis’ele mingeid

fenotiiiibilisi efekte ei tava- ega ka stressitingimustel (Freire et al., 2019).

1.4. TA siisteemide funktsioonid

Plasmiidsetel TA siisteemidel on rakus plasmiidi sdilitav funktsioon, kus ilma plasmiidita
rakud konkureeritakse toksiini pohjustatud kasvupeetuse tottu populatsioonist vilja (Joonis 1).
Bakterites ja arhedes vidga levinud (Leplae et al., 2011; Pandey ja Gerdes, 2005)

kromosomaalsetele TA siisteemidele on vélja pakutud mitmeid erinevaid funktsioone, kuid
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eksperimentaalsed tulemused toetavad kolme peamist bioloogilist funktsiooni — genoomse
mobiilse DNA stabiliseerimine, kaitse faagide eest ning stressitaluvuse moduleerimine (sh
osalus persistorrakkude moodustamisel ja antibiootikumitolerantsuse tekkel). Koigil kolmel
juhul, nii TA siisteemi kodeeriva mobiilse elemendi kaotuse korral, nakatumisel
bakteriofaagiga voi bakterite sattumisel mone keskkonnastressi surve alla, on oluliseks
teguriks toksiini aktiveerumisest tingitud kasvu pérssimine (Harms efr al., 2018; Song ja

Wood, 2018).

1.4.1. Genoomse mobiilse DNA stabiliseerimine
TA siisteeme on leitud genoomsete mobiilsete elementide koosseisust, kus nad on, sarnaselt
plasmiidsetele TA lookustele, olulised mobiilse DNA stabiliseerimiseks kromosoomis (Harms
et al., 2018). Niiteks piisib sel moel Vibrio cholerae genoomis integratiivne konjugatiivne
element SXT, mis annab bakteritele resistentsuse mitmete antibiootikumide suhtes. SXT
elemendi piisimist genoomis stabiliseerib MosAT (ingl. k. maintenance of SXT Antitoxin and
Toxin) siisteem (Wozniak ja Waldor, 2009). TA siisteemide stabiliseerivat moju on tidheldatud

ka superintegronide genoomis piisimisele (Szekeres et al., 2007).

1.4.2. Kaitse faagide eest

Mboningad TA siisteemid kaitsevad peremeesrakku bakteriofaagide eest nn abortiivse
infektsiooni mehhanismiga. Sel juhul aktiveerib faagiga nakatumine genoomse TA siisteemi,
mis pérsib nakatunud rakkude kasvu ja takistab seega faagi paljunemist (Harms et al., 2018).
Faagivastases kaitses osalevad niiteks tiiiip IV TA siisteem AbiEi/ii (Dy et al., 2014) ja tiilip
III TA siisteem ToxIN (Cook et al., 2013; Fineran et al., 2009). E. coli puhul on niidatud, et
RnlAB siisteem kaitseb faagi T4 (Koga et al., 2011) ja SanaTA siisteem faagi T7 infektsiooni
vastu (Sberro et al., 2013).

Bakteriofaagidel on vilja arenenud ka meetmed peremehe TA siisteemide vastu
voitlemiseks — nad takistavad kas TA siisteemi aktiveerumist vOi selle funktsioneerimist,
hoides TA siisteemide toksiine inaktiivsena vOi kasutades spetsiaalseid proteaaside
inhibiitoreid, mis takistavad valguliste antitoksiinide lagundamist (Harms et al., 2018; Otsuka
ja Yonesaki, 2012). Niiteks kodeerib faag T7 Lon proteaasi inhibiitorit, mis kaitseb teda E.
coli sanaTA siisteemi eest. Nimelt vastutab sanaTA siisteemi antitoksiini lagundamise eest
Lon proteaas (Sberro et al., 2013), mistdttu jddb toksiin Lon proteaasi inhibeerimisel

antitoksiini moju alla ja ei saa takistada faagi paljunemist. Faag T4 kaitseb end bakteriaalsete
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TA siisteemide faagivastase toime eest ADP-ribosiiiiltransferaasi Alt abil, mis inhibeerib E.
coli mazEF stisteemi toksiini MazF (Alawneh et al., 2016) ja valgu Dmd abil, mis sarnaneb
antitoksiinile ja kontrollib E. coli TA siisteemide toksiine RnlA ning LsoA (Otsuka ja
Yonesaki, 2012).

1.4.3. Stressitaluvuse moduleerimine
TA siisteeme seostatakse ka rakkude stressitaluvuse moduleerimisega, kuna nad vdivad
reguleerida bakterite kasvu toitainete puuduse korral (Christensen er al., 2001; Hayes ja
Sauer, 2003), mdjutada persistorite teket (Keren et al., 2004; Kim ja Wood, 2010; Ronneau ja
Helaine, 2019) vo6i biofilmi moodustumist (Gonzalez Barrios et al., 2006; Ren et al., 2004;
Wang et al., 2011).

TA siisteemide seos poomis- ja SOS vastusega

Paljud TA siisteemid aktiveeritakse stressitingimustes. Osade TA moodulite regulatsiooni
mojutavad sellised iildised rakulised stressivastused nagu poomis- ja SOS vastus (Ronneau ja
Helaine, 2019). Poomisvastus vallandatakse toitainete puudusel ja seda reguleerib alarmoon
(p)ppGpp, mille kuhjumisel rakus programmeeritakse bakteri elutegevus timber nii, et ta

suudaks stressi toimele paremini vastu panna (Traxler et al., 2008).

Poomisvastusest indutseeritud TA siisteemide iilesreguleerimist vOi aktiveerimist on
tdheldatud mitmetel juhtudel. Aminohapete niljast tingitud poomisvastust on voimalik esile
kutsuda seriin-hiidroksamaadi lisamisel, mis seondub seriiiil-tRNA siintetaasiga ja takistab
selle t6od ning iihtlasi kutsub esile (p)ppGpp kuhjumise rakus (Traxler et al., 2008). Kui
tekitada aminohapete (seriini) ndlg seriin-hiidroksamaadi lisamisel E. coli kasvukeskkonda,
pohjustab see (p)ppGpp kuhjumist rakus ja tiitip I TA mooduli HicAB iilesreguleerimist
(Jorgensen et al., 2009). Sarnane efekt on ka isoleutsiini nilja puhul, mille tulemusena
reguleeritakse iiles mitmed tiitip II TA moodulid, sh HicAB, MazEF, RelBE, MqsRA (Shan et
al., 2017). Eelnimetatud tiitip II moodulite ekspressioon suureneb ka vastusena osmootsele

stressile (Shan et al., 2017).

SOS vastuse vallandab DNA kahjustus, mis vdib tuleneda mitmesugustest teguritest (UV
kiirgus, oksiidatiivne stress, antibiootikumide mdju) (Baharoglu ja Mazel, 2014). SOS vastus
on esmajirjekorras seotud DNA reparatsioonisiisteemide aktiveerimisega, kuid moningatel
juhtudel on tidheldatud ka osade tiitip I (nditeks TisB/IstR-1) ja tiiiip II (nditeks YafNO) TA
moodulite SOS vastusest soltuv aktiveerumine (Singletary et al., 2009; Vogel et al., 2004).
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TA siisteemide osalus persistorite tekkes

Persistorid on viike hulk soikeseisundis olevaid rakke bakteripopulatsioonis — nad on
metaboolselt inaktiivsed, mistdttu on nad tolerantsed antibiootikumidele ja teistele kesk-
konnast tulenevatele stressidele (Harms et al., 2018). Pirast stressori (nditeks antibiootikumi)
eemaldamist keskkonnast on nad vodimelised populatsiooni taastama. Seetdttu seostatakse

persistoreid krooniliste infektsioonide esinemisega (Cohen et al., 2013).

Erinevates uuringutes on vélja toodud ka TA siisteemide osalus persistorrakkude tekkes.
Persistorite teket seostatakse toksiinide stressist sdltuva aktivatsiooniga ja rakkude
tileminekuga stressitolerantsesse soikeseisundisse, mis aitab bakteritel toime tulla ebasobivate
keskkonnatingimustega (Harms et al., 2018; Ronneau ja Helaine, 2019). Peaasjalikult
seostatakse persistorite tekkega tiitip 1 ja tiitip II TA siisteeme (Ronneau ja Helaine, 2019).
Niiteks on maérgatud tiitip II toksiinide RelE ja MazF positiivset mdju persistorite tekkele
toksiinide iileekspressiooni korral: RelE ja MazF {iileekspresseerimisel tdusis oluliselt rakkude
hulk, mis jdid ellu pérast antibiootikumitdotlust. Seega vOib RelE ja MazF antitoksiini
puudumine viia persistorite tekkele (Keren et al., 2004; Tripathi et al., 2014). Mitmed
uuringud on ndidanud ka teise tiitip I TA siisteemi, MgsRA seotust persistorite tekkega.
Tulemused on siiski vastuolulised, sest iithe uuringu kohaselt langeb MqgsRA siisteemi
deleteerimisel tunduvalt persistorite arv (Kim ja Wood, 2010), kuid samas teise uuringu jirgi
toksiini MqgsR geeni deleteerimine persistorite arvukust ei mojuta (Shah et al., 2006).
Persistorite tekkega on seostatud ka tiitip I siisteemi TisB/IstR, kus katsed antitoksiini ja
toksiini deletsioonimutantidega on ndidatud, et tsiprofloksatsiini stressi juures antitoksiini
puudumisel persistorite hulk suureneb ning toksiini puudumisel persistorite hulk vidheneb

(Dorr et al., 2010).

TA siisteemide osalus biofilmi moodustumisel
Bakterite jaoks on iiheks vOimaluseks ebasoodsate keskkonnatingimustega toimetulekul
biofilmi moodustamine. Biofilmi moodustamisega on seostatud mitmeid erinevaid TA

siisteeme, mis mojutavad biofilmi teket erineval moel.

Esimene TA siisteem, mida biofilmi reguleerimisega seostati, oli E. coli MqsRA, kuna leiti, et
toksiin MgsR on biofilmi moodustavates rakkudes iilesreguleeritud (Ren et al., 2004) ja on
seotud biofilmi suurenenud tootmisega signaalmolekuli autoinduktor 2 kaudu (Gonzélez
Barrios et al., 2006). Toksiini puudumisel biofilmi hulk vidhenes (Gonzdlez Barrios et al.,
2006; Kasari et al., 2010). Hiljem leiti, et biofilmi moodustumisele avaldab mdju antitoksiin

MgsA, mis suudab lisaks oma promootori reguleerimisele mdjutada ka iildist stressivastust,
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represseerides statsionaarse faasi sigma faktori RpoS ekspressiooni (Wang et al., 2011).
Oksiidatiivne stress viib antitoksiini lagundamisele, mis omakorda aktiveerib sigma faktori
RpoS siinteesi. RpoS tdstab tsiiklilise di-GMP siinteesi taset, mis viib rakkude vihenenud
litkkuvuse ja suurenenud biofilmi tootmiseni (Wang et al., 2011). MgsA suudab biofilmi teket
mojutada ka otse, seondudes csgD promootorile ja represseerides seega kiharate piilide ja
tselluloosi tootmise regulaatorvalgu CsgD operoni. Selle tulemusena on biofilmi tootmine

hiiritud (Soo ja Wood, 2013).

M@dju piilide ekspressioonile ning biofilmi moodustamisele on ndidatud ka E. coli MazEF,

RelBE, YoeB/YefM, YafQ/DinlJ ja ChpB siisteemide puhul (Kim et al., 2009).

1.5.Kromosomaalsete TA lookuste deleteerimise efektid

On arutletud ka selle iile, kas kromosomaalsed TA siisteemid on bakteritele tegelikkuses iildse
vajalikud, sest vaatamata sellele, et TA siisteemid kodeerivad funktsionaalseid toksiine, pole
enamasti terve TA operoni deletsioonil bakterile mingit efekti (Tamman er al., 2014;
Tsilibaris et al., 2007; Unoson ja Wagner, 2008). Kuna TA siisteemide mdju on iildjuhul
uuritud bakteritiivedega, millel on antitoksiini geen eemaldatud vOi kus toksiini
ekspresseeritakse {iile, st vidhem vOi rohkem artefaktsetel tingimustel, siis jddb

kromosomaalsete TA siisteemide bioloogiline roll endiselt paljuski hiipoteetiliseks.

2011. aastal Maisonneuve et al. poolt 1dbi viidud uuring andis tugeva aluse oletuseks, et TA
siisteemid on bakteritele olulised persistorite tekkes. Jareldused pohinesid E. coli’ga 1dbi
viidud katsetel, kus konstrueeriti TA siisteemide deleteerimisel E. coli A10TA mutant, millel
oli tehtud deletsioone kiimnes TA lookuses, sh RelEB, YefM/YoeB, HigBA, PrlF/YhaV,
YafNO, DinJ/YafQ, MazF, ChpB, MgsRA ja HicAB. Leiti, et kiimne TA siisteemi
deleteerimine vihendas oluliselt persistorite hulka, kuid ei mojutanud rakkude kasvukiirust.
Uhtlasi leiti, et TA siisteemidel on kumulatiivne efekt, kuna persistorite arvukus vihenes seda
enam mida rohkem TA siisteeme oli deleteeritud (Maisonneuve et al., 2011). Sama uurimis-
grupi poolt pakuti vélja ka mudel, mis sidus (p)ppGpp taseme rakus persistorite tekkega —
antud mudeli kohaselt inhibeerib (p)ppGpp kuhjumine rakus poliifosfaate lagundavat ensiitimi
eksopoliifosfataas (PPX). Poliifosfaatide akumuleerumine rakus aktiveerib Lon proteaasi, mis

lagundab antitoksiine, voimaldades toksiinidel mgjule padaseda (Maisonneuve ef al., 2013).

Hiljem on mdlema Maisonneuve et al. poolt ldbi viidud uuringu tulemused seatud tugeva
kahtluse alla, kuna katsetes kasutatud bakterid olid saastunud profaagiga ¢80 ning katsete

kordamisel uuesti konstrueeritud AI0TA mutantidega seost kiimne TA siisteemi deleteerimise
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ja persistorite tekke vahel ei leitud (Goormaghtigh et al., 2018; Harms et al., 2017).
Praeguseks on avaldatud tulemused autorite poolt ka tagasi voetud (Maisonneuve et al.,
2018% Maisonneuve, 2018P). Sellele vaatamata ei saa tdiesti vilistada TA siisteemide osalust
persistorite tekkes ega ka TA siisteemide kumulatiivset efekti, kuna leidub mdlemat hiipoteesi
toetavaid uuringuid (Dorr et al., 2010; Keren et al., 2004; Kim et al., 2009; Tripathi et al.,
2014).

P. putida osas on laiapohjalise uuringu 1idbi viinud S. Luup (2017), kes testis, kas P. putida
genoomis kodeeritud TA siisteemid mojutavad bakteri kohasust ja stressitaluvust. Selleks
konstrueeriti P. putida metsiktiivest PaW85 deletsioontiivi A13TA, millest oli eemaldatud 13
tiitip II TA siisteemi operoni (lookused PP1586-1585 (graTA), PP2433-2434 (res-xre),
PP1199-1198 (higBA), PP1480-1479 (hicAB-1), PP5435-0274 (relE-higA), PP4205-4204
(mgsRA), PP0770-0771 (mazEF), PP1716-1717, PP4530-4529 (brnTA), PP4151-4152,
PP1268-1267 (relBE), PP2940-2939 (yefM-yoeB), PP2499-2500 (relB-parE)) ja vorreldi
seejarel deletsioontiive kohasust ja stressitaluvust metsiktiivega (mh moddeti persistorite ja
biofilmi teket, rakkude kasvukiirust ning stressitolerantsust erinevate kemikaalide ja UV
kiirguse suhtes). Sama t00 raames uuriti ka nende lookuste kodeeritavate toksiinide
toksilisuse maira (Luup, 2017; Rosendahl, publitseerimata). Selleks konstrueeriti tiived, kust
antitoksiin oli eemaldatud ja hinnati seejéirel toksiinide toksilisust. Leiti, et viiel juhul oli
toksiin tugevalt toksiline, sest antitoksiini geeni polnud vdimalik genoomist deleteerida
(higBA, relE-higA, PP4151-4152, yefM-yoeB ja relB-parE). Nelja TA siisteemi toksiin oli
moddukalt toksiline, sest antitoksiin geeni deleteerimine kromosoomist oli kiill voimalik, aga
see parssis osaliselt bakterite kasvu vOi mojutas stressitaluvust (graTA, res-xre, mgsRA ja
brnTA). Nelja lookuse puhul tundus toksiini geen olevat inaktiivne, sest antitoksiini
deleteerimisel ei tuvastatud moju bakterite kohasusele ja stressitaluvusele (hicAB-1, mazEF,
PP1716-1717 ja relBE). Vaatamata sellele, et valdav osa P. putida toksiinidest tunduvad
olevat funktsionaalsed, siis 13-ne TA siisteemi puudumine P. putida kohasust ja
stressitaluvust oluliselt ei mdjutanud (Luup, 2017). Seega jitavad eeltoodud tulemused
jatkuvalt lahtiseks kiisimuse kas iildse ja kui, siis milleks on bakteritel kromosomaalseid TA

siisteeme vaja.
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II. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Kromosomaalsetele TA siisteemidele on vilja pakutud mitmeid funktsioone ning valdavalt
seostatakse neid iihel voi teisel moel bakteri stressitaluvuse tdstmisega. Samas on TA
siisteemide moju uuritud enamasti bakteritiivedega, millel on antitoksiini geen eemaldatud voi

kus toksiine ekspresseeritakse iile, jittes saadud tulemused moneti artefaktseks.

P. putida TA siisteemide osas ldbi viidud uuringud on nédidanud, et valdav osa P. putida TA
siisteeme on funktsionaalsed ja kodeerivad aktiivset toksiini (Ainelo et al., 2016; Luup, 2017;
Tamman et al., 2014; Rosendahl, publitseerimata). Ometi ei mdjuta 13-ne TA siisteemi
puudumine P. putida kohasust ja stressitaluvust (Luup, 2017), mis viitab, et bakteril ei ole
neist TA siisteemidest kasu. Kuna aga potentsiaalselt on TA siisteemid bakteritele toksilised,
on loogiline eeldada, et TA geenid on bakterile kulukad ja seega tugeva valikusurve all. Kuigi
TA siisteemid vOivad ebasoodsates tingimustes osutuda bakteritele kasulikuks (vihendades
bakteri kasvukiirust suurendavad nad stressitaluvust ja seega populatsiooni vdimalust ellu
jaada), tuleb bakteritel monedel juhtudel selle arvelt maksta ka teatavat hinda kehvema kasvu
ndol soodsates tingimustes (Stepanyan et al., 2015). Voib spekuleerida, et TA siisteemidele
rakenduv valik voib olla pohjuseks, miks mitmed kromosomaalsed TA lookused kodeerivad
toksiine, mille toksilisus on madal vdi puudub sootuks (Ramage et al., 2009; Tamman et al.,

2014).

Eelnevalt Luup (2017) poolt Idbi viidud uuringus kontrolliti hiipoteesi, et TA siisteemid on
P. putida’le kasulikud, kuid vdhemalt testitud tingimustel ei tdheldatud, et TA siisteemidel

oleks P. putida’le mingit positiivset efekti.

Kiesoleva uurimistoo eesmirkideks oli:
1) testida hiipoteesi, et kromosomaalsed TA siisteemid on bakterile P. putida kulukad;
2) selgitada moningate P. putida toksiinide toksilisuse mééra.

Mboélemale kiisimusele vastamiseks viidi 1dbi  konkurentsikatsed, kus vorreldi
deletsioonmutante metsiktiivega. Juhul kui TA siisteemide puudumisel bakterile iildse
mingisugune mdju on, siis pikaajaline konkurentsikatse peaks olema piisavalt tundlik, et seda
nihtavale tuua. Samuti eeldasime, et konkurentsikatse antitoksiini deletsioontiivedega

vOimaldab selgitada kas teatud toksiinid on inaktiivsed voi vidhemalt osaliselt aktiivsed.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud sootmed, bakteritiived ja plasmiidid

Toos kasutatud bakteritiived on toodud Tabelis 1. S66tmena kasutati LB (lysogeny broth)

soodet (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl). Tardsootme saamiseks lisati

sootmesse agarit 15 g/l. Baktereid kasvatati temperatuuril 30°C. Vedels6otmes kasvatamisel

aereeriti kultuure loksutil. Tiivede selektsiooniks kasutati antibiootikume kanamiitsiin (Km;

50 pg/ml), streptomiitsiin (Sm; 200 pg/ml) ja bensiiiilpenitsilliin (Bp; 1,5 mg/ml).

Antibiootikumistressi tekitamiseks lisati LB vedelsootmele kas bensiiiilpenitsilliini (Bp; 150

png/ml), tsiprofloksatsiini (Cipro; 0,02 pg/ml), nitrokinoliini (NQO; 40 uM) voi parakvaati

(Para; 2 pg/ml).

Tabel 1. Toos kasutatud P. putida tiived ja plasmiidid

Bakteritiivi Iseloomustus Viide allikale
Pseudomonas putida
PaW85 (metsiktiivi; isogeenne tdielikult
PaWS5Tn7Km sekveneeritud ‘P. putida K.T244(.). tiivega (Ba‘yle.)./ et Sirli Rosendahl
al., 1977)), mille genoomi on viidud kanamiitsiini
resistentsusgeen
PaW85Tn7Sm PaW85 (Bayley et al., 1977), mille genoomi on Sirli Rosendahl
viidud streptomiitsiini resistentsusgeen
PaW85 mitmikdeletsioonimutant, millest on
AL3TA eemaldatud 13 TA siisteemi (Luup, 2017)
A13Tn7Km A13TA, mille genoomi on viidud kanamiitsiini Sirli Rosendahl
resistentsusgeen
A13Tn7Sm A13TA, mille genoomi on viidud streptomiitsiini Sirli Rosendahl
resistentsusgeen
PaW85, millest on eemaldatud antitoksiini mgsA .
AmgsA (PP4204) geen Hedvig Tamman
AmazE PaW85, millest on eemaldatud antitoksiini mazE Hedvig Tamman

(PPO770) geen

PaW85, millest on eemaldatud antitoksiini re/B

A1268 (ArelB) (PP1268) geen Rita Horak
A1479 (AhicB-1) PaW85, millest on eemgicéertltud antitoksiini PP1479 Rita Horak

AmqgsA_Tn7Km

AmgsA, mille genoomi on viidud kanamiitsiini
resistentsusgeen

Kiesolev t60

AmgsA_Tn7Sm

AmgsA, mille genoomi on viidud streptomiitsiini
resistentsusgeen

Kiesolev t60
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AmazE_Tn7Km

AmazE, mille genoomi on viidud kanamiitsiini
resistentsusgeen

Kiesolev t60

AmazE_Tn7Sm

AmazE, mille genoomi on viidud streptomiitsiini

Kiesolev t60

resistentsusgeen

A1268(relB), mille genoomi on viidud

SOV Kéesolev t66
kanamiitsiini resistentsusgeen

A1268(relB)_Tn7Km

A1268(relB), mille genoomi on viidud

o . Kiesolev to0
streptomiitsiini resistentsusgeen

A1268(relB)_Tn7Sm

A1479, mille genoomi on viidud kanamiitsiini

. Kiesolev too
resistentsusgeen

A1479_Tn7Km

A1479, mille genoomi on viidud streptomiitsiini

A1479_Tn7Sm Kiesolev too

resistentsusgeen
Plasmiidid
pBK-miniTn7-QSm miniTn7Sm transposooni sisaldav plasmiid (Koch et al., 2001)
pminiTn7-Km miniTn7Km transposooni sisaldav plasmiid Rita Horak
pUXBF13 Abiplasmiid, mis kodeerib Tn7 transpositsiooniks (Bao et al., 1991)

vajalikke valke (Ampr mob-)

2.2.2. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
PCR-i1 kasutasin miniTn7 transposooni insertsiooni kontrollimiseks glmS lookusesse ja
sekveneerimise tarbeks proovide ettevalmistamisel, et oleks vdimalik kontrollida toksiini

jarjestuse terviklikkust.

PCR-i matriitsina kasutasin bakterirakke. Uhe reaktsiooni maht oli 20 pl. Lisaks matriitsile
sisaldas reaktsioonisegu: 1 x PCR-i puhvrit (7,5 mM Tris-HCI (pH 8,8)), 2,5 mM MgCl, 0,2
mM dNTP, 0,5 iihikut Taq DNA poliimeraasi ja molemat praimerit kontsentratsioonis

10 pmol. Praimeritena kasutatud oligonukleotiidid on toodud Tabelis 2.
PCR-i reaktsioon koosnes 25 tsiiklist ja sisaldas jargnevaid etappe:

1) 96°C juures, 1 minut;
2) 56°C, 30 sekundit;
3) 72°C, siinteesiaeg soOltus amplifitseeritava ala pikkusest ja kasutatud poliimeraasist

arvestusega, et Taq poliimeraas siinteesib 1000 nukleotiidi minutis.

Esimesele tsiiklile eelnes 2-minutiline eelkuumutus 96°C juures rakkude 1ohkumiseks ja
parast 25. tsiiklit jdargnes pooleliolevate fragmentide 10puni siinteesimiseks 2-minutiline

lisasiintees temperatuuril 72°C.
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Tabel 2. Toos kasutatud praimerid

Nimetus

Nukleotiidne jarjestus (5°—3’)

Kus kasutati

Tn7GImS

AATCTGGCCAAGTCGGTGAC

PCR antibiootikumi
resistentsusgeeni kandva
miniTn7 transposooni
insertsiooni kontrollimiseks.

Tn7R109

CAGCATAACTGGACTGATTTCAG

PCR antibiootikumi
resistentsusgeeni kandva
miniTn7 transposooni
insertsiooni kontrollimiseks.

769Hind

GCTAAGCTTGTACAAACTGGGTGTG

Tiivedes AmazE_Tn7Km ja
AmazE_Tn7Sm toksiini geeni
mazF sekveneerimiseks

7T72BHI

ACGGATCCTTGATGGAACGCACGAT

Tiivedes AmazE_Tn7Km ja
AmazE_Tn7Sm toksiini geeni
mazF sekveneerimiseks

1267Hind

TTAAAGCTTGCTGATGCATGCGTATTAG

Tiivedes A1268_Tn7Km ja

A1268_Tn7Sm toksiini geeni
PP 1267 sekveneerimiseks

1269Bam

AGGGATCCTCTGCCAAGGATTCCAA

Tiivedes A1268_Tn7Km ja

A1268_Tn7Sm toksiini geeni
PP 1267 sekveneerimiseks

1479Eco

GTGAATTCGAGAATCGAATCCGCCT

Tiivedes A1479_Tn7Km ja
A1479_Tn7Sm toksiini geeni
PP_1480 sekveneerimiseks

1480Bam

AAGGATCCAACGACTCCAACTACGG

Tiivedes A1479_Tn7Km ja
A1479_Tn7Sm toksiini geeni
PP_1480 sekveneerimiseks

4204 Acc

TGGGTACCAGAACTGGTTCGGTGG

Tiivedes AmgsA_Tn7Km ja
AmgsA_Tn7Sm toksiini geeni
mgqsR sekveneerimiseks

4205Sal

TCGTCTTCCTCAACATTGGC

Tiivedes AmgsA_Tn7Km ja
AmqsA_Tn7Sm toksiini geeni
mgqsR sekveneerimiseks

2.2.3. Geelelektroforees

PCR-i produkte analiiiisisin geelelektroforeesil. Selleks lisasin 5-20 pl-le PCR produktile 4 pl

foreesivirvi (0,04% broomfenoolsinine, 50% gliitserool) ja kandsin proovid 1%-lisele

etildiumbromiidi (0,33 pg/ml) sisaldavale agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM Tris-

atsetaat; 1| mM EDTA pH 8,2). DNA fragmentide suuruse hindamiseks kasutasin firma
Thermo Scientific markerit DNA loading DYE.

Elektroforees toimus pingel 135 V. DNA visualiseeriti UV valguses.
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2.2.4. Bakterite elektroporatsioon
P. putida kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati rakke ette iile6d (~ 20 h) 5 ml LB
vedelsodtmes temperatuuril 30°C. Ulevo kultuurist tsentrifuugiti kokku 350 pl rakke (1 min,

15 000 rpm). Rakke pesti 1 ml 300 mM sahharoosiga kolm korda.

Rakkudele lisati DNA ja segu tosteti elektroporatsioonikiivetti. Rakud elektroporeeriti firma
BIO RAD elektroporaatoriga E. coli Pulser pingel 2500 V ja pesti seejirel kiivetist vilja 1 ml
LB vedelsootmega. Rakke kasvatati 30°C loksutil kolm tundi. Pirast seda plaaditi rakud

selektiivsootmele.

2.2.5. Bakterite mirgistamine resistentsusgeeniga
Mirgistasin antitoksiini deletsioontiived kanamiitsiini ja streptomiitsiini resistentsusgeeniga.
Kasutasin varasemalt Rita Horaku ja Hedvig Tammani poolt konstrueeritud antitoksiini
deletsioonmutante: AmqsA, AmazE, A1268 ja A1479 (Tabel 1). Iga antitoksiini deletsioontiive
baasil konstrueerisin kaks antibiootikumiresistentsusega mutanti: iiks kanamiitsiini ja teine

streptomiitsiini resistentsusega. T00s konstrueeritud tiived on toodud Tabelis 1.

Kanamiitsiini v0i streptomiitsiini resistentsusgeen viidi bakteri glmS lookusesse, kasutades
vastavat resistentsusgeeni kandvat Tn7 minitransposooni sisaldavat plasmiidi ja abiplasmiidi
(Tabel 1, Plasmiidid). Selleks lisati kompetentsetele rakkudele ~0,5 pg Tn7 minitransposooni
sisaldavat plasmiidi pBK-miniTn7-QSm v6i pminiTn7-Km ja ~0,5 pg abiplasmiidi
pUXBF13, mis viidi rakkudesse elektroporatsiooni teel. Abiplasmiid kodeerib valke, mis

voimaldab minitransposoonil plasmiidist genoomi transponeeruda.

Pérast elektroporeerimist kasvatati rakke 30°C loksutil kolm tundi, et oleks aega
ekspresseerida abiplasmiidilt minitransposooni liitkumiseks vajalikud valgud ja et
minitransposoon jouaks genoomi siseneda. Seejarel plaaditi rakud Km vdi Sm tassidele ja
jaeti iile6o kasvama temperatuurile 30°C. Jargnevalt kiilvati miniTn7 transpsooni sisaldavad
mutandid paralleelselt bensiiiilpenitsilliini ja kanamiitsiini vOi streptomiitsiini tassidele ning
valiti vélja bensiililpenitsilliini suhtes tundlikud (plasmiidi mittesisaldavad bakterid) ning
streptomiitsiini vOi kanamiitsiini suhtes resistentsed kolooniad. MiniTn7 sisenemist glmsS

lookusesse kontrolliti PCR-ga ja toksiini geeni jirjestuse terviklikkust sekveneerimisega.

2.2.6. Sekveneerimine
Sekveneeritavaid PCR produkte toodeldi PCR-ist kasutamata jddnud nukleotiidide ja
praimerite eemaldamiseks firma Thermo Scientific eksonukleaasiga (Exo I; 2,5 U/ul) ja

aluselise fosfataasiga (SAP; 1 U/ul; Thermo Scientific) 30 minutit temperatuuril 37°C.
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Seejarel inaktiveeriti ensiiiimid 15 minuti jooksul temperatuuril 80°C. Sekveneerimiseks
valmistati proovid ette Big Dye Terminator v3.1 CycleSequencing Kit'iga (Applied
Biosystems) kasutades tootjafirma modifitseeritud protokolli (J. Parik). Reaktsioonisegu
I6ppmaht oli 10 ul ja see sisaldas 1 pl eelnevalt toodeldud PCR produkti, 0,7 pl Big Dye
premix’i, 2 pl 5 x lahjenduspuhvrit (200 mM Tris pH 9,0; 6 mM MgCl,), 2 pmol praimerit ja

16ppmahuni deioniseeritud vett. Reaktsioon koosnes 30 tsiiklist ja sisaldas jargmisi etappe:

1) 95°C, 15 sekundit;
2) 50°C, 10 sekundit;
3) 60°C, 45 sekundit.

Seejdrel sadestati reaktsioonisegust DNA 2 ul dekstraani ja 30 ul 96% etanooliga 10 minuti
jooksul temperatuuril -20°C. Sadet pesti kaks korda 150 pl 80% etanooliga ning vdeti iiles
10 pl-s 100%-lises formamiidis. Kasutati Eesti Biokeskuse tuumiklabori sekveneerimisteenust
ja  DNA sekveneeriti Applied Biosystems 3730x1 kapillaarsekvenaatoriga. Saadud
nukleotiidseid jérjestusi analiiiisisin  programmidega BioEdit 7.0.9.1 ja BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.7. Konkurentsikatsed
Konkurentsikatse tarbeks kasvatati 5 ml LB vedels6otmes 30°C loksutil iile66 (~20 h) ette
P. putida algse ja A13TA tiivede rakud. Ettekasvatatud rakukultuuride optiline tihedus
moddeti lainepikkusel 580 nm ja tiived segati kokku ODsgo jdrgi suhtes 1:1. Saadud
segakultuuriga inokuleeriti 5 ml LB vedelsoodet, lahjendades baktereid 10 000 korda.
Segakultuure kasvatati 30°C loksutil. Tiivede konkurentsivdimekuse hindamiseks
stressitingimustes kasvatati baktereid LB vedelsootmes, millele oli lisatud erinevaid
kemikaale: bensiiiilpenitsiliin (150 pg/ml), tsiprofloksatsiin (0,02 pg/ml), nitrokinoliin
(40 uM),  parakvaat (2 ug/ml). Kasutasin  subinhibitoorseid  antibiootikumide
kontsentratsioone, mis olid eelnevalt selgeks tehtud katsetes P. putida’ga Sirli Rosendahli

poolt.

Segakultuuridest tegin iile pdeva 10 000-kordse lahjenduse virskesse 5 ml LB so6tmesse. Iga
nelja pdeva jarel madrasin LB+Km (50 pg/ml) ning LB+Sm (200 pg/ml) tassidel P. putida
algse tiive ja deletsioontiive kolooniaid moodustavate ithikute arvu (CFU). Katse kestis 20-24

péaeva.
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2.2.8. Statistiline andmetootlus
Selleks, et testida katses nihtud tiivede erinevuse statistilist olulisust iile kdigi ajapunktide
(kas iihe tiive puhul on kolooniaid moodustavaid iihikuid keskmiselt iile kdigi ajapunktide
rohkem, kui teise tiive puhul), viidi 1dbi kahefaktoriline dispersioonanaliiiis. Tiivede erinevust

CFU-de arvu osas konkreetsetes katsepunktides hinnati Wilcoxoni astaksummatestiga.

Statistiline andmeto6tlus viidi 1dbi tarkvarapaketiga R.
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2.3. Tulemused

2.3.1. 13 TA siisteemi puudumine ei mojuta oluliselt P. putida konkurentsivoimet ei
rikkas so0tmes ega ka antibiootikumistressi tingimustes
Kontrollimaks, kas TA siisteemid mojutavad P. putida konkurentsivoimekust, kasvatasin P.
putida A13TA mitmikdeletsioonmutanti ja metsiktiive 1:1 segakultuuris. Uks tiivi oli
mirgistatud kanamiitsiini ja teine streptomiitsiini resistentsusgeeniga. Selleks, et vilistada
resistentsusgeeni moju tulemustele, olid tiived mirgistatud molemat pidi ja alati oli

katseseerias paralleelselt kaks segakultuuri, kus olid:

e streptomiitsiini-resistentne metsiktiivi ja kanamiitsiini-resistentne deletsioontiivi
(wt Sm:A13Km);
e kanamiitsiini-resistentne metsiktiivi ja streptomiitsiini-resistentne deletsioontiivi

(wt Km:A13Sm).

Kokultiveerimiskatsed viidi 1dbi nii LB vedels6otmes kui ka LB vedelsoOtmes erinevate

kemikaalide juuresolekul (Joonised 4 - 6). Katsed kestsid 20-24 péeva.

LB sootmes tegin nii wt Sm:A13Km kui wt Km:A13Sm segakultuuridega kaks soltumatut
katseseeriat, seega kokku neli soltumatut katset. Tulemused ei nédidanud iihelgi juhul, et 13
TA siisteemi puudumine bakterite konkurentsivoimekust oluliselt mdjutaks, kusjuures tihtis
polnud ka millise resistentsusgeeniga olid tiived mirgistatud (Joonis 4). Uhes katses (Joonis
4A) ei olnud kahe tiive konkurentsivoimekuses statistiliselt olulist vahet (mdlema tiive puhul
on kolooniaid moodustavaid iihikuid keskmiselt iile kdigi ajapunktide sama palju). Kolmes
katses neljast tdheldati A13TA tiive mdningast konkurentsieelist algse tiive ees (Joonis 4,
paneelid B-D), aga kuna neis katsetes oli statistiliselt oluline erinevus mooddetav vaid mones
katsepunktis, siis jdreldan, et toitaineterikkas LB so0tmes kasvamisel pole kromosomaalsed
TA siisteemid bakterile P. putida oluliselt kulukad. Siiski ei saa vélistada voimalust, et 13 TA
siisteemi puudumine voib anda bakterile vdikese konkurentsieelise, sest punktides, kus kahe
tive konkurentsivOimes statistilist erinevust nahti, oli eelis alati A13TA tiivel, kuid selle

oletuse kinnitamiseks tuleks katseid korrata.
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Joonis 4. 13 TA siisteemi ei méjuta oluliselt P. putida konkurentsivoimet. Kanamiitsiini voi
streptomiitsiini resistentsusgeenidega mérgistatud P. putida algset (wt Sm v6i wt Km) ja A13TA tiive
(d13 Km v&i d13 Sm) kasvatati 20 pdeva segakultuuris temperatuuril 30°C LB so6tmes. Iga kahe pdeva
jarel kiilvati segakultuur edasi virskesse sOOtmesse ja iga nelja pédeva jdrel midrati kummagi tiive
kolooniaid moodustavate iihikute arv (CFU/ml). Esitatud on nelja paralleeli keskmine ja standardhilve.
Tehti kaks soltumatut katseseeriat (paneelid AB ja CD). Tdrniga margitud katsepunktides on kahe tiive

osakaalud statistiliselt oluliselt erinevad (Wilcoxoni astaksumma test, p < 0,05).

Antibiootikumistressi tekitamiseks lisati LB so6tmele erinevaid kemikaale subinhibitoorses
kontsentratsioonis:  bensiililpenitsilliini  (Bp; 150 pg/ml), tsiprofloksatsiini  (Cipro;
0,02 pg/ml), nitrokinoliini (NQO; 40 uM) voi parakvaati (Para; 2 pg/ml). Iga
antibiootikumiga tegin iihe katseseeria. Sarnaselt LB so6tmes kasvatamisele, ei ilmnenud ka
tsiprofloksatsiini ega nitrokinoliiniga rikastatud LB so6tmes kasvamisel, et 13 TA siisteemi
puudumine oleks bakterite konkurentsivdoimet oluliselt mdjutanud, kuna ka siin piisis kahe
tilve suhe segakultuuris enamvihem muutumatuna (Joonis 5). Siiski tuleb mirkida, et kahe
katse mones ajapunktis oli tdheldatav statistiliselt oluline erinevus tiivede osakaalus,
kusjuures viike konkurentsieelis oli jidllegi A13TA tiivel (Joonis 5, paneelid B ja C). Kuna aga
valdavalt jdi segakultuurides tiivede suhe ka nitrokinoliini ja tsiprofloksatsiini stressi juures
muutumatuks ja tuvastatud statistiliselt olulised erinevused olid viikesed, vOib sellest
jareldada, et ka vastavate antibiootikumide stressi juures ei ole kromosomaalsed TA

siisteemid P. putida jaoks ei kulukad ega kasulikud.
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Joonis 5. 13 TA siisteemi puudumine ei mgjuta nitrokinoliini ega tsiprofloksatsiini stressi puhul
oluliselt P. putida konkurentsivoimet. Kanamiitsiini v3i streptomiitsiini resistentsusgeenidega mérgistatud
P. putida algset (wt Sm voi wt Km) ja A13TA (d13 Sm voi d13 Km) tiive kasvatati 20 (NQO) voi 24
(Cipro) pdeva segakultuuris temperatuuril 30°C LB sootmes, millele oli stressi tekitamiseks lisatud
nitrokinoliini (NQO, 40 uM; paneelid A ja B), vdi tsiprofloksatsiini (Cipro, 0,02 pg/ml; paneelid C ja D).
Iga kahe pédeva jdrel kiilvati segakultuur edasi virskesse soOtmesse ja iga nelja pdeva jidrel médrati
kummagi tiive kolooniaid moodustavate tihikute arv (CFU/ml). Esitatud on nelja paralleeli keskmine ja
standardhédlve. Kummagi antibiootikumiga viidi lébi iiks katseseeria. Tdrniga mérgitud katsepunktides on

kahe tiive osakaalud statistiliselt oluliselt erinevad (Wilcoxoni astaksumma test, p < 0,05).

Bensiiiilpenitsilliini ja parakvaadi stressi puhul olid tulemused vastuolulised (Joonis 6).
Bensiiiilpenitsilliini stressi juures kasvades langes iihes katses esmalt wt Sm tiive osakaal, ent
katse 10pus tundus eelis olevat just wt Sm tiivel (Joonis 6A). Seejuures oli tiivede
paariviisilisel hindamisel neljas katsepunktis seitsmest tuvastatud erinevus CFU-de arvus
statistiliselt oluline (Joonis 6A). Kuna teises katses tiivede konkurentsivoimes statistilist
erinevust ei olnud (Joonis 6B), siis ilmselt polegi tegelikkuses tiivede konkurentsivoimes
erinevusi. Voib spekuleerida, et kdikumine esimeses katses voib olla juhuslik voi on nédhtav
hoopis katse kdigus wt Sm tiivega toimunud mutatsiooni efekt. Pohjalikumate jéarelduste

tegemiseks tuleks antud katset korrata.

Ka parakvaadi stressi puhul olid tulemused vastuolulised, andes iihel juhul arvestatava
konkurentsieelise metsiktiivele (Joonis 6C), mis voiks viidata sellele, et TA siisteemide

olemasolu on P. putida’le parakvaadistressi talumisel oluline. Samas oli teises katses viike
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konkurentsieelis deletsioontiivel (Joonis 6D), mis voOib viidata sellele, et TA siisteemid
voiksid bakterile koormaks olla. Kuna parakvaadiga viidi 14bi ainult iiks katseseeria ja see
andis vastuolulised tulemused, siis jdrelduste tegemiseks tuleks katseid korrata ning seejuures

voiks testida ka teistsuguseid parakvaadi kontsentratsioone.
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Joonis 6. 13 TA siisteemi puudumisel on tulemused P. putida konkurentsivoimele bensiiiilpenitsilliini
ja parakvaadi stressi puhul vastuolulised. Kanamiitsiini vOi streptomiitsiini resistentsusgeenidega
margistatud P. putida algset (wt Sm vdi wt Km) ja A13TA tiive (d13 Sm v&i d13 Km) kasvatati 20 (Para)
voi 24 (Bp) pédeva segakultuuris temperatuuril 30°C LB so6tmes, millele oli stressi tekitamiseks lisatud
bensiiiilpenitsilliini (Bp, 150 pg/ml; paneelid A ja B) v6i parakvaati (Para, 2 pg/ml; paneelid C ja D). Iga
kahe pédeva jarel kiillvati segakultuur edasi virskesse sodtmesse ja iga nelja pdeva jdrel médrati kummagi
tive kolooniaid moodustavate ithikute arv (CFU/ml). Esitatud on nelja paralleeli keskmine ja
standardhélve. Viidi 1dbi iiks katseseeria. Tédrniga mairgitud katsepunktides on kahe tiive osakaalud

statistiliselt oluliselt erinevad (Wilcoxoni astaksumma test, p < 0,05).

Kokkuvaétlikult voib delda, et minu katsete tulemused ei toeta hiipoteesi, et kromosomaalsed
TA siisteemid oleksid bakterile P. putida kulukad, kuna 13-ne TA siisteemi puudumine ei
andnud A13TA tiivele olulist konkurentsieelist algse tiive suhtes. Kuigi oli nidha statistiliselt
olulisi erinevusi moningates katsepunktides, olid ndhtud erinevused viikesed ja valdaval osal
juhtudest piisis konkurentsikatse viltel tiivede vahekord segakultuuris samal tasemel. Seega
jareldan, et vaatluse all olnud 13 TA siisteemi ei ole bakterile otseselt vajalikud, kuid samas ei

ole ka oluliseks koormaks. Siiski peab vilja tooma, et moningatel juhtudel tuleks
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pohjalikumate jiarelduste tegemiseks katseid korrata, kuna saadud tulemused olid

vastuolulised (katsed bensiiiilpenitsilliini ja parakvaadiga).

2.3.2. P. putida operonide PP0770-0771 (mazEF), PP1480-1479 (hicAB-1) ja PP1268-
1267 (relBE) kodeeritavad toksiinid on inaktiivsed

Laboris eelnevalt ldbi viidud katsed P. putida mutantidega, mille PP0770-0771 (mazEF),
PP1480-1479 (hicAB-1) voi PP1268-1267 (relBE) lookustest oli eemaldatud antitoksiini geen
viitasid, et nende TA siisteemide toksiinid on inaktiivsed (Luup, 2017; Rosendahl,
publitseerimata andmed). Selleks, et selgitada nende TA siisteemide toksilisuse maééra,
otsustasime ldbi viia konkurentsikatsed, mis oma tundlikkuse tOttu vOiksid vélja tuua ka
toksiini viikese moju (juhul, kui toksiin pole pdris inaktiivne). Kontrollina kaasasin katsesse
ka MgsRA TA siisteemi, mille puhul on teada, et vastav operon kodeerib funktsionaalset

modduka toksilisusega toksiini (Luup, 2017; Tamman, publitseerimata).

Mirgistasin AmazE, AhicB-1 (A1479), ArelB (A1268) ja AmgsA antitoksiini deletsioontiived
kanamiitsiini ja streptomiitsiini resistentsusgeeniga (Tabel 1). Analoogselt katsetele A13TA
tiivega, olid ka siin resistentsusgeeni efekti vilistamiseks tiived margistatud molemat pidi.
Kontrollimaks, kas hiipotees MazF, HicA-1 ja RelB toksiinide inaktiivsusest vastab tdele,
viisin P. putida antitoksiini deletsioonmutandi ja metsiktiive 1:1 segakultuuris 1dbi

konkurentsikatsed (Joonis 7).

Nii AhicB-1 (A1479) kui ka AmazE antitoksiinimutandiga viisin ldbi iihe katseseeria.
Kummagi mutandi puhul ei olnud véimalik tuvastada deletsioontiive paremust ega halvemust
algse tiive suhtes (Joonis 7A-D). AhicB-1 puhul ei olnud kummaski katses tiivede
konkurentsivoimes statistilist erinevust (Joonis 7, paneelid C ja D). AmazE puhul oli iihel
juhul tuvastatav statistiline erinevus iihes katsepunktis (Joonis 7A), kuid seejuures oli
erinevus viga viike ja teises katses (Joonis 7B) tiivede konkurentsivoimes statistilist vahet ei

olnud.

ArelB (A1268) mutandiga viisin 1idbi kaks sdltumatut katseseeriat, mille tulemused ei olnud
tihesed. Kui esimese katseseeria iihes katses tundus viike konkurentsieelis olevat algsel tiivel
(Joonis 7E), siis korduskatseseerias kummalgi tiivel konkurentsieelist ei olnud (Joonis 7,
paneelid G ja H).

Nendest tulemustest jiareldan, et lookuste PP0770-0771 (mazEF), PP1480-1479 (hicAB-1) ja
PP1268-1267 (relBE) kodeeritavad toksiinid MazF, HicA-1 ja RelE on kas inaktiivsed vdi on
nende ekspressioonitase antud katsetingimustes viga madal.
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Joonis 7. P. putida antitoksiinide MazE, HicB-1 ja RelB deleteerimine ei mojuta bakterite
konkurentsivoimet. Kanamiitsiini v0i streptomiitsiini resistentsusgeenidega méirgistatud P. putida algset
(wt Sm vdi wt Km) ja antitoksiini deletsioontiive (dmazE Sm v6i dmazE Km, dhicB-1 Sm vdi dhicB-1 Km,
drelB Sm voi drelB Km) kasvatati 20-24 pdeva segakultuuris temperatuuril 30°C LB s66tmes. Iga kahe
pdeva jdrel kiilvati segakultuur edasi virskesse sootmesse ja iga nelja pédeva jarel médrati kummagi tiive
kolooniaid moodustavate iihikute arv (CFU/ml). Esitatud on nelja paralleeli keskmine ja standardhilve.
AmazE ja AhicB-1 tiivedega viidi l4bi iiks katseseeria, ArelB tiivega viidi 1dbi kaks sdltumatut katseseeriat.
Tdrniga mirgitud katsepunktides on kahe tiive osakaalud statistiliselt oluliselt erinevad (Wilcoxoni

astaksumma test, p < 0,05).
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Kuna eelnevalt oli teada, et MgsR on aktiivne toksiin, siis oli ootuspédrane, et kontrollkatsed
MgsA antitoksiini suhtes deletantse AmgsA tiivega nditasid MqsR toksiini mdju bakteri
kohasusele — algsel tiivel oli selge konkurentsieelis AmqgsA tiive suhtes (Joonis 8).
Streptomiitsiini resistentsusgeeni kandev AmqsA tiivi konkureeriti 12-ndaks pédevaks algse
tilve poolt vilja (Joonis 8B). Kanamiitsiini resistentsusgeeni kandva AmgsA tiive arvukus
langes aeglasemalt, kuid samuti kindlalt (Joonis 8A). Oletasin, et erinevus AmgsA_Sm ja
AmqsA_Km tiivede konkurentsivoimekuses voOib tulla mutatsioonist toksiini geenis.
Kasutatud tiivede sekveneerimisel ilmneski, et AmgsA_Km tiivel oli toksiini kodeerivas
jarjestuses mutatsioon — 8 nukleotiidi pikkune duplikatsioon, mis ilmselt vihendas toksiini
toksilisust (Joonis 8A). Seega kinnitasid katsetulemused AmgsA tiivedega, et mgsRA operon

kodeerib toesti aktiivset toksiini.

A
1.E+10 * * * 1.E+10 * x %
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Joonis 8. P. putida toksiin MgsR on toksiline. Kanamiitsiini vi streptomiitsiini resistentsusgeenidega
mirgistatud P. putida algset (wt Sm voi wt Km) ja AmgsA tiive (dmgsA Sm voi dmgsA Km) kasvatati 20
pdeva segakultuuris temperatuuril 30°C LB sootmes. Iga kahe pideva jirel kiilvati segakultuur edasi
virskesse sootmesse ja iga nelja pdeva jarel méddrati kummagi tiive kolooniaid moodustavate tihikute arv
(CFU/ml). Esitatud on nelja paralleeli keskmine ja standardhilve. Viidi ldbi iiks katseseeria. Térniga
mirgitud katsepunktides on kahe tiive osakaalud statistiliselt oluliselt erinevad (Wilcoxoni astaksumma

test, p < 0,05).
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2.4. Arutelu

TA siisteemid on bakterite genoomides viga levinud (Harms et al., 2018; Leplae et al., 2011;
Pandey ja Gerdes, 2005). Seejuures voib individuaalse bakteri genoomis leiduda kiimneid voi
isegi enam kui sada TA siisteemi (Akarsu et al., 2019; Ramage et al., 2009; Sala et al., 2014).
Kui plasmiidsete TA siisteemide bioloogiliseks funktsiooniks on teadaolevalt plasmiidi
sdilitamine rakus (Gerdes et al., 1986% Ogura ja Hiraga, 1983), siis kromosomaalsete
siisteemide funktsiooni osas iihesele seisukohale joutud ei ole. Kromosomaalsetele TA
siisteemidele on vilja pakutud mitmeid funktsioone ja valdavalt seostatakse neid iihel voi
teisel moel bakteri stressitaluvuse tdstmisega. Saadud tulemused on oma loomult aga moneti
teoreetilised, sest enamasti on TA siisteemide moju uuritud bakteritiivedega, millel on
antitoksiini geen deleteeritud vOi kus toksiine ekspresseeritakse ile. Teisalt lisab
kromosomaalsete TA siisteemide funktsioonide selgitamisel kiisimérke asjaolu, et vaatamata
sellele, et paljud TA siisteemid kodeerivad aktiivseid valke, pole enamasti operoni
eemaldamisel bakterile mingit mdju tdheldatud. Seega viitavad TA siisteemide paljusus
bakterite genoomides ning erinevate uuringute tulemused {iihest kiiljest sellele, et
kromosomaalsed TA siisteemid on bakterile kuidagi kasulikud — kodeeritakse aktiivseid
valke, jarelikult voiks seda ka millekski vaja minna. Teisest kiiljest aga viitaks bakteri no
iikskdiksus TA operoni deleteerimise suhtes justkui sellele, et bakterile ei ole TA

siisteemidest ei kasu ega ka kahju.

2.4.1. Kromosomaalsete TA siisteemide kulukus bakterile P. putida
P. putida TA siisteemide osas 1idbi viidud uuringud niitavad, et valdav osa P. putida TA
siisteeme on funktsionaalsed ja kodeerivad aktiivset toksiini (Ainelo et al., 2016; Luup, 2017;
Tamman et al., 2014; Rosendahl, publitseerimata). Lisaks on teada, et P. putida toksiin GraT
mojutab bakteri kohasust, aga vaid juhul kui antitoksiini geen on kromosoomist eemaldatud

(Tamman et al., 2014).

Kirjanduses on spekuleeritud, et TA siisteemid voivad toimida siinergiliselt ja mitme TA
siisteemi deleteerimisel voib olla bakteri kohasusele kumulatiivne efekt (Yamaguchi ja
Inouye, 2011). Selles osas kirjandusest leitavad véited on siiski vastuolulised: kui Tsilibaris et
al. (2007) leidsid, et viie TA siisteemi puudumine ei modjuta E. coli kohasust ja
stressitolerantsust, siis Kim et al. (2009) poolt ldbi viidud uuringus on joutud vastupidiste
jareldusteni — katsetes, kus uuriti biofilmi moodustamist, leiti, et viie TA siisteemi puudumine
mojutab E. coli biofilmi moodustamise voimet. Luup (2017) puudutas oma t60s samuti

kiisimust mitmete TA siisteemide olulisusest ja jdreldas, et 13 TA siisteemi puudumine P.
39



putida kohasusele ega stressitaluvusele olulist moju ei avalda ning kui mdju iildse on, siis on
see kas viga viike vO1 ilmneb vaid teatud stressitingimustel. Seega toetavad Luup (2017) P.
putida’s saadud tulemused pigem Tsilibaris et al. (2007) E. coli’ ga tehtud katsete jdreldust, et

TA mitmikmutandi kohasus pole metsiktiivega vorreldes oluliselt muutunud.

Kiesolevas t60s analiilisisin kromosomaalsete TA siisteemide vdimalikku kulukust bakterile
P. putida konkurentsikatsete varal, kuna konkurentsikatse suur tundlikkus voiks TA
stisteemide (vOi nende puudumise) vidikese mdju vilja tuua. Katsetulemused A13TA tiive ja
algse tlivega viitavad aga, et 13 TA siisteemi ei ole P. putida’le kulukad, sest vihemalt antud
katsetingimustel ei andnud 13 TA siisteemi puudumine bakterile olulist konkurentsieelist ei
rikkas sootmes (LB) (Joonis 4) ega antibiootikumistressi (NQO, Cipro) korral (Joonis 5).
Parakvaadiga ja bensiiiilpenitsilliiniga tehtud katsed AI3TA ja algse tiivega andsid
vastuolulised tulemused. Samas tehti neil tingimustel vaid iiks katseseeria ja seetdttu on

nendest tulemustest jdrelduste tegemine hetkel ennatlik.

Arvestades, et uuritud 13-st TA siisteemi toksiinist on viis toksilised ja neli sdilitanud osalise
aktiivsuse (Luup, 2017; Rosendahl, publitseerimata; Joonis 8), tekib kiisimus, miks ei ole TA
siisteemide eemaldamisel bakteri konkurentsivdimele mdju ndha. Voib-olla pole
kromosomaalsete TA siisteemide eemaldamise mdjusid bakteri kohasusele niha seetdttu, et P.
putida algses tiives ei pididse toksiin kunagi antitoksiini kontrolli alt. Kui antitoksiini on
rakkudes alati rohkem kui toksiini, ei jaa toksiin kunagi iiksi ja ei padse oma miérklauda
inhibeerima. Sestap oleks edaspidi huvitav piilida méaérata bakteris antitoksiini/toksiini
reaalset suhet. Erinevalt plasmiidist ei kao kromosomaalsed geenid iildjuhul kuhugi ja
antitoksiini siintees ei lakka — see oleks modeldav vaid genoomsete mobiilsete elementide,
niditeks profaagide puhul. Siinjuures olekski huvitav mainida, et P. putida TA lookus
PP3899-PP3900, mida pole A13TA tiivest deleteeritud stabiliseerib genoomis profaagi P1 ja
kui see lookus deleteerida, lahkub bakteri genoomist ka profaag (Luup, 2017). Sealjuures
suurendab P1 profaagi genoomist lahkumine P. putida tolerantsust UV kiirguse suhtes (Luup,

2017; Martinez-Garcia et al., 2015).

Kuigi kéesolev uuring nditas, et 13 TA siisteemi ei viahenda olulisel méidral P. putida tldist
konkurentsivéimekust, tuleb siiski vilja tuua, et moningates katsetes vOis nidha pisikest
konkurentsieelist AI3TA mutandil (Joonis 4, paneelid B-D; Joonis 5, paneelid A-D). Nihtud
erinevused olid kiill viikesed, aga see viitab, et mingisugust kulukust TA siisteemide
omamine endas siiski kétkeb. Selguse huvides tuleks aga katseid korrata ja voib-olla testida
seejuures ka erinevaid antibiootikumide kontsentratsioone. Sarnast tendentsi (A13TA

konkurentsieelist) on tdheldatud ka meie laboris 14bi viidud S. Rosendahli teostatud katsete
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puhul, kus vordluses metsiktiivega on konkurentsieelis, juhul kui see esineb, A13TA tiivel
(seitsmest katseseeriast neljas). Samas ei ole A13TA tiive konkurentsieelis iiheski katses
olnud nii suur, et ta suudaks metsiktiive vélja konkureerida (Rosendahl, publitseerimata).
Seega viitavad needki tulemused, et kui ka TA siisteemid vdivad bakteri jaoks kulukad olla,
siis see kulu on viga viike ja mdjutab bakteri kohasust vihe. Siin vOib spekuleerida, et ilmselt
on kromosomaalsed TA siisteemid evolutsioneerunud nii, et nende kahju peremehele oleks

minimaalne.

2.4.2. P. putida TA siisteemide kodeeritavate toksiinide funktsionaalsus
P. putida TA siisteemide kodeeritavate toksiinide funktsionaalsust on késitletud mitmetes
uuringutes. Siiani on nididatud, et graTA operoni kodeeritav toksiin GraT on funktsionaalne ja
mojutab ka bakteri kohasust (Luup, 2017; Tamman et al., 2014). Kirjanduse andmetel on ka
mazEF, mqsRA ja res-xre operonide kodeeritavad toksiinid funktsionaalsed (Miyamoto et al.,

2016; Skjerning et al., 2019; Sun et al., 2017).

Saamaks kinnitust hiipoteesile moningate P. putida TA siisteemide kodeeritavate toksiinide
inaktiivsusest, viidi kdesoleva t60 raames ldbi konkurentsikatsed P. putida TA siisteemide
antitoksiini deletsioonmutantidega. Kontrollimaks, kas toksiin tdesti on inaktiivne, valiti
konkurentsikatse jaoks kolm tiive, mille puhul arvati, et toksiin on inaktiivne (tiived ArelB
(A1268), AhicB-1 (A1479) ja AmazE) (Luup, 2017; Rosendahl, publitseerimata). Kui toksiin
ei oleks inaktiivne, siis konkurentsikatse tundlikkus peaks olema piisav selleks, et ka
viikeseid erinevusi nihtavale tuua. Kontrollina kaasati katsesse MqsRA siisteemi antitoksiini
deletsiooniga AmgqsA tiivi. Kirjandusest on teada, et P. putida mgsRA operon on
funktsionaalne ja kodeerib modduka toksilisusega toksiini, kuna mgsA eemaldamine bakteri
genoomist on vOimalik, kuid see pédrsib monevorra bakterite kasvukiirust ja mojutab
stressitolerantsust (Luup, 2017; Sun et al., 2017). Seega eeldasime, et see tiivi peaks
funktsionaalse toksiini tottu konkurentsikatses kiiresti algse tiive poolt vilja tdorjutama. Seda
ka kidesolevas uurimuses ldbi viidud katsed niitasid, sest antitoksiini deletsiooniga tiivi

konkureeriti metsiktiive poolt ruttu vilja (Joonis 8B).

Konkurentsikatsed antitoksiini deletsioonmutantidega ArelB (A1268) ja AhicB-1 (A1479)
kinnitasid hiipoteesi vastavate toksiinide inaktiivsusest. hicB-I puudumine ei avaldanud
vordluses metsiktiivega bakterite konkurentsivoimele mingit moju (Joonis 7, paneelid C ja D).
relB deleteerimisel vois kahes katseseerias statistilist erinevust ndha vaid iihes katses, kus

vdike konkurentsieelis tundus olevat algsel tiivel (Joonis 7E), kuid kuna iilejadnud kolmes

41



katses algse tiive ja deletsioontiive konkurentsivdoime ei erinenud (Joonis 7, paneelid F-H), siis
jareldan, et nii RelE kui HicA-1 on inaktiivsed voi ekspresseeritakse neid vidga madalal

tasemel.

Seni ainsas P. putida MazEF siisteemi késitlevas artiklis on in vitro katsetes leitud, et MazF
toksiin on funktsionaalne (Miyamoto et al., 2016), kuid meie laboris ldbi viidud in vivo katsed
AmazE antitoksiini mutantidega (Luup, 2017) viitavad, et tegelikkuses P. putida
kromosomaalsest lookusest MazF toksiini kas ei ekspresseerita voi on MazF valk inaktiivne.
Luup (2017) tulemust Kkinnitasid ka kidesoleva katse tulemused, sest antitoksiini
deletsioontiive AmazE ja algse tiive konkurentsivéime ei erinenud (Joonis 7, paneelid A ja B).
Uhtlasi rohutavad kiesoleva to6 ja Luup (2017) katsete tulemused asjaolu, et toksiinide mdju
uurimisel ei tohiks piirduda vaid in vitro katsetega, sest in vitro katses saadud tulemused ei
pruugi in vivo kehtida. Analoogse jiarelduse saab niiteks teha ka P. putida RES-Xre siisteemi
uuringute osas, kus Skjerning et al. (2019) poolt teostati katsed iileekspresseeritud valguga
ning seejuures tehti toksiini toksilisuse tagamiseks muudatusi nii P. putida res geeni
stardikoodonis kui ka Shine Dalgarno jirjestuses. Luup (2017) in vivo katsetes aga xre
deletsioonil bakteri kasvukiirusele mgju ei tdheldatud. Toksiini rudimentaalsest aktiivusest

andis aimu vaid veidi vihenenud antibiootikumitaluvus.

Kokkuvatlikult voib katsetest antitoksiini deletsioontiivedega jireldada, et P. putida toksiinid
MazF, HicA-1 ja RelE on inaktiivsed ja pole tdendoline, et need TA siisteemid bakterile

mingit bioloogilist tdhtsust omaks.
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KOKKUVOTE

Kromosomaalsed toksiin-antitoksiin siisteemid on bakterites laialdaselt levinud. Vaatamata
aastakiimnete pikkusele uurimistoole, ei ole aga siiani kromosomaalsete TA siisteemide
funktsioone tipselt kaardistada suudetud. Uldjuhul seostatakse neid bakterite vastupanuvdime
tostmisega erinevatele stressoritele. Samas on mitmed uuringud ndidanud, et tervete TA
operonide eemaldamine bakterite genoomist ei pruugi bakterite kohasust mojutada. See

tostatab kiisimuse — milleks, kui iildse, on bakteritele TA siisteeme vaja.

Ka P. putida’s 14bi viidud uuringuid niitavad, et kuigi valdav osa P. putida TA operonidest
kodeerivad funktsionaalseid toksiine, siis 13 TA operoni eemaldamine ei mdjuta bakteri

kohasust ega stressitaluvust.

Kuna TA siisteemid on bakteritele potentsiaalselt toksilised, on loogiline eeldada, et TA
geenid on bakterile kulukad ja seega tugeva valikusurve all. Kdesoleva to66 eesmirkideks oli
uurida, kas kromosomaalsed TA siisteemid on bakterile P. putida kulukad ning selgitada ka
moningate P. putida toksiinide toksilisuse médra konkurentsikatses. Uurimistdd tulemusena

saab teha jiargnevad jdreldused:

1) 13 TA siisteemi puudumine ei mojuta oluliselt P. putida konkurentsivdoimet ei rikkas
so0tmes aga ka antibiootikumistressi tingimustes;

2) P. putida operonide PP0770-0771 (mazEF), PP1480-1479 (hicAB-1) ja PP1268-1267
(relBE) kodeeritavad toksiinid on inaktiivsed;

3) P. putida MgsRA siisteem kodeerib aktiivset toksiini.

Seega voib Oelda, et antud uuringu tulemused ei néita, et P. putida’le oleks kromosomaalsed
TA siisteemid otseselt kasulikud (vastasel juhul oleks metsiktiivel AI3TA deletsioontiive ees
niha mingisugust konkurentsieelist), kuid samas ei tundu TA siisteemid antud katse
tulemustele tuginedes ka bakteritele oluliseks koormaks olevat (vastasel juhul oleks pidanud
katsetes niagema AI13TA tiive konkurentsieelist metsiktiive ees). AI3TA mutantidega ldbi
viidud katsete puhul tuleb siiski mirkida, et katsetes, kus iihel tiivel teise suhtes iildse mingit
konkurentsieelist oli voimalik tdheldada, oli enamasti eelis (kuigi véike) just AI13TA tiivel.
Seega ei saa vilistada vOimalust, et TA siisteemide omamine P. putida’le mingil mééral
ikkagi kulukas on. Seega voib kidesoleva uuringu tulemusena 6elda, et vihemalt P. putida
jaoks tundub, et TA siisteemide omamisel ei ole bakteri jaoks otseselt hinda (voi kui, siis on
see hind viike), mis lubab spekuleerida, et valikusurve nende TA siisteemide genoomist

eemaldamiseks on samuti nork.
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The Cost of Chromosomal Toxin-Antitoxin Systems to Pseudomonas putida

Krista Rooni

SUMMARY

Toxin-antitoxin systems (TA systems) are two-component genetic modules that code for a
stable toxin and an unstable antitoxin. The protein toxin, if activated, is capable of inhibiting
cell growth. The antitoxin is a protein or a small noncoding RNA which inhibits the activation
of the toxin, either by direct interaction with the toxin or through transcriptional or
translational regulation of TA module expression (Page and Peti, 2016). Initially, TA systems
were discovered in plasmids where they function as a plasmid maintenance mechanism
(Gerdes et al., 1986%). Plasmid loss results in the rapid degradation of the antitoxin, enabling
toxin activation which leads to cell death or a decreased growth rate. Later on, it was
discovered that TA systems are abundant in bacterial chromosomes (Yamaguchi et al., 2011).
Generally, chromosomal TA systems are thought to be involved in bacterial stress response,
helping bacteria to survive in stressful environments. Nevertheless, the exact functions of the

TA loci are still not fully understood.

The abundance of chromosomal TA loci in bacteria, coupled with the fact that most of the loci
code for functional toxin, gives reason to presume that the TA systems must be of use to the
bacteria. However, several studies have shown that whole TA operons can be removed from
the bacterial genome without having an effect on its fitness (Tamman et al., 2014; Tsilibaris et
al., 2007; Unoson and Wagner, 2008). The studies conducted on P. putida have revealed that
whilst most of the 15 TA operons in P. putida code for functional toxins, the deletion of 13

TA loci does not affect bacterial fitness or stress tolerance (Luup, 2017).

TA systems are potentially toxic for bacteria. Therefore, it is reasonable to assume that the TA
genes are costly for bacteria and as a result under strong selection pressure. The aim of this
research was to determine if chromosomal TA systems are costly for P. putida. In addition,
the range of toxic effects of four P. putida toxins was tested via competition assays. The

results revealed the following:

1) The absence of 13 chromosomal TA systems does not have a significant effect on the
competitiveness of P. putida in rich media (LB) nor in the presence of antibiotic

stress;
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2) The P. putida operons PP0770-0771 (mazEF), PP1480-1479 (hicAB-1) and PP1268-
1267 (relBE) code for non-functional toxins;

3) The P. putida operon mgsRA codes for a functional toxin.

The results indicate that chromosomal TA systems do not seem to be essential for P. putida
but at the same time, TA systems do not appear to be costly for the bacteria, either. In the case
of the experiments with the A13TA deletion strain, it is worth mentioning that in experiments
where any difference in competitiveness was detected, the A13TA mutant seemed to have a
slight competition advantage in relation to the wild type strain. Therefore, the possibility that

TA systems might be somewhat costly for P. putida cannot be ruled out.

The results indicate that for P. putida having chromosomal TA systems is not costly or the
cost of having the systems is very low, which allows to infer that the selective pressure to

remove these systems from the bacteria’s chromosome is low as well.
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