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INFOLEHT

Toksiin-antitoksiin stisteemide mdju Pseudomonas putida kohasusele ja stressitaluvusele

Kromosomaalsete toksiin-antitoksiin susteemide tahtsus bakteri elutegevusele ei ole selge,
kuigi mitmed uuringud viitavad, et nad on olulised stressivastuses. Lisaks on ka viiteid, et
toksiin-antitoksiin susteemid vOivad tOotada Uhtse vorgustikuna. Sellest l&htuvalt oli
kéesoleva t06 eesmérgiks vélja selgitada, kas mitme TA-slsteemi puudumisel Pseudomonas
putida genoomist voiks olla m6ju bakteri kohasusele ja stressitaluvusele. Leiti, et 13
ennustatud TA-susteemi eemaldamisel ei ole olulist efekti ei P. putida kohasusele ega ka
stressitaluvusele. Kuid avastati, et susteemi PP4100-4101 eemaldamisega kaasnevad
polaarsed efektid globaalse transkriptsioonifaktori gacA ekspressioonile ning silisteemi
PP3899-3900 funktsiooniks on profaag P1 stabiliseerimine P. putida genoomis.

Mérksdnad: toksiin-antitoksiin susteem, stressitaluvus, kohasus, Pseudomonas putida
CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

The effects of toxin-antitoxin systems to the fitness and stress tolerance of Pseudomonas
putida

The function of chromosomal toxin-antitoxin systems is not known, but different results
indicate that they are important in stress management. In addition, there are implications that
toxin-antitoxin systems might work synergistically. Based on this, the study aimed to
determine whether the deletion of multiple toxin-antitoxin systems from the genome of
Pseudomonas putida affects the bacteria’s fitness and stress tolerance. It was shown that
deletion of the 13 predicted toxin-antitoxin systems did not have a significant effect on the
fitness and stress tolerance of P. putida. However, it was found that the deletion of the system
PP4100-4101 from P. putida’s genome causes polar effects on the global transcription factor
gacA and the function of the system PP3899-3900 is to stabilize the prophage P1 in

P. putida’s genome.
Keywords: toxin-antitoxin system, stress tolerance, fitness, Pseudomonas putida

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID
Amp — ampitsilliin
ap — aluspaar

BATH katse — bakterite hidrofoobsuse méaéramise katse (ingl. k. bacterial adherence to

hydrocarbons assay)

Bp — benstdlpenitsilliin

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

GItX — glutamudl-tRNA stintetaas

Km — kanamutsiin

LB — lisogeenne so6de (ingl. k. lysogeny broth)

MIC — minimaalne inhibeeriv kontsentratsioon (ingl. k. minimal inhibitory concentration)
NQO — 4-nitrokinoliin N-oksiin

Para — parakvaat

PCD - programmeeritud rakusurm (ingl. k. programmed cell death)
PPX — polufosfaadi (poliiP) fosfataas

Rif — rifampitsiin

Sm — streptomutsiin

Tet — tetratsikliin

U — thik (ingl. k. unit)

wt — metsiktivi (ingl. k. wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterid suudavad elada vaga erinevates keskkondades. Kuna kasvukeskkond nende timber
vOib sageli vaga kiirelt muutuda, puutuvad bakterid oma elu jooksul kokku mitmesuguste
stressidega ning nendega toime tulemiseks on bakteritel valja kujunenud erinevad
mehhanismid. Uheks suhteliselt omapéaraseks stressirohkete aegade tileelamise mehhanismiks
peetakse bakterite kromosoomides rohkelt leiduvaid toksiin-antitoksiin  siisteeme
(TA-susteeme). TA-stisteemid koosnevad kahest osapoolest — kahjulikust toksiinist ning teda
neutraliseerivast antitoksiinist. Stressitingimustes antitoksiin lagundatakse ja kuna toksiini
marklauaks on rakule olulised protsessid, nagu nditeks translatsioon voi replikatsioon, siis
nende hairumisel peatub rakkude kasv, mis aitab bakteril stressiga toime tulla (Schuster ja
Bertram, 2013).

Kuigi kromosomaalseid TA-slsteeme peetakse stressitaluvuse mdjutajateks, ei ole nende
tahtsus bakteri kohasusele siiski veel selge ja sellealastes uuringutes on vaga palju vastuolulisi
tulemusi. Seni on TA-slsteeme seostatud genoomse mobiilse DNA stabiliseerimise
(Magnuson, 2007), programmeeritud rakusurma (Sat et al., 2001), faagidevastase kaitse
(Hazan ja Engelberg-Kulka, 2004), biofilmi ja kasvukiiruse regulatsiooni (Christensen et al.,
2001; Gonzalez Barrios et al., 2006) ning persistorrakkude tekkega (Germain et al., 2015). On
ka Uksikuid viiteid, et TA-susteemid v@ivad toimida thtse vorgustikuna (Kim et al., 2009;
Maisonneuve et al., 2011). Kuid samas on vdimalik, et nad on vaid iseka DNA jupid, millest

bakterile kasu ei olegi (Van Melderen ja Saavedra De Bast, 2009).

Ka meie laboris uuritava Pseudomonas putida PaW85 genoomis on ennustatud mitmeid
TA-susteeme, kuid vaid kahte nendest (GraTA ja MazEF) on lahemalt kirjeldatud (Tamman
et al., 2014; Miyamoto et al., 2016). Seega pole enamiku P. putida TA-susteemide puhul
teada, milline on nende tahtsus bakteri kohasusele.

Sellest tulenevalt on kédesoleva t60 praktilise osa eesméargiks valja selgitada, kas P. putida
TA-susteemide puudumine mdjutab bakteri kohasust ja stressitaluvust ning kas mitme

TA-siisteemi puudumisel v6ib olla kumulatiivne efekt.



| KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Toksiin-antitoksiin stisteemid (T A-sUsteemid)

Toksiin-antitoksiin susteem (TA-susteem) koosneb reeglina kahest vastandlikust osapoolest —
rakule kahjulikust toksiinist ning toksiini neutraliseerivast antitoksiinist. Toksiin on alati valk,
kuid antitoksiin voib olla kas valk voi vdike RNA. Toksiini ja antitoksiini geenid paiknevad
uhes operonis, mille ekspressioon on enamasti antitoksiini negatiivse kontrolli all (Hayes,
2003; Gerdes et al., 2005).

TA-susteemid avastati juba rohkem kui 30 aastat tagasi, kui margati, et neil on oluline roll
plasmiidi séilitamisel rakus (Joonis 1) (Ogura ja Hiraga, 1983). TA-slisteemi kodeeriva
plasmiidiga rakkudes ei saa toksiini mdju avalduda, sest antitoksiini tootmine tagab toksiini
vaigistamise. Bakterirakkude pooldumisel voib aga juhtuda, et mdlemale tltarrakule plasmiidi
ei parandu. Kill aga saavad nad emarakult kaasa juba valmis TA-kompleksid. Antitoksiin on
labiilsem kui toksiin ja lagundatakse rakus kiiremini. Kuna plasmiidi puudumise tdttu ei saa
antitoksiini enam juurde toota, riindab vabanenud toksiin oma marklauda. See viib rakkude
normaalse elutegevuse hairumiseni, mistdttu saavad kasvueelise plasmiidiga rakud ning

plasmiidita rakud konkureeritakse populatsioonist valja (Hayes, 2003).

[E
plasmiid parandub, L] L
toksiin on inaktiivne / ‘Jlasmud ei parandu
) F EE—
..O O.
@ ) \ [ ] )
1 antitoksiin lagundatakse,
1 toksiin aktiveerub
..O .
. [ Y
1 kasvu peatumine/rakusurm
& antitoksiin *
» toksiin

Joonis 1. TA-susteemist sltuv plasmiidi sailitamismehhanism. Kui raku jagunemisel ei parandu
titarrakule TA-susteemiga plasmiidi, paranduvad ikkagi tsutoplasmas olevad toksiini (punane) ja
antitoksiini (sinine) kompleksid. Antitoksiin lagundatakse toksiinist kiiremini ning vabanenud toksiin
riindab oma marklauda. See viib rakkude kasvu peatumiseni v8i ka surmani, mistottu konkureeritakse

plasmiidita rakud populatsioonist valja.



TA-susteemid jaotatakse antitoksiinist lahtuvalt kuude erinevasse klassi. Oluline on
mehhanism, kuidas antitoksiin neutraliseerib toksiini ning kas antitoksiin on valk vOi
mittekodeeriv RNA (Page ja Peti, 2016). Tudp | ja Il TA-stisteemide antitoksiin on vaike
mittekodeeriv. RNA. Tuup | TA-sisteemide puhul (néiteks E. coli TisB/IstR, Hok/Sok
stisteemid) seondub antitoksiin toksiini mRNA-ga, takistades ribosoomi seondumist ja seega
toksiini tootmist (Thisted et al., 1994; Wagner ja Unoson, 2012). Tudp 11 TA-slsteemide
puhul (nditeks Pectobacterium atrosepticum’i ToxIN siisteem) moodustab antitoksiin RNA
pseudosdlmi, mis toksiini valguga seondudes ta inaktiveerivad (Short et al., 2013). Tuup II,
IV, V ja VI TA-ststeemidel on antitoksiin vaike valk. Tup Il TA-slisteemide (nditeks E. coli
RelBE, HipBA, YafNO siisteemid) antitoksiin moodustab toksiiniga stabiilse kompleksi,
milles toksiin on inaktiivne (Gotfredsen ja Gerdes, 1998; Korch et al., 2003; Zhang et al.,
2009). Tudp 1V TA-susteemide (nditeks E. coli YeeUV susteem) antitoksiin ja toksiin otseselt
omavahel ei seondu, kill aga kaitseb antitoksiin toksiini eest tema méarklaudu (Masuda et al.,
2012a; Dy et al., 2014). Tuip V TA-susteeme on seni leitud vaid tks, milleks on E. coli
GhoST susteem. Selle siusteemi antitoksiin GhoS on RNaas, mis 10ikab GhoT toksiini
MRNA-d (Wang et al., 2012). Hiljuti avastatud VI tiiipi SocAB sisteemi puhul toimib SocA
antitoksiin ClpXP proteaasi adaptorina, soodustades SocB toksiini lagundamist (Aakre et al.,
2013).

1.2. Taap Il TA-stisteemid

Tulp I TA-ststeemid on laialt levinud ja kdige pdhjalikumalt uuritud TA-ststeemid. Nagu
juba eelnevalt mainitud, on taup 1l TA-ststeemidel nii toksiin kui antitoksiin valk. Toksiin ja
antitoksiin on kodeeritud ihes operonis ning enamasti on antitoksiini geen operonis esimene
(Joonis 2). Arvatakse, et selline geenide paigutus soosib antitoksiini tootmist tlehulgas, mis
on vajalik, et labiilsem antitoksiin suudaks stabiilset toksiini kontrolli all hoida (Jensen ja
Gerdes, 1995; Gerdes et al., 2005). Leidub siiski ka vastupidist geenide jarjekorda, nagu
néiteks higBA operonis, kus toksiini geen on operonis esimene. Enamasti tagatakse sel juhul
antitoksiini suurem tootmine antitoksiini geeni ees oleva lisapromootoriga (Gerdes et al.,
2005), kuid nditeks GraTA sisteemi puhul, kus toksiin on samuti operonis esimene, tagab
antitoksiini suurema ekspressioonitaseme mRNA ebavdrdne transleerimine — vorreldes GraA

antitoksiiniga on GraT toksiini translatsiooniefektiivsus vdga madal (Tamman, 2016).
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marklauad: translatsioon
replikatsioon
rakujagunemine

1 1' rakukesta siintees
t I antitoksiin toksiin

Joonis 2. Klassikaline tldp Il TA-sUsteemi operon. Antitoksiini (AT) ja toksiini (T) geenid

paiknevad (hes operonis, mida enamasti represseerib nii vaba antitoksiin kui ka TA-kompleks.
Antitoksiiniga seondunud toksiin on inaktiivne. Stressi korral lagundavad Lon ja/vGi Clp proteaasid

antitoksiini ning vabanenud toksiin riindab oma méarklauda.

Antitoksiinil on tavaliselt eristatavad kaks domeeni, millest Uks seondub DNA-ga, osaledes
TA-operoni autoregulatsioonis, ja teine toksiiniga, inhibeerides tema aktiivsust (Gotfredsen ja
Gerdes, 1998; Afif et al., 2001). Antitoksiin vGib iseenda operoni promootorile seonduda nii
uksinda kui kompleksis toksiiniga (Joonis 2) (Gotfredsen ja Gerdes, 1998). Viimasel juhul
vOib toksiin, sdltuvalt toksiini ja antitoksiini suhtest, toimida kas TA-slisteemi operoni
transkriptsiooni korepressori vOi derepressorina (Afif et al., 2001; Garcia-Pino et al., 2010).
Néiteks kui toksiini ja antitoksiini suhe on 1:1 v@i antitoksiini on rohkem kui toksiini, siis
operoni represseeritakse. Kui aga toksiini on rohkem, siis toimub operoni derepressioon, sest
toksiini Ulehulk takistab antitoksiini seondumist promootorile (Afif et al., 2001). Sellist
transkriptsiooni regulatsiooni mehhanismi nimetatakse tingimuslikuks kooperatiivsuseks
(ingl. k. conditional cooperativity) ning seda on kirjeldatud paljude ttiup Il TA-operonide
regulatsioonil (Afif et al., 2001; Overgaard et al., 2008; Garcia-Pino et al., 2010).

Lisaks transkriptsioonilisele regulatsioonile mdjutavad antitoksiini hulka rakus ka post-
translatsioonilised protsessid. Stressi korral aktiveeruvad rakus Lon ja Clp proteaasid, mis
lagundavad antitoksiini ning vaba toksiin saab riinnata oma marklauda (Joonis 2) (Aizenman
et al., 1996; Christensen et al., 2001). Uldiselt on antitoksiinide eluiga tGsna lthike, jaades
enamasti 15-20 minuti sisse (Goeders ja Van Melderen, 2014). Naiteks on E. coli RelB ja
HipB antitoksiinide poolestusajad vastavalt ~15 ja ~17 minutit (Christensen et al., 2001;
Hansen et al., 2012) ning S. aureus’e MazE antitoksiini poolestusaeg ~18 minutit (Donegan et
al., 2010). Kuid leidub ka stabiilsemaid antitoksiine, nagu nditeks E. coli MazE ja MQsA,
mille poolestusajad on vastavalt ~30 ja ~60 minutit (Aizenman et al., 1996; Wang et al.,
2011).
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Tulp I TA-sisteemide toksiinidel ei ole Ghtset mérklauda, kuid nad kéik mdjutavad rakule
elutéhtsaid protsesse (Schuster ja Bertram, 2013). Naiteks takistab toksiin CcdB DNA glraasi
t00d, kilmutades DNA-gtraasi kompleksi, mille tttu tekivad DNA katked ning replikatsioon
ei saa normaalselt toimuda (Bernard et al.,, 1993). Lisaks replikatsiooni hairivatele
toksiinidele on ka palju toksiine, mis inhibeerivad translatsiooni. Naiteks IGikavad RelE ja
YoeB toksiinid ribosoomsdltuvalt mMRNA-d (Christensen ja Gerdes, 2003; Christensen et al.,
2004), kuid leidub ka ribosoomsdltumatuid RNaasseid toksiine, nagu naiteks MazF ja MgsR
(Zhang et al., 2003; Yamaguchi et al., 2009). MazF vdib lisaks mMRNA-dele Ibigata ka
rRNA-sid vdi tRNA-sid (Vesper et al., 2011; Schifano et al., 2013; Schifano et al., 2016).
Moned toksiinid on kinaasid, mis translatsioonifaktoreid fosforuleerides inhibeerivad
valgusiinteesi. Naiteks fosforlleerib Doc toksiin elongatsioonifaktorit EF-Tu, mistottu ei
suuda EF-Tu enam aminoatsileeritud tRNA-dega seonduda (Castro-Roa et al., 2013). HipA
fosforileerib glutamidil-tRNA silintetaasi, mille tagajarjel hairub glutamidl-tRNA sintees
ning translatsioon peatub (Germain et al., 2013; Kaspy et al., 2013). Hiljuti kirjeldati toksiini
AtaT, mis on hoopiski N-atsetlitltransferaas (Jurénas et al., 2017). AtaT inhibeerib
translatsiooni  atsetiilleerides initsiaator-tRNA-d, mistéttu ei seondu initsiaator-tRNA
initsiatsioonifaktor IF-2-ga ning translatsiooni initsiatsioonikompleksi moodustumine on
hairitud (Jurénas et al., 2017). Lisaks replikatsioonile ja translatsioonile vGivad toksiinide
maérklaudadeks olla ka rakukesta suntees ning raku jagunemine (Mutschler et al., 2011; Tan et
al., 2011; Masuda et al., 2012b).

1.3. TA-ststeemide levik

Esimene TA-slisteem avastati plasmiidilt miniF (Ogura ja Hiraga, 1983) ning algselt peetigi
TA-ststeeme omasteks vaid plasmiididele. Hiljem aga selgus, et TA-slsteemid on véga
levinud ka vabalt elavate bakterite ja arhede kromosoomides (Pandey ja Gerdes, 2005).
TA-susteemide arv vdib erinevatel bakteriliikidel olla véga erinev. Bakterigenoomide
bioinformaatiline analtts on ndidanud, et bakteril on seda rohkem TA-sisteeme, mida
varieeruvamas ja stressirohkemas keskkonnas ta elab, parasiitsetel bakteritel nad aga enamasti
puuduvad vdi on neid véhe (Pandey ja Gerdes, 2005). Naiteks on rakusisesel parasiidil
Mycobacterium leprae’l vaid iks TA-ststeem (Leplae et al., 2011), samas kui tema lahedasel
sugulasel, vabalt elaval patogeenil Mycobacterium tuberculosis’el, on ennustatud lausa 88
TA-siisteemi (Ramage et al., 2009). Arvatakse, et stressi korral aktiveeruvad toksiinid ning
bakteri kasvukiirus ning translatsiooni tase pidurduvad, mis aitavad bakteril stressirohkeid
aegu ule elada (Gerdes et al., 2005). Suur TA-ststeemide hulk vabalt elavatel bakteritel voib

samas tuleneda aga ka sellest, et vabalt elavatel bakteritel on horisontaalne geenitilekanne
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sagedasem ning seetdttu voivad TA-susteemid mobiilse DNA abil bakterite vahel hdlpsasti
levida (Koonin ja Wolf, 2008; Van Melderen, 2010).

Kdige pohjalikumalt uuritud Escherichia coli K12 tuvel on leitud tle 30 TA-siusteemi
(Yamaguchi et al., 2011). Ka rakusisesel patogeenil Salmonella enterica serovar
Typhimuriumil arvatakse olevat ligikaudu 30 TA-susteemi (Lobato-Marquez et al., 2015),
millest 14 thup Il TA-ststeemi puhul on ndidatud, et nad aitavad toime tulla stressirohkete
olukordadega (Helaine et al., 2014). Ka Staphylococcus aureus’e genoomist on leitud mitu
TA-susteemi, sealhulgas nii tadp I, 11 kui Il TA-ststeeme (Schuster ja Bertram, 2016).
Koige rohkem TA-susteeme arvatakse olevat Mycobacterium tuberculosis’el — Gle 80
(Ramage et al., 2009), kusjuures vahemalt 37 neist on aktiivsed (Sala et al., 2014).
TA-susteeme on uuritud ka Pseudomonas’e perekonna liikmetel. Naiteks on inimese
patogeenil P.aeruginosa’l kirjeldatud ldhemalt kahte TA-susteemi — HicAB-d (Li et al.,
2016) ja HigBA-d (Wood ja Wood, 2016). Ka meie laboris uuritava bakteri P. putida Paw85
(isogeenne tdielikult sekveneeritud KT2440 tlvega) genoomist on leitud mitmeid
potentsiaalseid TA-slsteeme. Erinevate ennustuste kohaselt vdib neid olla kas 8 (Pandey ja
Gerdes, 2005), 9 (Molina et al., 2016), 12 (Makarova et al., 2009) v6i 15 (Shao et al., 2011),
kusjuures need ennustused ei kattu omavahel téielikult. Seni on eksperimentaalselt uuritud
vaid kahte P. putida TA-slsteemi, graTA (Tamman et al., 2014; Ainelo et al., 2016; Tamman
et al., 2016) ning mazEF susteeme (Miyamoto et al., 2016). Teiste P. putida ennustatud
TA-susteemide funktsionaalsuse kohta andmed puuduvad.

1.4. TA-stisteemide funktsioonid

Plasmiidsete TA-sisteemide funktsioon on vdga selge — neid on vaja plasmiidide
séilitamiseks rakupopulatsioonis (Joonis 1). Vaatamata intensiivsetele uuringutele pole aga
kromosomaalsetele TA-susteemidele Uhtset funktsiooni leitud. Siiski viitab nende laialdane
levik bakterite genoomides sellele, et neil peab olema mingisugune téhtsus (Pandey ja Gerdes,
2005) ning paljud tulemused lubavad genoomseid TA-siisteeme seostada erinevate
stressitaluvuse mehhanismidega. Jargnevates peatikkides ké&sitlen ldhemalt TA-slsteemide

arvatavaid funktsioone.

1.4.1. Genoomse mabiilse DNA stabiliseerimine

TA-stisteeme on leitud mdnede genoomsete mobiilsete elementide koosseisust, nagu naiteks
transposoonidest (Wozniak ja Waldor, 2009; Bustamante et al., 2014) ja profaagidest
(DeShazer, 2004; Wang ja Wood, 2016). On mitmeid viiteid, et need TA-susteemid vdivad,
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analoogselt plasmiidsete susteemidega (Joonis 1) méngida téhtsat rolli mobiilse DNA
pasimisel kromosoomis (Magnuson, 2007). Nii on Vibrio cholerae’l ndidatud, et
konjugatiivses transposoonis SXT paiknev MosAT TA-susteem stabiliseerib genoomis SXT
elementi (Wozniak ja Waldor, 2009). Ka Acidithiobacillus ferrooxidans’il mangivad kaks
TA-susteemi rolli konjugatiivse transposooni ICEAfel sailitamisel genoomis (Bustamante et
al., 2014). Lisaks konjugatiivsetele transposoonidele aitavad TA-susteemid séilitada
genoomis ka profaage, nagu nditeks ParAB stisteem, mis stabiliseerib E. colis’s profaagi N15
(Grigoriev ja Lobocka, 2001; Dziewit et al., 2007). Peale selle stabiliseerivad TA-susteemid
ka patogeensussaari: nditeks kui sigade patogeeni Streptococcus suis’e SezAT siisteem on
inaktiveeritud, toimuvad rakujagunemisel patogeensussaares SsPI-1 ulatuslikud deletsioonid
(Yao et al., 2015). Ka Salmonella enterica SgiAT stisteem on vajalik, et séilitada genoomset
saart SGI1 (Huguet et al., 2016).

1.4.2. Programmeeritud rakusurm

Uheks intrigeerivamaks TA-siisteemide (ilesandeks on pikka aega peetud rakkude suunamist
apoptoosi ehk osalemist programmeeritud rakusurmas (PCD, ingl. k. programmed cell death).
Eelkbige on sellisele TA-susteemide rollile viidanud mdningad E. coli MazEF sisteemiga
tehtud uuringud (Kolodkin-Gal et al., 2007; Kolodkin-Gal et al., 2008). Aminohapete nalja
korral kuhjuvad rakus laadimata tRNA-d, mis ribosoomiga seondudes aktiveerivad (p)ppGpp
slintetaasi RelA (Wendrich et al., 2002; Hauryliuk et al., 2015). (p)ppGpp hulga suurenemine
inhibeerib transkriptsiooni mazEF operonilt ning antitoksiini ei saa juurde toota. Kuna Mazk
antitoksiin laguneb kiiremini, siis vabaneb toksiin antitoksiini kontrolli alt ning rakud surevad
(Aizenman et al., 1996; Sat et al.,, 2001). PCD mehhanismi peetakse populatsiooni
seisukohast kasulikuks, sest kui ndlja tingimustes osad bakterid surevad, saavad Ulejaéanud
rakud surnud rakkudest vabanevate toitainete arvelt kasvada ja populatsioon tervikuna jaab
pusima (Aizenman et al., 1996). Lisaks aminohapete néljale on leitud ka mitmeid teisi
tegureid, mille tottu aktiveerub mazEF-vahendatud PCD. Naiteks pdhjustavad MazF-s6ltuvat
rakkude suremist erinevad transkriptsiooni ja/v0i translatsiooni inhibeerivad antibiootikumid,
nagu rifampitsiin, klooramfenikool, spektinomiitsiin (Sat et al., 2001), kérge temperatuur,
okslidatiivne stress ning erinevad DNA kahjustused, mida tekitavad naiteks UV-kiirgus voi

mitomditsiin C (Hazan et al., 2004).

Kuigi MazF toksiini rolli rakkude suunamisel apoptoosi on ndidatud ka Myxococcus
xanthus’el (Segaard-Andersen ja Yang, 2008), on siiski viimasel ajal hakatud TA-stisteemide

poolt vahendatud PCD-s kahtlema, sest teised uurimisgrupid ei ole suutnud korrata algseid
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E. coli’s ja M. xanthus’es saadud tulemusi (Tsilibaris et al., 2007; Boynton et al., 2013;
Ramisetty et al., 2016b). Lisaks leiti, et E. coli tlvel, millega algsed tulemused saadi (Sat et
al., 2001), on mutatsioon relA geenis ning deletsioon mazG geenis (Tsilibaris et al., 2007).
M. xanthus’e tivel, millega algsed tulemused saadi (Segaard-Andersen ja Yang, 2008) on
mutatsioon pilQ geenis, mis muudab ta metsiktivest antibiootikumidele tundlikumaks
(Boynton et al., 2013). Naidati, et tegelikult pOhjustab see mutatsioon M. xanthus’es
fenotulipe, mis algselt omistati MazF-ile, samas kui mazF geeni puudumine metsiktlve
PCD-d ei mdjuta (Lee et al., 2012; Boynton et al., 2013). Seega seavad need tulemused

kahtluse alla pikalt tunnustatud hiipoteesi, et TA-susteemid osalevad PCD-s.

1.4.3. Biofilmi moodustumine

Mikroobid moodustavad tihti biofilmi, mis tekib bakterite kogunemisel kas mingile tahkele
vOi vedelale pinnale. Biofilmi areng on hasti kontrollitud protsess ja algab bakterite
kinnitumisega pinnale voi Uksteise kilge. Edasi toimub biofilmi kasv ja kipsemine ning
I6puks vabanevad bakterid kipsest biofilmist jalle planktilisse olekusse. Baktereid
kooshoidva biofilmi maatriksi moodustavad polusahhariidid, glukoproteiinid ja rakuvaline
DNA. Biofilm on bakteritele turvaline elukeskkond, mis kaitseb neid erinevate stresside eest
(Karatan ja Watnick, 2009).

Mitmeid TA-slsteeme seostatakse biofilmi moodustamisega. E. coli mqsRA oli esimene
TA-susteem, millel nahti mdju biofilmile — toksiini MgsR puudumisel véhenes biofilmi hulk
(Gonzalez Barrios et al., 2006; Kasari et al., 2010). Lisaks toksiinile mdjutab biofilmi ka
antitoksiin MgsA, kuna MqsA represseerib stressivastuse regulaatori RpoS-i transkriptsiooni,
mis omakorda mojutab liikuvuse regulaatori FIhDC sunteesi (Wang et al., 2011). Stressi
korral lagundavad proteaasid MqgsA, mille tulemusena aktiveerub transkriptsioon rpoS
geenilt, mis omakorda surub maha FIhDC tootmise. Tulemusena vaheneb bakterite liikuvus
ning suureneb biofilmi moodustumine (Wang et al., 2011). Lisaks rpoS-ile represseerib MgsA
ka csgD geeni transkriptsiooni. CsgD on kaharate piilide (ingl. k. curli) ja tselluloosi tootmise

regulaatorvalk, mille puudumisel on biofilmi teke hdiritud (Soo ja Wood, 2013).

Ka E. coli hipBA siisteemi eemaldamine vahendab biofilmi tootmist (Zhao et al., 2013). HipA
toksiini mojul osad rakud ltusuvad ning Umbritsevasse keskkonda vabaneb DNA, mis on Uks
oluline biofilmi maatriksi komponent. hipA geeni puudumisel kahaneb ltiisunud rakkude arv

ning rakuvélise DNA hulk, mistéttu biofilmi moodustumine vaheneb (Zhao et al., 2013).
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Uksikute TA-stisteemide efekt biofilmi moodustamisele on tavaliselt siiski tisna téhtsusetu
(Lemos et al., 2005). Kill aga on néidatud, et viie E. coli TA-ststeemi (relBE, mazEF,
chpBKI, yoeB/yefM, yafQ/dinJ) puudumisel on varajase biofilmi (8 h) tootmine vahenenud,
sest pinnale kinnitumist soodustavate fimbriate produktsioon on héiritud (Kim et al., 2009).
Samas oli aga 24 h moéddudes TA-slsteemide mitmikmutandi biofilmi tootmine vdrreldes
metsiktiivega suurenenud, sest mutandil oli v&henenud biofilmi lagunemine (Kim et al.,
2009). TA-susteemide roll biofilmi regulatsioonil tundub seega keeruline, seda enam, et
samas t00s naidati veel, et kui eemaldada toksiinid Ghekaupa, siis varajase biofilmi tootmine
metsiktiivega vorreldes hoopis suureneb. Lisaks ndidati ka, et toksiinide Gleekspressioon
vahendab ja YefM antitoksiini Uleekspressioon suurendab biofilmi tootmist (Kim et al.,
2009).

Kuigi mitmed TA-slsteemid osalevad biofilmi tootmise regulatsioonis, on nende
toimemehhanismid dsna erinevad. Biofilmi vdivad mdjutada nii toksiin kui ka antitoksiin ja

samuti ka nende valkude omavaheline suhe.

1.4.4. Kaitse faagide vastu

Osad genoomsed TA-slsteemid kaitsevad peremeest faagide eest. Esimest korda margati seda
E. coli mazEF susteemi puhul rakkude nakatumisel faagiga P1 (Hazan ja Engelberg-Kulka,
2004). Kasutades kolme erinevat E. coli tlve, nditasid autorid, et metsiktulpi bakterid
toodavad védhem faagipartikleid kui ilma mazEF sisteemita bakterid (Hazan ja Engelberg-
Kulka, 2004). Oletati, et mazEF susteem vbimaldab piirata faagide levikut
bakteripopulatsioonis, kuna faagiga nakatumisel kéivitab mazEF susteem bakterites
programmeeritud rakusurma (PCD) raja, mistdttu faagiga nakatunud rakud ei lidsu ning
faagipartiklid ei paase surnud rakkudest vélja (Hazan ja Engelberg-Kulka, 2004). Vaatamata
sellele, et MazF-s6ltuv PCD on kahtluse alla seatud, néib mazEF slsteem siiski faagivastases
kaitses oluline olevat. Nimelt ilmus hiljuti artikkel, kus néidati, et mazEF surub maha ka faagi
T4 paljunemise (Alawneh et al., 2016). Enamgi veel — autorid néitasid, et T4 kaitseb end
MazF-i eest kodeerides toksiini modifitseerivat ja seega inaktiveerivat ensiimi Alt (Alawneh
etal., 2016).

Lisaks mazEF susteemile on leitud ka teisi kromosomaalseid TA-siisteeme, mis aitavad
bakteritel end faagi rinnaku eest kaitsta. Néaiteks T4 faagi infektsiooni korral aktiveerub
E. coli rnlAB silsteemi toksiin, mistdttu hakatakse T4 mRNA-sid lagundama ning T4

paljunemine on héiritud (Koga et al., 2011).
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Faagidel omakorda on aga erinevaid mehhanisme, kuidas nad teevad kahjutuks bakterite
toksiine. Nagu eespool juba mainitud modifitseerib T4 E. coli nakatamisel MazF toksiini, mis
muudab toksiini inaktiivseks ning faag saab paljunema hakata (Alawneh et al., 2016). Lisaks
vOivad faagid ennast kaitsta, tootes antitoksiine, mis inaktiveerivad bakteri toksiine. Néiteks
kodeerib T4 antitoksiini Dmd, mis inaktiveerib E. coli’s LsoA ja RnlA toksiinid, vbimaldades
faagil paljuneda (Otsuka ja Yonesaki, 2012). Need tulemused viitavad, et nii bakterid kui

faagid kasutavad TA-siisteeme omavahelises ,,voidurelvastumises®.

1.4.5. Kasvukiiruse kontroll

TA-susteemid vdivad olla olulised bakterite kasvukiiruse reguleerimises. E. coli relBE
sisteemi puhul on ndidatud, et toitainetevaeses keskkonnas lagundab Lon proteaas
antitoksiini RelB ning toksiin RelE aktiveerub. Selle tulemusena pidurdub bakterite
kasvukiirus ning translatsioonitase, kusjuures RelE ei vdhenda bakterite arvukust, st RelE
pole letaalne vaid Uksnes bakteriostaatiline. Kui indutseerida taas transkriptsioon relBE
operonilt, neutraliseerib siinteesitud antitoksiin toksiini ning bakteri algne kasvukiirus ja
translatsioonitase taastuvad (Christensen et al., 2001; Pedersen et al., 2002). Samasugust
efekti kasvule on ndidatud ka E. coli mazEF susteemi puhul (Pedersen et al., 2002). Selle
pdhjal on pakutud valja, et TA-susteemide Ulesandeks vdib olla kasvu reguleerimine
aminohapetevaeses keskkonnas, mis aitab bakteril tle elada ebasoodsaid tingimusi (Gerdes et
al., 2005).

TA-susteemide roll kasvukiiruse reguleerimisel on ilmselt siiski vaga vaike, sest on néidatud,
et ka relBE ja mazEF stisteemide puudumisel langeb kasvukiirus toitainetevaeses keskkonnas
(Tsilibaris et al., 2007). Lisaks on ndidatud, et MazE antitoksiin suudab neutraliseerida MazF
toksiini mdju ainult siis, kui toksiini tleekspressioon ei ole kestnud liiga kaua, samas Kkui

MazF toksiini pikemaajaline tileekspressioon viib rakkude surmani (Amitai et al., 2004).

1.4.6. Persistorid

Persistorid on véike hulk rakke bakteripopulatsioonis, mis on metaboolselt véheaktiivsed ning
seetdttu tundetud mitmetele antibiootikumidele. Pé&rast antibiootikumiga t66tlust, kui
aktiivselt jagunevad bakterirakud on hukkunud, suudavad persistorid bakteripopulatsiooni
taastada (Bigger, 1944; Keren et al., 2004a) ja seetdttu seostatakse persistoreid krooniliste
infektsioonidega (Lewis, 2007). Persistorid on geneetiliselt identsed teiste, aktiivselt
kasvavate bakteritega populatsioonis, kuid translatsioonitase on neis tunduvalt madalam

(Shah et al., 2006). Persistorite moodustumise mehhanism ei ole veel selge, kuid arvatakse, et
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siingi on oluline osa TA-slsteemidel, sest persistorrakkudes on mitmete TA-slsteemide

geenide ekspressioon suurenenud (Keren et al., 2004a; Shah et al., 2006).

Seos persistorite moodustamise ja TA-susteemide vahel tuli ilmsiks, kui leiti, et teatud
mutatsioonid E. coli hipA geenis viivad suurema hulga persistorrakkude tekkeni (Moyed ja
Bertrand, 1983). Hiljem selgus, et hipA on osa tiup 1l TA-susteemi hipBA lookusest, kus hipA
kodeerib toksiini ning hipB talle vastavat antitoksiini (Korch et al., 2003; Korch ja Hill,
2006). HipA toksiini Uleekspressioon peatab E. coli rakkude kasvu ning suurendab
persistorrakkude tekkimist (Korch ja Hill, 2006). Kuigi hipBA operoni eemaldamine ei mdjuta
persistorite arvukust eksponentsiaalses faasis olevas bakteripopulatsioonis (Black et al., 1991;
Keren et al., 2004b), vahendab see persistorite hulka statsionaarses faasis (Keren et al.,
2004b). Ka Salmonella Typhimuriumil on n&htud seost persistorite tekke ja TA-susteemide
vahel. Nimelt vahendab iga Uksiku Salmonella Typhimuriumi TA-slsteemi eemaldamine
tema persistorite hulka (Helaine et al., 2014). Samas ei mdjuta aga Staphylococcus aureus’e
kolme aktiivse tulp Il TA-slisteemi puudumine tema vdimet persistoreid moodustada (Conlon
etal., 2016).

Enamasti ei mangi siiski Oksikud TA-susteemid persistorite arvukuse regulatsioonil kuigi
suurt rolli. Uhe uuringu kohaselt on aga paljudel genoomsetel TA-siisteemidel persistoritele
kumulatiivne efekt (Maisonneuve et al., 2011). Nimelt ndidati, et 5-10 TA-slsteemi
samaaegne eemaldamine E. coli genoomist vahendab persistorite hulka, kusjuures mida
rohkem TA-slisteeme on inaktiveeritud, seda vdhem suudab bakter persistoreid moodustada
(Maisonneuve et al., 2011). Oma jargmises artiklis nditas sama uurimisgrupp, et alarmooni
(p)ppGpp hulga suurenemine rakus aktiveerib TA-stisteeme ning Uhes sellega peatub bakterite
kasv ning suureneb persistorite hulk (Maisonneuve et al., 2013). Germain jt (2015) pakkusid
valja persistorite regulatsiooni mudeli, milles on tadhtsal kohal HipA toksiin ja teised
TA-ststeemid (Joonis 3). HipA on kinaas (Correia et al., 2006), mis fosforiileerib
glutamiul-tRNA sintetaasi (GItX), muutes GItX-i inaktiivseks (Germain et al., 2013). Kuna
GItX katalliisib glutamitl-tRNA slnteesi, siis vaheneb GItX inaktiveerimisel rakkudes
glutamiinhappega laetud tRNA (tRNA®") hulk. Laadimata tRNA jéudmisel ribosoomi A saiti
peatub ribosoomide t66 ning aktiveerub valk RelA (Germain et al., 2013; Kaspy et al., 2013).
RelA toodab alarmooni (p)ppGpp, mille suurenenud hulk rakkudes inhibeerib poliP
fosfataasi (PPX) t66d, mistottu ei lagundata enam rakkudes polifosfaati (Kuroda et al., 1997).
Polifosfaadi kuhjumine rakkudes aktiveerib omakorda Lon proteaasi, mis lagundab thup 11

TA-susteemide antitoksiine ning toksiinid aktiveeruvad riinnates oma marklaudu (Joonis 3).
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Selle tulemusena peatub bakterite kasv ning suureneb persistorrakkude hulk (Germain et al.,
2015).

(P)PPGPPA <« Rela

PPX inhibeerimine aktiveerumine

/ ribosoomide to6

eatumine
poliifosfaat 4 P

aktiveerumine

laadimata tRNAS" 4
Lon proteaas 1

\ . GltX
agundamine

. . finaktiveerimine
antitoksiin ¥ aktiveerumine > HipA
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toksiin4

N

persistorite
moodustamine

Joonis 3. E. coli (p)ppGpp tasemest sdltuv persistorite moodustamise mudel (Germain et al.,
2015, kohandatud). HipA toksiin inaktiveerib glutamull-tRNA siintetaasi (GItX), mistbttu kuhjuvad
rakus glutamiinhappeta tRNA-d. Nende jéudmine ribosoomi peatab ribosoomide t66, mistbttu
aktiveerub RelA ning hakkab tootma (p)ppGpp-d. (p)ppGpp hulga tbus inhibeerib poluP fosfataasi
(PPX), mis ei lagunda enam polifosfaati ning poliifosfaadi kuhjumine aktiveerib omakorda Lon
proteaasi, mis lagundab antitoksiine. Selle tagajarjel vabanenud toksiinid riindavad oma marklauda,

mist6ttu moodustub rohkem persistoreid.

Viimasel ajal on aga Germaini jt (2015) poolt valja pakutud mudel E. coli persistorite
moodustamise kohta kahtluse alla seatud, sest on ilmnenud mitmeid sellele mudelile
vastukéivaid andmeid. Esiteks on ndidatud, et YefM antitoksiini lagundamine ja YefM/Yo0eB
TA-susteemi aktiveerumine ei s6ltu (p)ppGpp-st ja polifosfaadist (Ramisetty et al., 2016a).
Veel on leitud, et Lon ja Clp proteaaside puudumisel on persistorite tekkimisele véike mdju
(Chowdhury et al., 2016). Samuti pole (p)ppGpp persistorite moodustumisel h&davajalik,
kuigi selle puudumine siiski vahendab persistorite tekkimist (Chowdhury et al., 2016). Sama
uurimisgrupp néitas ka, et persistorite moodustumist indutseerivad lisaks toksiinidele ka
teised rakkude kasvu pidurdavad valgud (Chowdhury et al., 2016). Peale selle on ka teised
uurimisgrupid néidanud, et Lon proteaasi ja poliP fosfataasi (PPX) puudumine ei mdjuta
persistorite tekkimist (Shan et al., 2017). Veel on leitud, et A10 tivel, millega ndidati
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TA-susteemide kumulatiivset efekti persistorite moodustamisele, on vorreldes metsiktiivega
vahenenud kohasus ning tsiprofloksatsiini minimaalne kasvu inhibeeriv kontsentratsioon
(MIC, ingl. k. minimal inhibitory concentration) (Ramisetty et al., 2016a). V&henenud
kohasuse ja MIC-i pdhjuseks voivad olla TA-stisteemide eemaldamisega kaasnevad polaarsed
efektid lahedal paiknevate geenide ekspressioonile ning need vdivad olla tegelikud pdhjused,

miks on A10 tuvel vahenenud persistorite moodustamine (Ramisetty et al., 2016a).

Ka Staphylococcus aureus’e persistorite tekkimine ei jargi Germain jt (2015) poolt E. coli
jaoks vélja pakutud mudelit, sest ei tlup Il TA-slsteemide ega (p)ppGpp slntaaside
eemaldamine mdjuta S. aureus’e persistorite moodustamist (Conlon et al., 2016). S. aureus’el
suurendab persistorrakkude arvukust hoopiski ATP hulga vahenemine rakkudes (Conlon et
al., 2016). Nimelt on bakteritsiidsete antibiootikumide mérklauaks rakus aktiivselt toimuvad
protsessid, mis vajavad ATP energiat (Lewis, 2010). ATP puudumisel on need protsessid
peatunud, mistbttu ei saa antibiootikumid l&bi nende rakke mdjutada (Conlon et al., 2016).
Uks selline protsess on rakuseina komponendi peptidogliikaani siintees, mis p-laktaamide
juuresolekul ei toimu korrektselt ning see viib rakkude surmani (Cho et al., 2014). On hasti
teada, et B-laktaamid mdjutavad ainult kasvavaid rakke ning statsionaarse faasi rakud on
B-laktaamidele tolerantsed (Tuomanen et al., 1986). Nii statsionaarse faasi rakkude kui
persistorite tolerantsus B-laktaamidele tuleneb sellest, et rakkude madala ATP taseme tdttu ei
ole peptidogliukaani slintees aktiivne ning seega ei saa ka B-laktaamid neid rakke mdjutada
(Conlon et al., 2016; Shan et al., 2017).

ATP tasemest sOltuvat persistorite hulga regulatsiooni on taheldatud lisaks S. aureus’ele ka
E. coli’l (Shan et al., 2017). Kui véhendada eksponentsiaalse faasi rakkude ATP tase
statsionaarse faasi rakkude ATP tasemele, tduseb persistorite arvukus ning véheneb
translatsioonitase ja fluorokinoloonide poolt tekitatud DNA katkete arv (Shan et al., 2017).
Aminogliikosiidid pdhjustavad translatsioonivigu, mille tdttu kuhjuvad rakus toksilised
peptiidid (Davis, 1987). Kui ATP véhenedes translatsioon pidurdub, ei saa aminogliikosiidid
rakke mdjutada ning rakud on neile tolerantsed (Shan et al., 2017). Fluorokinoloonid ei lase
DNA guraasil ja teistel topoisomeraasidel ligeerida kokku DNA ahelaid, mistottu tekivad
kaheahelalised DNA katked (Malik et al., 2006). ATP puudumisel aga pidurdub DNA guraasi
ning topoisomeraaside t60, fluorokinoloonide kahjulik mdju ei saa avalduda ning rakud on
neile Uhenditele vastupidavamad (Shan et al., 2017). Eelnevat arvesse vottes on persistorite
tekkimiseks pakutud valja uus mudel (Joonis 4), mille kohaselt moodustuvad persistorid siis,

kui ATP tase rakus langeb ning erinevalt Germain jt (2015) poolt vélja pakutud mudelist ei
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ole siin olulised (p)ppGpp tase ning Lon proteaasist sdltuv TA-susteemide aktiveerumine
(Shan et al., 2017).

aminogliikosiidid

valgusiintees

fluorokinoloonid

antibiootikumide
sihtmérgideiole ~ l ATP T N l __rakkude
aktiivsed . DNA slntees surm
™,
™,
N B-laktaamid
pergistorite peptidéglﬁkaani

moodustamineT slintees

Joonis 4. E. coli ATP tasemest sOltuv persistorite moodustamise mudel (Shan et al., 2017,
kohandatud). Aktiivsed protsessid nagu valkude, DNA vGi peptidoglikaani slintees toimuvad ainult
siis, kui rakkudes on ATP tase kdrge. Kui need protsessid toimuvad, saavad neile mdjuda ka
mitmesugused bakteriotsiidsed antibiootikumid ning rakud surevad. Kui ATP tase langeb, peatuvad ka
ATP-st soltuvad protsessid ning antibiootikumid ei saa enam labi nende rakke mdjutada ning

moodustuvad antibiootikumidele tolerantsed persistorrakud.

Selline ATP-st s6ltuv mehhanism seletab (isna lihtsalt persistorrakkude tekkimist. Kérge ATP
tasemega eksponentsiaalse faasi rakkude hulgas leidub (ksikuid madala ATP tasemega
persistorrakke. Kuigi ei ole teada, miks on osadel rakkudel kasvavas populatsioonis ATP tase
palju madalam kui teistel bakteritel (Shan et al., 2017), seletab ATP madalam tase
statsionaarses faasis dara fenomeni, miks on statsionaarse faasi rakkude hulgas rohkem
persistoreid kui eksponentsiaalse faasi rakkude hulgas (Shan et al., 2017). Nendele andmetele
tuginedes tundub, et TA-susteemide roll persistorite moodustumisel ei ole sugugi nii téhtis,

kui pikka aega on arvatud.

1.5. Pseudomonas putida TA-ststeemid

Nagu juba eespool mainitud on P. putida’l erinevate ennustuste kohaselt 8 (Pandey ja Gerdes,
2005) kuni 15 (Shao et al., 2011) TA-susteemi ning neist enamiku puhul ei ole teada, kas nad
on funktsionaalsed. Vaid kahte P. putida TA-slsteemi, GraTA-d ja MazEF-i on

eksperimentaalselt uuritud (Tamman et al., 2014; Miyamoto et al., 2016).
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1.5.1. GraTA silsteem

GraTA on P. putida esimene pdhjalikult kirjeldatud TA-slisteem, mis sai oma nime selle jargi,
et GraT toksiin mdjutab bakteri kasvukiirust (ingl. k. growth rate-affecting TA-system)
(Tamman et al., 2014). Vastupidiselt klassikalisele titp 11 TA-ststeemi operoni ehitusele, kus
antitoksiini geen on operonis esimene (Joonis 1), paikneb graTA operonis toksiini geen
antitoksiini geenist eespool (Tamman et al., 2014). Sarnane geenide asetus on ka naiteks
V. cholerae higBA operonis (Christensen-Dalsgaard ja Gerdes, 2006) ja kooskdlas sellega on
nii GraT toksiin kui ka GraA antitoksiin kdige sarnasemad just HigBA perekonna valkudega
(Tamman et al., 2014).

GraT on mitmetel pdhjustel varem kirjeldatud toksiinidest erinev. Esiteks, kui enamasti ei ole
voimalik antitoksiini geeni genoomist eemaldada, sest aktiivne toksiin peatab bakterite kasvu
(Budde et al., 2007; Fivian-Hughes ja Davis, 2010), siis graA geeni puudumisel on rakkude
kasvukiirus tavatingimustel (30 °C) vaid véhesel maaral pidurdunud (Tamman et al., 2014).
Seega on GraT moddukas toksiin. Teiseks, GraT mdju sBltub temperatuurist, sest
madalamatel temperatuuridel mojutab toksiin bakteri kasvukiirust oluliselt tugevamalt
(Tamman et al., 2014). Naiteks on antitoksiini deletsioontuvel (AgraA) vedelst6tmes
temperatuuril 20 °C viis korda vaiksem kasvukiirus kui metsiktiivel ning agarséotme tassidel
ei suuda AgraA tavi sel temperatuuril kolooniaid ldse moodustadagi (Tamman et al., 2014).
Sarnaselt paljudele tulp 1l TA-ststeemide toksiinidele pidurdab ka GraT translatsiooni, kuid
GraT toimemehhanism on eriline — ta inhibeerib ribosoomide biogeneesi, eelkdige ribosoomi
sublhikute viimast kupsemisfaasi (Ainelo et al., 2016). Sellist mehhanismi pole siiamaani
teistel toksiinidel tdheldatud. Kuigi meie grupi avaldamata tulemused viitavad, et sarnaselt
oma lahimale sugulasele HigB-le on ka GraT RNaas (Ainelo, avaldamata andmed), pole siiski
veel selge, millest tuleneb selle toksiini mdju ribosoomi biogeneesile. GraT mdjutab bakteri
stressitaluvust ja on markimisvadrne, et soltuvalt stressorist voib toksiini mdju olla nii
positiivne kui ka negatiivne. Naiteks suurendab GraT bakteri tolerantsust streptomitsiinile,
kanamtsiinile, tsiprofloksatsiinile ja mitomitsiin  C-le, kuid véheneb tolerantsust

tetratsuikliinile, parakvaadile ja NaCl-le (Tamman et al., 2014).

Sarnaselt teistele tlup Il TA-sisteemide antitoksiinidele seondub ka GraA GraT-ga
stabiilsesse kompleksi, neutraliseerides seelébi toksiini kahjuliku méju (Tamman et al., 2014).
GraA on véga efektiivne antitoksiin, sest vaid (ks genoomne graA koopia suudab
neutraliseerida nii genoomist kui ka plasmiidilt ekspresseeritud GraT toksiini (Tamman et al.,

2014). Lisaks inhibeerib vaba GraA graTA operoni transkriptsiooni seondudes operoni
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promootoralale (Tamman et al., 2014). Erinevalt paljudest seniuuritud TA-ststeemidest ei
toimi toksiin graTA operoni regulatsioonil korepressorina, vaid hoopis derepressorina,
inhibeerides GraA seondumist graTA promootoralale (Tamman, 2016). GraA on teiste
antitoksiinidega vorreldes véga stabiilne, tema poolestusaeg on bakteri eksponentsiaalses ja
statsionaarses kasvufaasis 4-5 tundi (Tamman et al., 2016), samas kui enamasti on
antitoksiinide poolestusaeg vaid 15-20 minutit (Goeders ja Van Melderen, 2014). GraA
stabiilsus vaheneb aga tleminekul eksponentsiaalsest faasist statsionaarsesse faasi, mis lubab
spekuleerida, et GraT-sdltuv kasvukiiruse pidurdumine vdib aidata bakteritel kohaneda
toitainetevaesema keskkonnaga (Tamman et al., 2016). Lisaks erineb GraA paljudest
antitoksiinidest ka seetfttu, et teda ei lagunda Lon ja Clp proteaasid. Tanaseks ei ole veel
teada, mis proteaas GraA-d lagundab, kuid on viiteid, et GraA lagundamise algatab
endoproteaas, sest GraA lagundamisel I8igatakse GraA kaheks ning seejarel lagundatakse
I6plikult (Tamman et al., 2016).

Kuigi Tamman jt (2014) on ndidanud, et GraTA on funktsionaalne TA-siisteem ning
antitoksiini puudumine mojutab bakteri kohasust, siis terve graTA slsteemi vOi toksiini
puudumine ei mojuta bakteri stressitaluvust, kasvukiirust ega anna bakterile konkurentsieelist

metsiktive ees (Tamman et al., 2014).

1.5.2. MazEF slisteem

Teine P. putida TA-sisteem, mille funktsionaalsust on uuritud, on lookuse PP0770-0771
poolt kodeeritud MazEF siisteem. Oma nime sai see lookus sarnasuse jargi E. coli MazEF
stisteemiga (Miyamoto et al., 2016). Sarnaselt E. coli MazF toksiiniga on ka P. putida MazF
ribosoomist s6ltumatu mRNaas, mida neutraliseerib vastav antitoksiin MazE (Zhang et al.,
2003; Miyamoto et al., 2016). E. coli ja P. putida MazF toksiinide identsus on vaid 34,8% ja
seeparast pole ullatav, et nad l6ikavad mRNA-sid erinevatest kohtadest (Miyamoto et al.,
2016). Kui E. coli MazF tunneb &ra ja l6ikab ACA jarjestust (Zhang et al., 2003), siis
P. putida MazF l6ikab mRNA-d UAC jarjestusest (Miyamoto et al., 2016). Kuigi on
néidatud, et P. putida MazF toksiin on funktsionaalne mRNaas (Miyamoto et al., 2016), pole

seni andmeid kas ja mil mé&éral mdjutab MazEF siisteem P. putida kohasust ja stressitaluvust.
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Il EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmérgid

Enamiku bakterite genoomist vdib leida TA-slisteeme ning tihti on neid ihe bakteri genoomis
mitmeid (Pandey ja Gerdes, 2005). TA-slisteemide laialdane levik tostatab aga kiisimuse —
mis on nende slsteemide funktsioon? Enamasti arvatakse, et TA-slisteemid aitavad bakteritel
ule elada stressirohkeid tingimusi. Kirjanduses on palju arutletud, et TA-slisteemid vdivad
olla olulised persistorrakkude moodustamisel (Helaine et al., 2014; Germain et al., 2015),
kasvukiiruse regulatsioonil (Christensen et al., 2001; Pedersen et al., 2002), rakkude
suunamisel apoptoosi (Sat et al., 2001; Sggaard-Andersen ja Yang, 2008), biofilmi
moodustamisel (Gonzalez Barrios et al., 2006; Kim et al, 2009) v0i aidata
bakteripopulatsioonil Ule elada faagide riinnakut (Hazan ja Engelberg-Kulka, 2004; Koga et
al., 2011). Sageli on viited neile funktsioonidele saadud toksiinide m&ju uurimisest ja
enamasti ei ole Uhe TA-slsteemi inaktiveerimisel ei bakteri stressitaluvusele ega kohasusele
olulist mdju. Samas on Uksikuid viiteid, et TA-susteemid vOivad toimida slnergiliselt ja
mitme TA-slsteemi puudumine v3ib bakteri kohasust oluliselt mdjutada (Kim et al., 2009;

Maisonneuve et al., 2011).

P. putida’l on lisaks eelpool mainitud GraTA-le ja MazEF-ile veel vahemalt 13 arvatavat tulp
Il TA-ststeemi (Pandey ja Gerdes, 2005; Makarova et al., 2009; Shao et al., 2011; Molina et
al., 2016), mida ei ole eksperimentaalselt uuritud. Ei ole teada, kas ja kuidas need 15
TA-susteemi mojutavad P. putida kohasust ja stressitaluvust. Sellest tulenevalt sai minu
praktilise t60 eesmargiks valja selgitada, kas P. putida Paw85 genoomis kodeeritud 15
TA-susteemi mdjutavad bakteri kohasust ja stressitaluvust. Selle eesmaérgi taitmiseks

otsustasin:

1. Konstrueerida P. putida A15TA tiive, millest on eemaldatud kdik 15 oletatavat titip 11
TA-siisteemi.

2. Varrelda A15TA tiive kohasust ja stressitaluvust metsiktivega.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud s66tmed, bakteritiived ja plasmiidid

T60s kasutatud bakteritived ja plasmiidid on toodud Lisas (Lisa, Tabel 1). S66tmena kasutati
LB (lysogeny broth) s6ddet (1% triptoon, 0,5% pérmiekstrakt, 0,5% NaCl). Tards66tme
saamiseks lisati sootmesse agarit 15 g/l. E. coli rakke kasvatati temperatuuril 37 °C ja

P. putida rakke temperatuuril 30 °C. Vedelsé6tmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

Selektsiooniks kasutati antibiootikume: ampitsilliin (Amp; 100 ug/ml), kanamutsiin (Km;
50 pg/ml), benstulpenitsilliin (Bp; 1,5 mg/ml). Tuvede stressitaluvuse hindamiseks lisati LB
agarsootmele jargnevaid kemikaale: tetratsikliin (Tet; 1,5 pg/ml voi 2 pg/ml),
tsiprofloksatsiin (Cipro; 0,03 pg/ml voi 0,04 pg/ml), NaCl (500 mM), streptomiitsiin (Sm;
15 pg/ml, 20 pg/ml véi 25 pg/ml), kanamiitsiin (Km; 1 pg/ml voi 1,5 pg/ml), nitrokinoliin
(NQO; 200 uM, 240 pM voi 260 pM), parakvaat (Para; 1 pg/ml voi 1,5 pg/ml),
bensiiiilpenitsilliin (Bp; 240 pg/ml voi 260 pg/ml), rifampitsiin (Rif; 4 pg/ml voi 5 pg/ml).

2.2.2. Polumeraasi ahelreaktsioon (PCR)

PCR-i matriitsina kasutati kas eelnevalt eraldatud plasmiidset DNA-d vdi bakterirakke.
Reaktsiooni mahuks oli enamasti 20 pl, monel juhul (kloneerimisel teostatud PCR 111) 40 pl.
Reaktsioonisegu sisaldas lisaks matriitsile 1 x PCR-i puhvrit (7,5 mM Tris-HCI (pH 8,8),
2 mM (NH,4)2SOq4, 0,001% Tween 20), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 thikut Taq vo6i Pfu
DNA poliimeraasi ja 10 pmol mdlemat praimerit. Praimeritena kasutatud oligonukleotiidid on
toodud Lisas (Lisa, Tabel 2). PCR-i reaktsioon koosnes 25 tsiiklist, mis sisaldas jargnevaid

etappe:

1) 96 °C, 1 minut
2) 54-56 °C, 30 sekundit
3) 72 °C, slinteesiaeg soltus amplifitseeritava ala pikkusest ja kasutatud pollimeraasist
arvestusega, et Taq polimeraas stnteesib 1000 ja Pfu polimeraas 500 nukleotiidi
minutis
Kui matriitsina kasutati rakke, eelnes tsiiklitele paariminutiline kuumutamine temperatuuril

96 °C. Peale 25 tsiiklit jargnes 2-minutiline lisastintees temperatuuril 72 °C.

2.2.3. Kloneerimine

Iga TA-stisteemi lookuse deletsiooni sisaldava DNA 18igu tekitamiseks viidi 1&bi kolm PCR-i
reaktsiooni (Lisa, Tabel 2). I ja 1l PCR-i reaktsioonid viidi labi paralleelselt kasutades
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matriitsina P. putida rakke. Nende kadigus amplifitseeriti umbes 500 aluspaari (ap) pikkused
jarjestused molemalt poolt eemaldatavat piirkonda. Saadud PCR-i produkte toddeldi
ensutimidega Dpn I (2,5 U/ul) ja Exo 1 (0,4 U/ul) 15 minutit temperatuuril 37 °C, et vabaneda
kromosomaalsest DNA-st ja praimeritest. Seejarel inaktiveeriti enstiimid 15 minuti jooksul
temperatuuril 80 °C. | ja Il PCR-i produkte kasutati seejarel matriitsina Il PCR-is (nn
0mblus-PCR-is), mille k&igus kleebiti 1 ja 1l PCR-i reaktsioonis paljundatud DNA I6igud
omavahel kokku. Tekkinud fragmenti IGigati sobivate restriktaasidega (Lisa, Tabel 2) ning
Kloneeriti samade restriktaasidega avatud pEMG vektorisse. Kloneerimisel kasutati firma
Thermo Scientific ensiiime vastavalt tootja ettekirjutustele. Saadud plasmiidid on toodud
Lisas (Lisa, Tabel 1).

2.2.4. Plasmiidse DNA eraldamine ja restriktsioonanaliiis

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutati firma Favorgen DNA eraldamise komplekti
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit ja jargiti tootja protokolli. DNA elueeriti 60 pl

deioniseeritud veega ning sailitati temperatuuril -20 °C.

DNA restriktsiooniks kasutati firma Thermo Scientific ensulime tootja poolt ettenahtud
tingimustel. Restriktsiooni tulemust analliusiti geelelektroforeesiga. DNA proovile lisati 1/10
mahus markervarvi (0,04% broomfenoolsinine, 50% glutserool) ning kanti 1%-lisele
etildiumbromiidi (0,33 upg/ml) sisaldavale agaroosgeelile 1 x TAE puhvris (50 mM
Tris-atsetaat; 1 mM EDTA pH 8,2). Elektroforees viidi labi toatemperatuuril pingel
100-150 volti. Geeli pildistati UV-valguses.

2.2.5. Sekveneerimine

Sekveneeritavaid PCR-i produkte t60deldi eksonukleaas | (Exol; 2,5 U/ul) ja aluselise
fosfataasiga (SAP; 1 U/ul) 30 minutit temperatuuril 37 °C. Enstiimide inaktiveerimiseks hoiti

reaktsioonisegusid 15 minutit temperatuuril 80 °C.

Sekveneerimiseks valmistati proovid ette Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’iga
(Applied Biosystems), kasutades tootjafirma modifitseeritud protokolli (J. Parik).
Sekveneerimisreaktsiooni segu 10ppmahuga 10 pl sisaldas: 1 pl eelnevalt to6deldud PCR-i
produkti, 0,7 ul premix-i (Big Dye PR-100 mix v3.1), 2 ul 5 x lahjenduspuhvrit (200 mM Tris
pH 9,0; 6 mM MgCl,), 1,6 pmol praimerit ning I6ppmahuni deioniseeritud vett. Reaktsioon
koosnes 30 tsuklist, mis sisaldas jargmisi etappe:
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1) 95 °C, 15 sekundit
2) 50 °C, 10 sekundit
3) 60 °C, 45 sekundit

Seejérel sadestati reaktsioonisegust DNA 2 pl dekstraani ja 30 pl 96% etanooliga 10 minuti
jooksul temperatuuril -20 °C. Sadet pesti kaks korda 200 ul 75% etanooliga ning voeti Ules
10 pl-s 100%-lises formamiidis. Kasutati Eesti Biokeskuse tuumiklabori sekveneerimisteenust
ja DNA sekveneeriti Applied Biosystems 3730x1 kapillaarsekvenaatoriga. Saadud
nukleotiidseid  jarjestusi analUlsiti programmidega BioEdit 7.0.9.1 ja BLAST

(www.nchi.nlm.nih.gov).

2.2.6. Bakterite elektroporatsioon

E. coli kompetentsete rakkude saamiseks kasvatati rakke ette tile66 (~20 h) LB vedels6otmes
temperatuuril 37 °C. Uledo kultuurist tehti 50-kordne lahjendus vérskesse 5 ml LB
vedelsootmesse ning rakke kasvatati ~2 h (ODsgp~0,2-0,3). Seejarel tdsteti bakterikultuurid
jaale ning rakud tsentrifuugiti kokku lauatsentrifuugi Sigma 1-4 abil (1 min, 16100 x g).
Rakke pesti kolm korda 1 ml 10%-lise glitserooliga. Seejarel voeti rakud tles ~50 pl-s
10%-lises glutseroolis. Rakke ja td6lahuseid hoiti pidevalt jaal.

P. putida kompetentsete rakkude saamiseks kasutati Uledd (~20 h) LB vedels66tmes
temperatuuril 30 °C kasvanud rakke. Ule66 kultuurist tsentrifuugiti kokku 250 ul (1 min,
16100 x g), rakke pesti kolm korda 1 ml 300 mM sahharoosiga ning suspendeeriti ~50 pl-S
300 mM sahharoosis.

Rakkudele lisati 0,1-1 ug vees lahustatud DNA-d ning segu tdsteti elektroporatsiooni kivetti.
Elektroporatsioon teostati BioRad-i elektroporaatoriga pingel 2500 V. Rakud pesti Kkivetist
valja 1 ml LB vedels66tmega ning seejarel kasvatati E. coli rakke tks tund temperatuuril
37 °C ja P. putida rakke 1-3 tundi temperatuuril 30 °C. Pdrast seda tsentrifuugiti rakud

so6tmest valja (30 sek, 16100 x g) ning plaaditi selektiivsodtmele.

2.2.7. Deletsioonmutantide konstrueerimine

Deletsioonmutantide  konstrueerimisel kasutati vaikeste modifikatsioonidega Victor
de Lorenzo laboris véljatootatud metoodikat (Martinez-Garcia ja de Lorenzo, 2011). Sellele
vastavalt viidi TA-susteemi deletsiooni fragmenti sisaldav suitsiidplasmiid pEMG-ATA
P. putida algtiivesse Pawa85, kus plasmiid ei replitseeru. Tanu TA-ststeemi deletsiooni

fragmendi ja kromosoomi vahelisele homoloogilisele rekombinatsioonile, siseneb plasmiid
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bakteri kromosoomi. Moodustuvad kanamdtsiiniresistentsed kointegraadid, mis sisaldavad nii
metsiktupi kui ka deletsiooniga lookust. Seejarel viidi kointegraatidesse elektroporatsiooni
abil 1-Scel nukleaasi kodeeriv plasmiid pSW(I-Scel). 1-Scel nukleaas I6ikab kromosoomi
integreerunud  plasmiidi  I-Scel  restriktsioonisaitidest ~ kahelt poolt TA-sisteemi
deletsioonifragmenti. Selleks, et indutseerida I-Scel nukleaasi, kasvatati rakke iledd (~20 h)
3 mM meta-toluaati sisaldavas LB vedels6otmes. Seejarel plaaditi rakud LB agars6otmele
ning selekteeriti vélja kanamdtsiinitundlikud kolooniad. Deletsiooni olemasolu kontrolliti
PCR-iga. I-Scel nukleaasi kodeerivast plasmiidist vabanemiseks kasvatati deletsioontiivesid
paar paeva mitteselektiivsetes tingimustes ning valiti vélja benstdlpenitsilliini suhtes
tundlikud kolooniad.

2.2.8. Bakterite kasvukdverate analiiis

Bakterite kasvukdvera méaramiseks inokuleeriti le6d (~20 h) LB vedels66tmes kasvanud
bakterikultuuriga varsket (antibiootikumi sisaldavat) LB soddet. Baktereid lahjendati 100 ul
LB-sse kas 100 (parakvaadi ja tetratsiikliini lisamisel) v6i 1000 (nitrokinoliini lisamisel)
korda. Parakvaati, tetratsiikliini ja nitrokinoliini lisati s66tmesse l8ppkontsentratsiooniga
vastavalt 9,6 ug/ml, 1,2 ug/ml ja 0,2 mM. Baktereid kasvatati mikrotiiterplaadil temperatuuril
30 °C ning kasvava kultuuri optilist tihedust mdddeti lainepikkusel 580 nm iga 20 minuti
tagant spektrofotomeetriga Infinte M200 Pro (Tecan). Omavahel vérreldi antibiootikumiga ja

ilma kasvanud rakkude kasvukdveraid.

2.2.9. Bakterirakkude hiidrofoobsuse maaramine

Bakterite hiidrofoobsuse maaramiseks kasutati nn BATH katset (ingl. k. bacterial adherence
to hydrocarbons assay). Selleks kraabiti tikuga kokku 1/12 LB agarsodtme tassil le6o
(~22 h) kasvanud bakterikultuuri ning rakud suspendeeriti 500 pl steriilses 1 x M9-s. Saadud
segu lahjendati 1 x M9-ga ODsgp~0,3-ni ning moddeti selle lahjenduse tdpne ODsgg, mis on nn
algne OD. 1 ml-le samale lahjendusele lisati 100 pl n-heksadekaani ning segati dgedalt
vortexil 10 sekundit, et hiildrofoobsed bakterid liiguksid n-heksadekaani faasi. Seejarel seisis
n-heksadekaaniga segu laual 30 minutit, parast mida mdddeti segu vesifaasi ODsgy ning saadi
nn 16pp OD. Algse ja I16pp OD pdhjal arvutati, kui suur hulk bakteritest liikus n-heksadekaani
hidrofoobsesse faasi, mida valjendati heksadekaanilembuse protsendina.

2.2.10. UV-taluvuse maaramine

UV-taluvuse méédramiseks kasvatati bakterikultuurid ette ledéd (~20h) LB vedelsddtmes

temperatuuril 30 °C. Uledd kultuurist tehti 50-kordne lahjendus varskesse LB sodtmesse ning

28



rakke kasvatati 2,5 tundi (ODsgo~0,7). Seejarel tehti rakukultuurist 10-kordsete lahjenduste
rida, mis kulvati LB agarsootme tassidele 5 ul tilkadena. Tasse kiiritati UV-Kiirguse
doosidega 5, 10 v&i 15 J/m?, kontrolltasse ei kiiritatud. Tasse inkubeeriti (ile6 temperatuuril
30 °C. Jargmisel péeval loeti kokku s6étmele tekkinud kolooniad, kusjuures lugemiseks valiti
vOimalikult suure rakutihedusega lahjendusest tehtud kilv ning arvutati ellujgédnud bakterite

hulk Ghe milliliitri rakukultuuri kohta.

2.2.11. Stressitaluvuse hindamine agarsootmel

Bakteritlivede stressitaluvuse madramiseks erinevate kemikaalide suhtes kasvati tlvesid ette
iiledd (~20h) LB vedelsootmes temperatuuril 30 °C. Uledd kultuurist tehti 10-kordsete
lahjenduste rida, mis kiilvati 5 pl tilkadena LB agarsootme tassidele, kuhu oli lisatud
erinevaid kemikaale (tetratsiikliin, kanamdtsiin, streptomiitsiin, parakvaat, nitrokinoliin,
benstulpenitsilliin, NaCl, tsiprofloksatsiin voi rifampitsiin). Kontrolltassidele kemikaale ei
lisatud. Tasse hoiti 24 h temperatuuril 30 °C ning vdrreldi erinevate tivede tundlikkust

vastavatele kemikaalidele.2.2.12. Biofilmi moodustumise mé6tmine

Biofilmi mdoo6tmiseks kasvatati bakterikultuuri ette le6d (~20 h) LB vedels66tmes
temperatuuril 30 °C. Ule66 kultuurist tehti polustiireenist mikrotiiterplaadi (Greiner bio-one
655180) kannu 50-kordne lahjendus 100 pl-sse varskesse LB vedelsootmesse. Rakke
kasvatati staatiliselt 24 h temperatuuril 30 °C. Tekkinud biofilmi hulga maaramiseks varviti
rakke 25 ul 1%-lise kristallvioleti vesilahusega 15 minutit. Seejarel eemaldati varvilahus koos
vabade rakkudega ning allesjadanud biofilmi pesti kaks korda 150 ul deioniseeritud veega.
Biofilmi kinni jaidnud vérvi vélja pesemiseks lisati mikrotiiterplaadi kannu kaks korda 180 pl
96 %.-list etanooli ning saadud vérvi-etanooli segu koguti puhtale mikrotiiterplaadile.
Biofilmist valja pestud vérvilahust lahjendati veega kolm korda ning saadud lahuse optiline

tihedus mdddeti lainepikkusel 540 nm.

2.2.13. Persistorite arvukuse maaramine

Persistorite arvukuse mé&aramiseks kasvatati rakud ette Gle6d (~20h) LB vedelsodtmes
temperatuuril 30 °C. Uled6 kultuurist tehti 50-kordne lahjendus vérskesse LB séétmesse ning
streptomdtsiiniga to6tluseks kasvatati rakke erineva optilise tiheduseni (ODsg ~0,4, 0,7-0,8
voi 0,8-0,9). Bensuulpenitsilliiniga tootlemiseks kasvatati rakukultuur ODsgo-ni 0,6-0,7.
Seejarel viidi 1,4 ml bakterikultuuri eppendorfi tuubi, rakkudele lisati antibiootikum (Sm ja
Bp vastavalt kontsentratsioonidega 300 pg/ml ja 3 mg/ml) ja inkubeeriti termostaadis
temperatuuril 30 °C 4-5 tundi. Iga tunni tagant voeti proov, millest tehti 10-kordsete

lahjenduste rida, mis kiilvati LB agars66tme tassidele 5 pl tilkadena. Tasse inkubeeriti iile6o
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temperatuuril 30 °C. Jargmisel paeval loeti kokku sddtmele tekkinud kolooniad, lugemiseks
valiti vBimalikult suure rakutihedusega lahjendusest tehtud kulv ning arvutati ellujdénud
(kolooniaid moodustavate) bakterite hulk Ghe milliliitri rakukultuuri kohta. Statistiliseks

anallisiks kasutati Student T-testi.

2.2.14. Konkurentsikatse

Konkurentsikatses segati kokku P. putida algse ja A13TA tivede (led6é (~20 h) kasvatatud
bakterikultuurid ODsgy jargi suhtes 1:1. Varsket LB vedelsdddet inokuleeriti saadud
segakultuuri 50-kordse lahjendusega ning kasvatati ~24 h temperatuuril 30 °C. 24 h
moodudes voeti tivede suhtelise hulga mééaramiseks vélja proov, mis kilmutati ja lisaks
inokuleeriti vérsket LB vedelsdodet segakultuuri 50-kordse lahjendusega. Katse kestis kokku
8 péeva ning igal paeval kulvati segakultuuri edasi varskesse LB vedelso6tmesse ning voeti
proov. Seejarel proovid sulatati ning tivede suhteline hulk madrati graTA lookus-spetsiifilise
PCR-i abil, kasutades praimereid 1585Sac ja 1585Acc. Tekkinud erineva pikkusega PCR-i

produktid vBimaldavad tiivesid omavahel eristada.

Erinevate tivede suhet ilmestava kaliiber-PCR-i saamiseks segati kokku tle6d (~20 h) ette
kasvatatud bakterikultuurid erinevates suhetes ODsgg jérgi (10:0 — 0:10) ning tlivede suhteline

hulk méarati eelpool kirjeldatud viisil graTA lookus-spetsiifilise PCR-i abil.
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2.3 Tulemused

2.3.1. A13TA tiive konstrueerimine

Nagu eespool mainitud on P. putida’l erinevate ennustuste kohaselt 8 (Pandey ja Gerdes,
2005), 9 (Molina et al., 2016), 12 (Makarova et al., 2009) vdi 15 TA-slsteemi (Shao et al.,
2011). Erinevaid ennustusi omavahel vdrreldes valisime analulsimiseks 14 TA-slsteemi
TADB andmebaasist (Shao et al., 2011) ning lisaks Uhe RASTA-Bacteria algoritmiga
ennustatud TA-stisteemi (Sevin ja Barloy-Hubler, 2007) ehk kokku 15 TA-susteemi.

Selleks, et uurida TA-susteemide mdju P. putida kohasusele ja stressitaluvusele otsustasime
konstrueerida mitmikmutandi, mille genoomist on kdik need 15 oletatavat tultp 1l
TA-susteemi eemaldatud. Tabelis 1 on toodud nende TA-sisteemide valkude perekonnad,
ortoloogide arv teistes pseudomonaadides, toksiinide ennustatud funktsioonid, stisteemide
eemaldamise jarjekord mitmikmutandis ja lookuse skemaatiline joonis. Mitmikmutandi
konstrueerimist alustasime varem iseloomustatud AgraTA tuvest (Tamman et al., 2014), mille
genoomist eemaldasime Uksteise jarel 12 siisteemi ning saime TA-slsteemide koosmoju
uurimiseks mitmikmutandi A13TA (Tabel 1). Ststeeme, mida kodeerivad lookused PP4100-
4101 ja PP3899-3900 mitmikmutandil ei deleteeritud, sest nende eemaldamisel kaasnes
TA-susteemidest sdltumatu fenottlip (vt jargnevaid peatiikke). Lisaks konstrueerisime iga

stisteemi kohta ka tiksikmutandi, et oleks voimalik néha tiksiku stisteemi puudumise maju.

Tabel 1. P. putida oletatavad TA-susteemid

Jarjekord | Lookus | Perekond | Ortoloogid Toksiini ennustatud Mitmik- | Paiknemine genoomis®
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% Andmed ortoloogide kohta parinevad lehekiiljelt www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2009), va GraTA,
mille andmed on vBetud Tamman jt artiklist (Tamman et al., 2014).

b Katseliselt on tdestatud GraT ((Ainelo et al., 2016); Ainelo, avaldamata andmed) ja MazF toksiinide funktsioon
(Miyamoto et al., 2016).

¢ Genoomildigud (mddtkavad erinevad) on vdetud lehekiljelt www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2009).
Geenid on tahistatud varviliste kastidega vastavalt kodeeritava valgu lokalisatsioonile: punane — tsiitoplasma,
oranz — sisemembraan, roheline — vélismembraan, hall — lokalisatsiooni pole ennustatud. Ulemiselt ahelalt
kodeeritud geenid paiknevad tleval, vastasahelalt kodeeritud geenid allpool horisontaalset keskjoont. Valgega on
téhistatud geenidevaheline ala.

2.3.2. PP4100-4101 operoni eemaldamisel on polaarne efekt uvrY/gacA geenile

PP4100-4101 operon asub genoomis uvrY/gacA geeni (edaspidi gacA) ees — nende geenide
vaheline ala on vaid 62 ap. GacA on GacS/GacA kahekomponendilise sisteemi
regulaatorvalk, mis reguleerib P. aeruginosa’s ja P. syringae’s paljude virulentsusega seotud
geenide avaldumist, sealhulgas ka biofilmi tootmist ja liikuvust (Heeb ja Haas, 2001; Parkins
et al.,, 2001; Lapouge et al., 2008; Cha et al., 2012). Ka P. putidas’s osaleb GacS/GacA

stisteem biofilmi regulatsioonil (Lopez-Sanchez et al., 2016). Meie grupi varasemad uuringud
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on naidanud, et GacS/GacA defektsuse Uheks ilmekamaks fenotiibiks on rakupinna
hidrofoobsuse vdhenemine (Putrin$ ja Horak, avaldamata andmed), mis on mdddetav nn
BATH (bacterial adherence to hydrocarbons) katsega, kus baktereid to6deldakse
n-heksadekaaniga. Selgus, et terve PP4100-4101 lookuse puudumine pdhjustab gacA
katkestustiivele sarnase fenotlubi (Joonis 5), kuigi ATA tlve gacA geen on terve. Kui
hidrofoobse n-heksadekaani lisamisel metsiktiupi P. putida bakterikultuurile 1&hevad umbes
pooled bakteritest vesilahusest heksadekaani faasi, siis gacA katkestusmutandi ja APP4100-
4101 mutandi (varl(A12TA)) rakud faasi ei vaheta ning jadvad vesilahusesse (Joonis 5). Kui
APP4100-4101 tavi konstrueerida nii, et genoomi jaab alles pool PP4100 antitoksiini geenist
(APP4100-01 varll, Tabel 1), kaitub mutant BATH katses sarnaselt metsiktiivele (Joonis 5).
Nendest tulemustest jareldasime, et PP4100-4101 operoni eemaldamisel on gacA geeni
ekspressioonile  polaarne efekt ning seepdrast otsustasime  TA-mitmikmutandi

konstrueerimisel seda lookust mitte kaasata.
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Joonis 5. Bakterikultuuri hidrofoobsuse anallilis n-heksadekaaniga. Esitatud on P. putida
metsiktive (wt), gacA geeni katkestusmutandi (gacA:Sm), PP4100-4101 operoni deletsiooniga tlivede
[varl(A12TA) ja A4100-Olvarll] ja A13TA tive rakupopulatsiooni  hidrofoobsuse
(heksadekaanilembuse) protsent. Toodud on kolme mddtmise keskmised tulemused koos

standardhé&lbega.

2.3.3. PP3899-3900 TA-suisteem stabiliseerib profaagi P1

PP3899-3900 operon paikneb P. putida genoomis profaag P1 koosseisus. P. putida profaag
P1 on 54,7 kb pikkune ning sisaldab kokku 72 kodeerivat jarjestust. On ndidatud, et profaag
P1 pusib P. putida genoomis véaga stabiilselt (Martinez-Garcia et al., 2015). Kui ma aga
uritasin PP3899-3900 lookust genoomist eemaldada, lahkus thtlasi ka terve P1 profaag. Kuue
erineva deletsioonmutandi sekveneerimine néitas, et kdigil oli genoomist lahkunud tapselt
uhesugune DNA 16ik — 55 799 ap pikkune ala. Minu konstrueeritud tiivi A3899-3900(AP1),
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mille genoomist on Pl spontaanselt lahkunud, on fenotiibilt sarnane varem Kkirjeldatud
P. putida EM174(AP1) tuvega, millest on P1 rekombinantselt eemaldatud (Martinez-Garcia et
al., 2015). Profaag P1 puudumisel on rakud vOrreldes metsiktiivega vastupidavamad
UV-kiirgusele (Joonis 6) ning taluvad veidi paremini nitrokinoliini ja tsiprofloksatsiini
(Joonis 7).
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Joonis 6. A3899-3900(AP1) tlvi on UV-kiirgusele vastupidavam kui metsiktivi. P. putida
metsiktive (wt) ja P1 profaagita tlivede [A3899-3900(AP1) ja EM174(AP1)] eksponentsiaalse
kasvufaasi rakkudest tehti 10-kordsete lahjenduste rida, mis kilvati LB agarsddtme tassidele. Tasse
kiiritati UV-kiirguse doosidega 5, 10 v&i 15 J/m? kontrolltasse ei kiiritatud. Arvutati ellujaanud
bakterite hulk tihe milliliitri rakukultuuri kohta. Toodud on kahe sdltumatu katse keskmised tulemused

koos standardhalbega.

Joonis 7. A3899-3900(AP1) tuvi kasvab nitrokinoliini ja tsiprofloksatsiini juuresolekul
metsiktUvest paremini. P. putida metsiktiive (wt) ja A3899-3900(AP1) tiivede kasv nitrokinoliini ja
tsiprofloksatsiini sisaldavatel LB agarso6tme tassidel. Paneelide kohal on mérgitud nitrokinoliini ja
tsiprofloksatsiini 16ppkontsentratsioon s6dtmes. Rakke on lahjenduste tilkades umbes 500 ja 50. Pilt

on tehtud pérast 24 h kasvatamist temperatuuril 30 °C. Katset on korratud kaks korda.

2.3.4. 13 TA-susteemi puudumine ei mdjuta testitud tingimustel oluliselt P. putida

kohasust

Selleks, et vélja selgitada, kas TA-susteemide eemaldamine m6jutab P. putida kohasust ning
stressitaluvust, vordlesin A13TA ja Al12TA tlvesid metsiktiivega, testides bakterite

kasvukiirust, stressitaluvust erinevate kemikaalide juuresolekul, tolerantsust UV-kiirgusele,
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persistorrakkude teket, biofilmi moodustamist ja kohasust konkurentsikatses. A12TA on

katsetesse kaasatud kontrollina, et ndidata, millisel mééaral kattub mitmikmutantide fenotup.

2.3.4.1. TA-susteemide mitmikmutantide kasvukiirus sarnaneb algse tiivega

TA-susteemide mitmikmutantide A12TA ja A13TA kasvukiiruseid vordlesin algse tiivega,
kasvatades baktereid mikrotiiterplaadil LB vedels6otmes temperatuuril 30 °C. Tulemused

joonisel 8 nditavad, et TA-susteemide eemaldamine ei mdjuta P. putida kasvu rikkas sé6tmes.
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Joonis 8. TA-ststeemide mitmikmutantide kasvukiirus ei ole muutunud. P. putida metsiktive
(wt), A12TA ja A13TA tivede kasvukdverate vordlus. Rakke kasvatati mikrotiiterplaadil LB
vedelsdotmes temperatuuril 30 °C. lga tiive puhul on toodud kolme md6tmise keskmised tulemused

koos standardhalbega.

2.3.4.2. A13TA tlve stressitaluvus ja UV-tolerantsus ei ole muutunud

Kuna TA-slsteeme seostatakse bakterite stressitaluvuse suurendamisega (Gerdes et al., 2005;
Wang ja Wood, 2011), siis jargnevalt testisin A13TA stressitaluvust erinevate kemikaalide
juuresolekul. Selleks vordlesin A13TA ja metsiktiive kasvu LB agarsodtme tassidel, kuhu oli
lisatud (ks jargnevatest kemikaalidest: tetratsiikliin, kanamdatsiin, streptomiitsiin, parakvaat,
nitrokinoliin, bensullpenitsilliin, NaCl, tsiprofloksatsiin voi rifampitsiin. Valisin need
uhendid, sest nad mdojutavad erinevaid protsesse rakus: tetratsukliin, kanamitsiin ja
streptomitsiin  inhibeerivad translatsiooni, parakvaat ja nitrokinoliin  pdhjustavad
okslidatiivset stressi, benstulpenitsilliin inhibeerib peptidogliikaani stinteesi, NaCl pdhjustab
osmootset Sokki, tsiprofloksatsiini tottu tekivad DNA katked ning rifampitsiin inhibeerib

transkriptsiooni.

Testisin nende Uhendite erinevaid kontsentratsioone ning joonisel 9 on &ra toodud
kontsentratsioonid, mille juures oli néha selget kasvu inhibeerivat efekti. Leidsin, et nende
kemikaalide juuresolekul ei olnud thelgi juhul ndha erinevusi A13TA ja metsiktiive kasvus

(Joonis 9). Ka iksikute susteemide deletsioonmutandid talusid neid stressitingimusi
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metsiktiivega vordvaarselt (andmeid pole esitatud). Lisaks ei erinenud mitmikmutandid

metsiktivest ka UV-tolerantsuse poolest (Joonis 10).

Tet Cipro NaCl Sm Km NQO
1,5 pg/ml 0,03 pg/ml 500 mM 15 pg/ml 1 pg/m 200 uyM LB

= o | D@

Joonis 9. A13TA tuve stressitaluvus ei ole muutunud. P. putida metsiktiive (wt) ja A13TA kasv LB

agarsootmel, kuhu on lisatud erinevaid kemikaale. Paneelide kohal on maérgitud tetratstkliini,
tsiprofloksatsiini, NaCl-i, streptomutsiini, kanamditsiini ja nitrokinoliini 18ppkontsentratsioon s6étmes.
Rakke on lahjenduste tilkades umbes 500 ja 50. Pilt on tehtud peale 24 h kasvatamist temperatuuril
30 °C. Katset on korratud kolm korda.
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Joonis 10. TA-susteemide mitmikmutantide UV-tolerantsus on vérreldav P. putida metsiktiivega.
P. putida metsiktive (wt), A12TA, A13TA ja EM174(AP1) tuvede eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkudest tehti 10-kordsete lahjenduste rida, millest kiilvati 5 ul LB agarsédtme tassidele. Tasse
Kiiritati UV-kiirguse doosidega 5, 10 v6i 15 J/m?, kontrolltasse ei kiiritatud. Ellujaénud bakterite hulk
arvutati uhe milliliitri rakukultuuri kohta. VVordlusena kaasati katsesse EM174(AP1) tuvi, millel on P1
profaagi puudumise tottu suurenenud tolerantsus UV-kiirgusele. Toodud on kahe sdltumatu Kkatse

keskmised tulemused koos standardhélbega.

2.3.4.3. Nitrokinoliini ja parakvaadi juuresolekul kasvava A12TA tive lag-faasi pikkus
erineb P. putida metsikttvest

Kuigi agarsdotmel polnud antibiootikumidel TA-ststeemide mitmikmutantide kasvule
mérgatavat moju, otsustasin testida antibiootikumide moju bakteri kasvule ka vedelkultuuris.
Selleks kasvatasin baktereid vedelsgotmes mikrotiiterplaadil antibiootikumi juuresolekul.
Antibiootikumidest kasutasin nitrokinoliini, parakvaati ning tetratsikliini, mida oli lisatud

s00tmesse erinevates kontsentratsioonides. Selgus, et nitrokinoliini juuresolekul on A12TA
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lag-faas pikem kui metsiktivel (Joonis 11), samas kui parakvaadiga s66tmes on tulemus
vastupidine ja A12TA alustab kasvu varem kui metsiktivi (Joonis 12). Tetratsukliini lisamisel

s00tmesse metsiktive ja A12TA kasvukdverates erinevusi polnud (tulemusi pole néidatud).
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Joonis 11. Nitrokinoliini juuresolekul on A12TA lag-faas pikem kui metsiktivel. P. putida
metsiktiive (wt) ja A12TA kasvukdverate vordlus nitrokinoliini juuresolekul (I6ppkontsentratsioon
0,2 mM). Rakud kasvasid mikrotiiterplaadil LB vedelsdédtmes temperatuuril 30 °C. Iga tlive puhul on
toodud nelja m&dtmise keskmised vaartused koos standardhélbega. Katset on korratud kaks korda,

esitatud on he katse tulemused.
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Joonis 12. Parakvaadi juuresolekul on A12TA lag-faas lihem kui metsiktivel. P. putida
metsiktiive (wt) ja A12TA kasvukdverate vordlus parakvaadi juuresolekul (Idppkontsentratsioon
9,6 ng/ml). Rakud kasvasid mikrotiiterplaadil LB vedels66tmes temperatuuril 30 °C. Iga tive puhul on
toodud nelja m&dtmise keskmised vaartused koos standardhdlbega. Katset on korratud kaks korda,

esitatud on Uhe katse tulemused
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2.3.4.4. 13 TA-slUsteemi ei mdjuta P. putida persistorite hulka

TA-slsteeme peetakse oluliseks persistorite moodustamisel (Helaine et al., 2014; Germain et
al., 2015) ning on ndidatud, et mitme TA-ststeemi puudumisel voib olla kumulatiivne efekt
persistorite tekkele (Maisonneuve et al., 2011). Selleks, et médta A12TA, A13TA ja P. putida
algse tlve persistorite hulka, to6tlesin eksponentsiaalse kasvufaasi rakke streptomdtsiini voi
benstulpenitsilliiniga, mille 1dppkontsentratsioonid olid vastavalt 300 pg/ml voi 3 mg/ml ning
jargneva nelja-viie tunni jooksul mé&érasin iga tunni jarel ellujdénud rakkude hulga. Nii
streptomtsiini kui benstulpenitsilliiniga tehtud tapmiskatsete pdhjal vdib jareldada, et
A12TA, A13TA ja metsiktivede populatsioonid omavahel persistorite hulga poolest ei erine,
sest 3.-5. tunnil pérast antibiootikumi lisamist oli ellujgdnud bakterite hulk sarnane (Joonis
13).
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Joonis 13. TA-susteemide eemaldamine ei mdjuta persistorite hulka. P. putida metsiktive (wt),
A12TA ja A13TA tiivede eksponentsiaalse kasvufaasi rakke toodeldi streptomiditsiiniga (A, B, C) (Sm;
I6ppkontsentratsioon 300 pg/ml) v6i bensidlpenitsilliiniga (D) (Bp; 16ppkontsentratsioon 3 mg/ml).
Antibiootikumi lisamisel oli rakkude ODsg, jargnev: (A) OD~0,4 (B) OD=0,7-0,8 (C) OD=0,8-0,9 (D)
OD=0,6-0,7. Ellujaddnud rakkude hulk médrati iga tunni tagant. lga tiive kohta on toodud véhemalt

kolme katse keskmised tulemused koos standardhélbega.
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Kill aga taheldasin kolmes sdltumatus katses tendentsi, et streptomutsiiniga tootlemisel
langeb A12TA ja A13TA elusrakkude arvukus esimestel tundidel pérast antibiootikumi
lisamist metsiktivest natukene kiiremini, kusjuures see erinevus néis s6ltuvat rakukultuuri
tihedusest antibiootikumi lisamise hetkel (Joonis 13, paneelid A, B, C). Siiski nditas
statistiline anallis, et Uhelgi juhul polnud erinevused metsiktive ning mitmikmutantide

tapmiskiirustes statistiliselt olulised (p vaartused >0,13).

2.3.4.5. A13TA biofilmi moodustamine ei ole muutunud

Kuna on néidatud, et mdned TA-susteemid on olulised ka biofilmi regulatsioonil (Gonzalez
Barrios et al., 2006; Kim et al., 2009), vordlesin A12TA ja A13TA tivede ja metsiktlve
biofilmi moodustumist. Selgus, et TA-mitmikmutandid moodustasid 24 h jooksul biofilmi

metsiktlivega vordselt (Joonis 14).

N

[EnY
N

OD (540 nm)

o !
o U L, U N U

wt A12TA A13TA

Joonis 14. TA-susteemide eemaldamine ei mdjuta P. putida biofilmi moodustamist. P. putida
metsiktive (wt), AL12TA ja AL13TA biofilmi kogus mdddeti parast bakterite kasvu 24 h temperatuuril
30 °C. Iga tuve puhul on esitatud vdhemalt 10 paralleeli keskmised tulemused koos standardhalbega.
Katset on tehtud tks kord.

2.3.4.6. TA-stisteemid ei mdjuta P. putida konkurentsivdimet toitaineterikkas s66tmes

Et vOrrelda A13TA konkurentsivdimekust P. putida metsiktlivega, kasvatasin neid tvesid
koos segakultuuris. Eeldasin, et kui TA-susteemide olemasolu peaks andma kasvueelise
metsiktivele, siis konkureeritakse segakultuurist valja A13TA tivi. Kui aga TA-ststeemid
peaksid olema bakterile koormaks, siis konkureeritakse segakultuurist valja metsiktivi.
Selgus, et vahemalt toitaineterikkas s6otmes kasvades ei mojuta TA-siisteemide puudumine
P. putida konkurentsivdimet ei positiivselt ega negatiivselt, sest A13TA ja metsiktiive

vahekord jai segakultuuris 8 péeva jooksul muutumatuks (Joonis 15).
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Joonis 15. TA-slsteemide puudumine ei mdjuta P. putida konkurentsivdimet. (A) P. putida
metsiktive (wt) ja A13TA suhet ilmestav kaliiber-PCR. Metsiktlve-spetsiifiline PCR-i fragment on
umbes 1050 ap ning A13TA oma 450 ap pikkune. (B) P. putida metsiktive (wt) ja A13TA
segakultuuri kasvatati LB vedelstdtmes temperatuuril 30 °C. Iga 24 h jarel tehti kultuurist 50-kordne
lahjendus varskesse sddtmesse ning maarati graTA lookus-spetsiifilise PCR-i abil tlivede suhteline

hulk. Katse kestis 8 paeva. Katset on tehtud (ks kord.

2.3.5. Toksiinide funktsionaalsuse analtitis antitoksiini deletsioonmutantidega

Kuna TA-slisteemide puudumine ei mdjutanud P. putida kasvu ega stressitaluvust, tekkis
klisimus, kas nende TA-slisteemide toksiinid on uldse funktsionaalsed. Vaid GraTA ja MazEF
stisteemide puhul on teada, et nende toksiinid on aktiivsed (Tamman et al., 2014; Miyamoto
et al., 2016) ning graA geeni puudumine mdjutab bakteri kasvukiirust ja stressitaluvust ning
hairib ribosoomi biogeneesi (Tamman et al., 2014; Ainelo et al., 2016). Selleks, et testida
teiste TA-slsteemide toksiinide funktsionaalsust, kavatsesime konstrueerida kdigi kdesolevas
t00s uuritud TA-susteemide antitoksiinide deletsioonttived (Tabel 2). Kuigi tavaliselt tehakse
toksiini funktsionaalsuse uurimiseks plasmiidsed konstruktid, millelt ekspresseeritakse
toksiini (Amitai et al., 2004; Keren et al., 2004b; Korch ja Hill, 2006), pooldasime meie
genoomses lookuses deletsioonide tegemist kui loomulikumat lahenemist. Eeldasime, et kui
antitoksiini geeni on v8imalik eemaldada, siis on antud toksiin kas ainult méddukalt toksiline
(sarnaselt GraT-le) voi pole funktsionaalne ning kui antitoksiini geeni eemaldada ei saa, viitab

see tugevale toksiini mojule.

Tabelis 2 on &ra toodud kdik konstrueeritud antitoksiini deletsioontlived. Ststeemide HigBA,
RelE/HigA ning PP4151-4152 antitoksiini geeni ei 6nnestunud meil genoomist eemaldada
kolmel sBltumatul proovimisel, mis viitab sellele, et nende susteemide toksiin on bakterile

vaga toksiline ning ilma seda neutraliseeriva antitoksiinita ei suuda bakter kasvada. Lisaks
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oleme proovinud eemaldada ka profaagis P1 asuvat PP3899-3900 siisteemi antitoksiini geeni
(Rita Horak), kuid kuna selle kaigus lahkus terve profaag, on alust arvata, et ka PP3900
toksiin on funktsionaalne. Slsteemide PP4529-4530, YefM/YoeB ja PP2499-2500
antitoksiini ei 6nnestunud meil esimesel katsel eemaldada ning ststeemil PP4100-4101 ei ole
me veel antitoksiini katkestada proovinud. Kill aga on antitoksiin edukalt eemaldatud lisaks
varem kirjeldatud GraTA susteemile ka PP2433-2434, HicAB-1, MgsRA, MazEF, PP1716-
1717 ja RelBE operonidest nii, et toksiini geen jai terveks.

Toksiinide funktsionaalsust olen joudnud testida lisaks varem uuritud GraTA susteemile vaid
nelja susteemi puhul (PP2433-2434, HicAB-1, MgsRA, MazEF), kui vordlesin antitoksiini
deletsioontlivede ja metsiktive kasvu LB agarsootme tassidel erinevate kemikaalide
juuresolekul. Sarnaselt Tamman jt (2014) saadud tulemustele, ndgin graA deletsioontivel
metsiktlivest aeglasemat kasvu LB agarsootmel ning NaCl, tetratsiikliini ja nitrokinoliini
sisaldavatel sootmetel, samas kui streptomitsiini, tsiprofloksatsiini ja kanamuditsiini

juuresolekul kasvas mutant metsiktiivest paremini (Joonis 16).

Lisaks selgus, et mgsA antitoksiini geeni eemaldamisel on mutandi kolooniad metsiktivest
LB agarsodtmel veidi vaiksemad (Joonis 16), mis tdhendab, et mgsA deletsioontlve
kasvukiirus on tahkel so6tmel sarnaselt graA deletsioontiivega metsiktivest aeglasem. Veel
leidsin, et AmgsA tlvi kasvab metsiktuvest paremini streptomitsiini juuresolekul, kuid
metsiktivest kehvemini NaCl ja tetratsikliini lisamisel kasvukeskkonda (Joonis 16). PP2433
antitoksiini geenita bakter talub aga nitrokinoliini, streptomatsiini ja kanamutsiini halvemini
kui metsikttvi (Joonis 16). mazE ja hicB-1 antitoksiinide geenide eemaldamine bakteri kasvu

ja stressitaluvust nendes tingimustest ei mdjutanud (tulemusi pole ndidatud).

Tabel 2. Antitoksiini deletsioontiived

TA-siisteem Antitoksiini Efekt

deletsioontiivi

GraTA AgraA temperatuurist s6ltuv kasvu parssumine,
muutunud stressitaluvus, ribosoomi
(PP1585-1586) biogeneesi defekt

PP2433-2434 A2433 muutunud stressitaluvus
HigBA ei saa teha
(PP1198-1199)
HicAB-1 A1479 testitud tingimustel ei ole
(PP1479-1480)
RelE/HigA ei saa teha
(PP5435/ PP0274)

42



MgsRA AmgsA muutunud stressitaluvus, kolooniate
(PP4204-4205) veidi aeglasem kasv agarsootmel
MazEF AmazE testitud tingimustel ei ole

(PP0770-0771)
PP1716-1717 A1716 ei ole anallsitud
PP4529-4530 proovitud 1x
PP4151-4152 ei saa teha
RelBE A1268 ei ole anallsitud
(PP1267-1268)
YefM/YoeB proovitud 1x
(PP2939-2940)
PP2499-2500 proovitud 1x
PP4100-4101 ei ole
proovitud
HicAB-2 A3899(AP1) profaag P1 lahkub genoomist
(PP3899-3900)

NaCl Tet NQO Sm Cipro Km
500mM 1,5pg/ml 200puM  25pg/ml 0,04 pg/ml 1,5 ug/ml LB

A

e P

Joonis 16. Antitoksiini deletsioontiivede kasv agarsootmel erinevate kemikaalide juuresolekul.
P. putida metsiktiive (wt), graA, mgsA ja PP2433 deletsioontiivede kasv LB agarsootmel, kuhu on
lisatud erinevaid kemikaale. Paneelide kohal on margitud NaCl, tetratsiikliini, nitrokinoliini,
streptomditsiini, tsiprofloksatsiini ja kanamtsiini 16ppkontsentratsioon sé6tmes. Rakke on lahjenduste
tilkades umbes 500 ja 50. Pilt on tehtud pérast 24 h kasvatamist temperatuuril 30 °C. Katset on tehtud
kolm korda.
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3. Arutelu

3.1. P. putida TA-susteemid

Kromosomaalsete TA-sisteemide roll ei ole selge ning Kirjanduses leidub vastuolulisi
andmeid selle kohta, kas TA-ststeemid voiksid tootada thtse vorgustikuna (Tsilibaris et al.,
2007; Kim et al., 2009; Maisonneuve et al., 2011; Shan et al., 2017). Sellest tulenevalt oli
kaesoleva t66 peamiseks eesmargiks vélja selgitada, kas mitme TA-susteemi puudumisel on

moju P. putida PaW85 kohasusele ja stressitaluvusele.

P. putida’l on ennustatud mitmeid kromosomaalseid TA-susteeme ning erinevaid ennustusi
vorreldes valisime véalja 15 TA-slsteemi (Sevin ja Barloy-Hubler, 2007; Shao et al., 2011),
mida lahemalt analtiGisida. Sarnaselt teistele bakteritele (Leplae et al., 2011) on ka P. putida
genoomis kdige rohkem RelE perekonna toksiine (Tabel 1). RelE perekonda kuuluvad lisaks
RelE-le ka nditeks YoeB, HigB ja MgsR toksiinid ning neid on P. putida’l kokku seitse. Ka
VapC perekonna toksiinid on bakterites vaga levinud (Leplae et al., 2011), kuid P. putida
genoomis on neid vaid Uks (Tabel 1). Lisaks on P. putida’l kaks HicA perekonna toksiini ja
uks MazF perekonna toksiin ning neli oletatavat toksiini, mis ei kuulu thtegi teadaolevasse
toksiiniperekonda (Tabel 1). Kbige rohkem on P. putida’l HigA perekonna antitoksiine (HigA
ja HipB) — kokku neli (Tabel 1). HigA perekonna antitoksiinid ongi bakterites kdige enam
levinud (Leplae et al., 2011). P. putida genoomis on ka kaks HicB perekonna antitoksiini
geeni ning RelB, MgsA, MazE ja Phd (YefM) perekonna antitoksiine on kdiki vaid (ks
(Tabel 1). Viie P. putida antitoksiini perekonnad ei ole teada. P. putida’l on kokku kolm uut
tiupi TA-susteemi, mille toksiinid ja antitoksiinid ei kuulu tihtegi teadaolevasse TA-valkude
perekonda (Tabel 1).

Klassikalise TA-slisteemi operonis paikneb antitoksiini geen toksiini geenist eespool (Joonis
2), kuid leidub ka vastupidise geenide jarjestusega TA-susteemide operone (Gerdes et al.,
2005). P. putida 15 TA-susteemist on vaid seitse ststeemi klassikalise operoni Ulesehitusega

ning lausa kaheksal stisteemil on toksiini geen operonis esimene (Tabel 1).

Monel P. putida TA-susteemil on palju ortolooge ka teistes pseudomonaadides. Néiteks on
PP1716-1717 susteemil le 40 ortoloogi ning PP4100-4101 sisteemil Ule 20 ortoloogi
erinevates Pseudomonas’e liikides (Tabel 1). Samas leidub ka siisteeme, mis on peamiselt
levinud vaid P. putida’s, nditeks PP0770-0771, mille ortolooge leidub lisaks P. putida’le vaid
P. syringae’s. Slsteemid, nagu PP1716-1717 ja PP4100-4101, mis on levinud paljudes

pseudomonaadides, on tdendoliselt evolutsiooniliselt vanemad ning levinud erinevatesse
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pseudomonaadidesse nende Uhisest eellasest. Kuna need slsteemid on pika aja jooksul
paljudes pseudomonaadides pusima ja&nud, vOib see t&hendada, et need sisteemid on
bakterile suhteliselt tahtsamad kui véheste ortoloogidega sisteemid. Liigispetsiifilised
stisteemid, nagu PP0770-0771, vdivad aga olla genoomi suhteliselt hiljuti sattunud, néiteks
mobiilsete elementide koosseisus, kus nende funktsioon vdis olla nende elementide

stabiliseerimine.

TA-susteemid vdivad erineda ka liigisiseselt erinevate tiivede vahel. Kirjanduses on viiteid, et
moned TA-ststeemid vdivad olla tahtsad eelkdige kindlates kasvutingimustes. Uuringus, kus
vorreldi P. putida Kliinilistes isolaatides ja keskkonnatiivedes leiduvaid TA-slisteeme, leiti, et
kuigi mdned TA-susteemid (PP0770-0771 ja PP2433-2434) on véga levinud nii Kliinilistes
isolaatides kui keskkonnatlivedes, leidub ka TA-susteeme, mis on omased vaid
keskkonnatiivedele (PP4204-4205 ja PP1479-1480) voi kliinistele isolaatidele (Molina et al.,
2016). Voib arvata, et need TA-susteemid, mida leidub vaid keskkonnattivedes v@i Kliinistes

isolaatides, voivad olla bakterile vajalikud vastavas keskkonnas.

3.2. TA-susteemide eemaldamisega kaasnevad polaarsed efektid

Deletsioonmutantide tegemisel on oluline jalgida, et ei rikutaks naabergeenide ekspressiooni.
Kui eemaldatavale lookusele jargneb genoomis samasuunaline geen, vOib selle lookuse
eemaldamine rikkuda jargneva geeni avaldumist. Naiteks kahtlustatakse, et TA-susteemide
eemaldamine E. coli A10 mitmikmutandis on pdhjustanud polaarseid efekte. Vorreldes
metsiktiivega on mitmikmutandil vahenenud lisaks persistorite moodustamisele ka kohasus
ning tsiprofloksatsiini MIC (Maisonneuve et al., 2011; Ramisetty et al., 2016a). Kuna lausa
kuuele E. coli TA-susteemile kimnest jargneb genoomis samasuunaline geen, mille
avaldumine vdib olla méojutatud TA-slsteemi eemaldamisest, oletataksegi, et A10
mitmikmutandi muutunud persistorite hulga pdhjuseks vdivad olla just polaarsed efektid
(Ramisetty et al., 2016a).

N&gin oma Kkatsetes, et Uhe P. putida TA-sisteemi eemaldamine genoomist mdjutas
naabergeeni avaldumist. Nimelt selgus, et PP4100-4101 lookuse eemaldamine mdjutab
kdrvalasuva gacA geeni ekspressiooni — vaatamata sellele, et gacA geen oli terve, avaldus
PP4100-4101 lookuseta mutandil gacA defektsele tiivele sarnane véhenenud hudrofoobsuse
fenotulip (Joonis 5). Samas ei esinenud sellist fenotiitipi mutandil, mille genoomi oli alles

jaetud pool PP4100 antitoksiini geenist (Joonis 5, Tabel 1). Need tulemused viitavad, et
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PP4100 geeni tagaosas on gacA geeni avaldumist mdjutav promootor ning ilmselt vahendab

terve PP4100-4101 lookuse eemaldamine oluliselt gacA geeni avaldumist.

Enamiku teiste P. putida TA-slisteemide eemaldamisel pole polaarseid efekte vaja karta, sest
nendele lookustele ei jargne samasuunalisi geene. Siiski on lisaks PP4100-4101 susteemile,
mille taieliku eemaldamisega kaasnevad polaarsed efektid gacA avaldumisele, P. putida’l veel
viis TA-susteemi, mille eemaldamine vdib mdjutada talle jargneva geeni avaldumist, sest
nende lookuste taga paikneb samasuunaline geen (Tabel 1). PP2939-2940 lookusele jargneb
samasuunaline geen PP2938 (Tabel 1). Samas on aga nende geenide vaheline ala tle 300 ap,
mistottu asuvad nad Uksteisest tdendoliselt piisavalt kaugel, et PP2939-2940 lookuse

eemaldamine voiks mdjutada talle jargneva geeni avaldumist.

Ststeemi PP1198-1199 taga, 199 ap kaugusel, paikneb geen rimO, mis kodeerib ribosoomi
metudltiotransferaasi ning stisteemi PP4151-4152 taga paikneb klass 3 aminotransferaasi
kodeeriv geen PP4154, mis asub PP4151-4152 lookusest 212 ap kaugusel. Kuna nende
TA-ststeemide ja neile jargnevate geenide vahe genoomis ei ole eriti pikk, on vdimalik, et
nad kuuluvad Uhte operoni v@i kattub TA-slsteemidele jargnevate geenide promootorala

slisteemi lookusega.

PP0770-0771 lookusele jargnev geen PP0772 kodeerib metallobeetalaktamaaside perekonda
kuuluvat valku ning nende geenidevaheline ala on vaid 17 ap, mistdttu kuuluvad need geenid
suure tdendosusega Uhte operoni. Ka hipoteetilist valku kodeeriv PP4528 geen kuulub
téenaoliselt talle genoomis eelneva PP4529-4530 slisteemiga Uhte operoni, sest nende geenide
vahele jaab vaid 39 ap. Kuna PP0O772 ja PP4528 geenid paiknevad tbenédoliselt
TA-ststeemidega uhes operonis, vOib neile eelneva TA-stisteemi lookuse eemaldamine suure

tdendosusega mojutada nende geenide avaldumist.

Kuigi potentsiaalselt vdib nelja viimasenamainitud slisteemi eemaldamisega kaasneda
polaarseid efekte, ei ndinud ma Uhegi deletsioonmutandi puhul fenotttbilisi isedrasusi minu
poolt testitud tingimustes. See vdib tdhendada, et TA-siisteemi taga paikneva geeni
ekspressioon pole mutandis muutunud véi kui geeni ekspressioon on muutunud, ei ilmne see
testitud tingimustes. Kindlalt saab vaid Oelda, et P. putida PP4100-4101 susteemi

eemaldamisega kaasnevad polaarsed efektid.
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3.3. PP3899-3900 stabiliseerib genoomset profaagi

Kirjanduses on mitmeid néiteid, et analoogselt plasmiidsetele TA-susteemidele, mis aitavad
plasmiidi populatsioonis sailitada, vGib ka mdni genoomne TA-susteem olla oluline mobiilse
DNA, sh ka profaagide, kromosoomis séilitamisel (vt ptk 1.4.1). Minu saadud tulemused
naitavad, et lookuse PP3899-3900 poolt kodeeritud HicAB-2 suisteemi funktsiooniks ongi P1
profaagi stabiliseerimine P. putida kromosoomis. VVarem on néidatud, et P1 pusib P. putida
genoomis vdga stabiilselt (Martinez-Garcia et al., 2015). Kui ma uritasin PP3899-3900
lookust eemaldada, lahkus P1 genoomist, kusjuures iga kord deleteerus tépselt sama 55 799
aluspaari pikkune DNA 16ik. P1 lookuse analiiiis néitas, et kummalgi pool faagi genoomi on
67 ap pikkune identne otsene kordusjarjestus ning voib oletada, et nende jarjestuste vahel
toimuva rekombinatsiooni tottu profaag genoomist lahkubki. Tekkinud profaagita mutandil
nagin sarnast fenotidpi varem Kirjeldatud EM174(AP1) tiivega, millest on P1 rekombinantselt
deleteeritud (Martinez-Garcia et al., 2015). P1 profaagita rakud on vorreldes metsiktiivega
vastupidavamad UV-kiirgusele (Joonis 6) ning veidi tolerantsemad nitrokinoliinile ja
tsiprofloksatsiinile (Joonis 7), mis viitab, et profaagita bakterid tulevad paremini toime DNA
kahjustuste ja oksldatiivse stressiga (Martinez-Garcia et al., 2015). Seega nditavad minu
tulemused, et lookus PP3899-3900 kodeerib funktsionaalset TA-susteemi, mille lesandeks
on analoogselt plasmiidsetele TA-susteemidele mobiilse DNA, antud juhul profaagi

stabiliseerimine.

3.4. TA-susteemide eemaldamise mdju P. putida kohasusele

TA-susteemide mdju uurimiseks konstrueerisin P. putida PawW85 A13TA tive, millest oli
eemaldatud 13 tidp 1l TA-susteemi (Tabel 1) ning vdrdlesin saadud tlve kohasust ja
stressitaluvust erinevatel tingimustel P. putida PawW85 metsiktiivega. Sarnaselt E. coli A10
tivele, mille kasvukiirus ei ole metsiktiivega vorreldes muutunud (Maisonneuve et al., 2011),
ei ndinud ka mina P. putida mitmikmutantidel ja metsiktiivel kasvukiiruses erinevusi rikkas

so6tmes (Joonis 8).

Kirjanduses on mitmeid viiteid, et TA-ststeemid aktiveeruvad stressi olukorras, naiteks
translatsiooni vOi transkriptsiooni inhibeerivate antibiootikumide lisamisel kasvukeskkonda
(Sat et al., 2001; Budde et al., 2007; Jorgensen et al., 2009; Christensen-Dalsgaard et al.,
2010). Kuna on ka viiteid, et TA-susteemide kodeeritud toksiinid aitavad bakteritel
stressitingimustega toime tulla (Ren et al., 2014; Tamman et al., 2014), vdiks arvata, et
TA-susteemide eemaldamine voib mojutada bakteri stressitaluvust. Mina aga ei nainud

P. putida mitmikmutandi ja metsiktive kasvus erinevusi LB agarsoétmel, kuhu oli lisatud
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erinevaid antibiootikume vGi tekitatud osmootse stressi tingimused NaCl-ga (Joonis 9).
Samuti ei olnud ka mitmikmutandi UV-tolerantsus vorreldes metsiktiivega muutunud (Joonis
10). Kull aga nagin, et teatud antibiootikumide lisamine vedelso6tmesse vdib vorreldes
metsiktiivega mitmikmutandi lag-faasi pikkust md&jutada. Nimelt pikenes mitmikmutandi
lag-faas vorreldes metsiktiivega nitrokinoliini (Joonis 11) ning véhenes parakvaadi (Joonis
12) lisamisel sO06tmesse, kuid tetratsukliini lisamisel oli mitmikmutandi ja metsiktlve
kasvukdver sarnane. Lisaks ndgin, et streptomitsiiniga tootlemisel surevad mitmikmutandid
metsiktivest veidi kiiremini katses, kus médtsin persistorite hulka (Joonis 13, paneelid A, B,
C). Tuleb siiski r6hutada, et need erinevused olid véikesed ja statistiliselt ebaolulised ning
naiteks bensudlpenitsilliiniga to6tlemisel ma erinevusi metsiktive ja mitmikmutandi
tapmiskiirustes ei ndinud (Joonis 13, paneel D). Seega nditavad esialgsed tulemused, et
TA-susteemidel pole P. putida stressitaluvusele olulist mdju. Kui Uldse, siis vaid teatud
stressitingimustes vdivad TA-slsteemid vahesel méaéral P. putida kohasust mdjutada.
Seejuures vajab veel lahemalt uurimist, kas ndhtud md&ju on pd&hjustatud mdne (Uksiku

sisteemi eemaldamisest vOi on oluline mitme stisteemi iheaegne puudumine.

Kirjanduses on néidatud, et P. aeruginosa ja P. putida ortoloogsete siisteemide HigBA ja
GraTA toksiinid mdjutavad antitoksiini puudumisel bakteri biofilmi (Tamman, 2016; Wood
ja Wood, 2016). Vaatamata sellele, ei mdjuta aga biofilmi tootmist P. putida’l terve GraTA
stisteemi eemaldamine (Tamman, 2016). E. coli’s on aga ndidatud, et viie TA-siisteemi
puudumine mdjutab biofilmi teket, sest mutandil on vahenenud varajase (8 h) biofilmi
moodustamine ning suurenenud 24 h jooksul toodetud biofilmi hulk (Kim et al., 2009).
Sellest lahtuvalt vordlesin ma P. putida metsiktive ning mitmikmutantide 24 h jooksul
moodustunud biofilmi ning erinevusi nende tuvede biofilmi hulgas ei taheldanud (Joonis 14).
Seega vOib naha, et kuigi uksikud toksiinid vdivad antitoksiini puudumisel mdjutada biofilmi
tootmist, siis terve susteemi vOi mitmete sisteemide puudumisel ei ole bakteri biofilmi
tekkele tahtsust. Siiski ei saa téiesti koOrvale jatta ka v@imalust, et p6hjus miks ma
mitmikmutandil biofilmi tekkel metsiktiivega erinevust ei nainud, vdib seisneda selles, et tihe
slisteemi eemaldamine suurendab ning teise slsteemi eemaldamine véhendab biofilmi

moodustumist, mistdttu summaarselt pole efekti biofilmi tekkele naha.

TA-susteemide tahtsusest persistorrakkude arvukusele on Kkirjanduses palju vastandlikke
arvamusi. Kui Uhelt poolt peetakse TA-susteeme persistorite tekkimisel Uheks peamiseks
teguriks (Germain et al., 2015) ning on néidatud ka TA-sisteemide kumulatiivset efekti

persistorite moodustamisele E. coli’s (Maisonneuve et al., 2011), siis teiste teadlaste
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tulemused on seda arvamust paljuski vaidlustanud (Chowdhury et al., 2016; Ramisetty et al.,
2016a). Koige uuemad uuringud ei pea TA-susteeme persistorrakkude tekkel uldsegi
esmatdhtsaks (Shan et al., 2017). Et selgitada, kas TA-slsteemid mdjutavad P. putida
persistorrakkude teket, vordlesin metsiktiive ja mitmikmutantide persistorite hulka. Testitud
tingimustes ei erinenud metsiktive ning mitmikmutantide persistorite hulk (Joonis 13), mis
viitab sarnaselt Shan jt (2017) saadud tulemustele E. coli’s, et ka P. putida’s ei ole
TA-ststeemid persistorite moodustamisel olulised.

Kokkuvotlikult voib oelda, et 13 tidp Il TA-susteemi puudumine ei mdjuta enamasti
P. putida kohasust ning stressitaluvust, sest mitmikmutantide ja metsiktiive kasvukiirus,
konkurentsuvdimekus, tolerantsus erinevatele kemikaalidele ja UV-kiirgusele ning biofilmi ja
persistorite hulk ei ole vorreldes algse tlivega muutunud. Kull aga viitavad mitmikmutandi
veidi kiirem suremine persistorite mootmise katses ning muutunud lag-faasi pikkus monede
antibiootikumide lisamisel s66tmesse, et teatud stressitingimustel vbivad TA-susteemid siiski
P. putida kohasust mdjutada ja pole valistatud, et nende olulisus v6ib ilmneda mingis kindlas

stressiolukorras vOi konkurentsis teiste bakteritega.

3.5. Toksiinide funktsionaalsus

Vaid kahe P. putida TA-susteemi (GraTA ja MazEF) kohta on kirjandusest teada, et nende
toksiinid on aktiivsed. GraA puudumisel inhibeerib GraT bakteri kasvukiirust ja ribosoomi
biogeneesi ning mdjutab bakteri stressitaluvust (Tamman et al., 2014; Ainelo et al., 2016).
MazF on ribosoomist séltumatu mRNaas (Miyamoto et al., 2016), kuid erinevalt GraT-st on
MazF-iga tehtud katseid vaid in vitro ning in vivo pole MazF-i funktsionaalsust P. putida’s
uuritud. Teiste TA-susteemide kohta ei ole andmeid, kas nende toksiinid on funktsionaalsed
vOi on nad aja jooksul oma toksilisuse kaotanud. Et seda vilja selgitada, planeerisime

konstrueerida antitoksiindeletsioonttived koigile stisteemidele.

Antitoksiinide eemaldamise ebadnnestumine viitab, et P. putida HigBA, RelE/HigA ja
PP4151-4152 siisteemide toksiinid on aktiivsed ning bakterile nii toksilised, et ilma toksiini
neutraliseeriva antitoksiinita bakter kasvada ei suuda. Tundub, et ka profaagis P1 paikneva
PP3899-3900 suisteemi toksiin HicA2 vOib P. putida’le toksiline olla, sest pludes katkestada
selle stisteemi antitoksiini geeni, lahkub terve profaag P1. Samas viitab profaagita mutantide
tuvastamine sellele, et HicA2 toksiin ei ole bakterile letaalne. Tendoliselt tekitab antitoksiini

eemaldamine rakkudele nii tugeva stressi, et vélja on vdimalik selekteerida vaid P1-ta rakud.
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Kuna susteemide PP2433-2434, HicAB-1, MgsRA ja MazEF antitoksiin Gnnestus meil
eemaldada ilma toksiini geeni rikkumata, viitab see, et nende stisteemide toksiinid on kas
mdddukalt toksilised voi pole nad funktsionaalsed. Sarnaselt GraT-le nagime, et ka MqgsR
toksiin vdib suurendada P. putida stressitaluvust ménedele antibiootikumide (streptomutsiin)
suhtes ning véhendada tundlikkust teistele kemikaalidele (NaCl, tetratstkliin). MqsR-i
mdddukale toksilisusele viitab ka see, et ta pidurdab vahesel maaral bakterikolooniate kasvu
(Joonis 16). PP2434 toksiin kolooniate kasvu ei mgjutanud, aga ilmselt on ta siiski vahemalt
osaliselt aktiivne, sest PP2433 antitoksiini eemaldamine vé&hendab bakteri taluvust méne

antibiootikumi suhtes (nitrokinoliin, streptomditsiin, kanamutsiin; Joonis 16).

Kuigi in vitro katsete kohaselt on MazF aktiivne toksiin (Miyamoto et al., 2016), ei nédinud
ma esialgsete katsete pohjal, et teda neutraliseeriva antitoksiini puudumine mdjutaks P. putida
kasvu vOi stressitaluvust testitud tingimustes. On voimalik, et kui MazF-i ekspresseeritakse
genoomist vaid Uhe koopiana, ei olegi ta toksiline. Samas on ka vdimalik, et me ei nde MazF-i
toksilisust seet6ttu, et ta ekspressioonitase on minu poolt testitud tingimustes vdaga madal ning
teistes tingimustes vOib toksiini mdju siiski avalduda, nditeks vdib toksiini ekspressioon
suureneda hoopis SOS-vastuse raames v8i aminohapete nélja korral (Christensen et al., 2001;
Vogel et al., 2004). Ka toksiin HicAl ei mdjutanud P. putida tolerantsust testitud tingimustel.
Kuna seda toksiini pole varem uuritud, v6ib fenotiilbiliste efektide puudumine viidata sellele,
et antud toksiin ei olegi funktsionaalne. Siiski on nende tulemuste kinnitamiseks vaja teha
lisakatseid.

Seega viitavad meie esialgsed tulemused, et enamik seni testitud P. putida toksiinidest on
aktiivsed, mis ahvatleb spekuleerima, et neil vdiks olla bakterile mingisugune tahtsus. Kuna
aga TA-susteemide mitmikmutantidel polnud P. putida kohasusele olulisi efekte, ei saa
kdrvale heita ka voimalust, et TA-stisteemid on vaid iseka DNA jupid ning tegelikult bakterile
neist kasu ei olegi (Van Melderen ja Saavedra De Bast, 2009). Kuna konkurentsikatse viitab,
et nad ei pohjusta bakterile ka erilist lisakoormat (Joonis 15), ei pohjusta ka nende olemasolu
bakterile selektiivset survet, mis nad evolutsiooni kdigus genoomist eemaldaks. Edasiste
uuringute peamiseks eesmargiks on tdpsemalt vélja selgitada, millised P. putida toksiinid on

aktiivsed ja uurida l&hemalt nende funktsiooni ning méju bakteri kohasusele.
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KOKKUVOTE

Vaatamata vaga paljudele toksiin-antitoksiin ststeemide (TA-susteemide) funktsionaalsust
puudutavatele uuringutele ei ole siiani teada, miks on paljudel bakteritel mitmeid
kromosomaalseid TA-siisteeme. Uldiselt seostatakse TA-siisteeme stressitaluvusega, kuid
erinevate uuringute tulemused on vastuolulised, mistottu ei olegi 18plikult selge, mil méaaral

on tegelikult genoomsed TA-slsteemid bakteritele olulised.

Ké&esoleva to60 eesmargiks oli vélja selgitada, kas Pseudomonas putida 15 ennustatud
TA-stusteemi osalevad bakteri kohasuse ja stressitaluvuse regulatsioonis. Tulemused néitasid,

et:

1. PP3899-3900 kodeerib funktsionaalset TA-sisteemi, mis stabiliseerib P. putida
genoomis leiduvat P1 profaagi.

2. Vahemalt tihe P. putida TA-susteemi tervikliku eemaldamisega genoomist kaasnevad
polaarsed efektid — susteemi PP4100-4101 eemaldamine mdjutab talle jargneva
globaalse transkriptsioonifaktori uvrY/gacA geeni avaldumist.

3. 13 TA-siusteemi puudumine ei mojuta oluliselt P. putida kohasust ja stressitaluvust.
Kui tldse, on mdju kohasusele vaike ning ilmneb vaid teatud stressitingimustel.

4. Enamik seni testitud P. putida toksiinidest on kas toksilised (antitoksiini ei ole
voimalik genoomist eemaldada) vdi mddduka aktiivsusega (antitoksiini saab kdll
eemaldada, kui sellega kaasnevad efektid kasvule ja/voi stressitaluvusele).

Ké&esolev t60 on (ks esimesi, mis uurib sustemaatiliselt ja laiapdhjaliselt TA-ststeemide
koosmdju bakteri kohasusele. Kuigi TA-slsteeme seostatakse stressitaluvusega, ei panusta 13
P. putida TA-ststeemi olulisel maaral ei bakteri stressitaluvuse ega kohasuse tagamisse. Seda
tulemust ei saa selgitada toksiinide mittefunktsionaalsusega, sest enamik testitud toksiinidest
tunduvad olevat (vahemalt osaliselt) aktiivsed. Seega ei toeta minu tulemused hipoteesi, et
kromosomaalsed TA-sisteemid toimivad stressivastuse elementidena nagu on palju
sellealases kirjanduses diskuteeritud (Gerdes et al., 2005; Wang ja Wood, 2011). Vahemalt
P. putida kohasust ei ndi nad oluliselt mdjutavat, va PP3899-3900, mis analoogselt
plasmiidsetele TA-sisteemidele stabiliseerib mobiilset DNA-d (profaagi), mille lahkumine

mdjutab P. putida kohasust.
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The effects of toxin-antitoxin systems to the fitness and stress tolerance of Pseudomonas

putida

Sirli Luup

SUMMARY

Bacteria live in fluctuating environments and thus may encounter various stressors. To deal
with stress from the environment, bacteria require different stress-coping mechanisms. In
general, it is thought that toxin-antitoxin systems (TA-systems) help bacteria survive stressful
times. TA-systems are genetic elements that consist of a harmful toxin and a corresponding
antitoxin that neutralizes it. During times of stress, antitoxin is degraded and toxin is free to
attack its target (Gerdes et al., 2005). As a result, important cellular processes like translation
or replication are affected (Schuster ja Bertram, 2013). This leads to cell growth inhibition,

which can help the cell to survive stressful times.

Although TA-systems are thought to be involved in stress management, their actual
physiological importance is far from being understood. Still, TA-systems have been
associated with programmed cell death (Sat et al., 2001), regulation of growth-rate
(Christensen et al., 2001), biofilm and persister cell formation (Gonzalez Barrios et al., 2006;
Germain et al., 2015), protection against phages (Hazan ja Engelberg-Kulka, 2004) and
stabilization of genomic mobile DNA (Wozniak ja Waldor, 2009). In addition, there are
implications that TA-systems might act in a synergistic manner (Kim et al., 2009;
Maisonneuve et al., 2011).

Pseudomonas putida PaWa85 is predicted to encode 15 TA-systems in its genome, but only a
little is known about these systems as only two of them (GraTA and MazEF) have been
studied previously (Tamman et al., 2014; Miyamoto et al., 2016). Thus, the aim of this study
was to determine whether TA-systems affect fitness and/or stress tolerance of P. putida.

Results of this work show that:

1. PP3899-3900 encodes a functional TA-system that stabilizes prophage P1 in the
genome of P. putida.

2. The deletion of at least one TA-system from P. putida genome causes polar effects —
deleting the system PP4100-4101 resulted in decreased expression of the downstream

gene uvrY/gacA.
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3. Deletion of 13 TA-systems from the genome of P. putida does not affect the bacteria’s
fitness or stress tolerance considerably. Any effect, if at all, is relatively minor and
requires further studies.

4. Most of the tested P. putida’s toxins are toxic (deletion of antitoxin gene from genome
is not possible) or moderately active (deletion of antitoxin gene is possible, but will

result in changes of growth and/or stress tolerance).

These results indicate that although TA-systems are thought to be involved in stress
management, the 13 TA-systems of P. putida do not significantly contribute to its fitness and
stress tolerance. Notably, this result cannot be explained by non-functional toxins, as most of
the tested toxins seem to be at least partly active. Thus, my current results do not support the
hypothesis that chromosomal TA-systems are involved in stress management as has been
frequently stated. Still, in this stage of studies | cannot exclude the possibility that in some
undefined conditions TA-systems can be important for P. putida. Therefore, it is meaningful

to further reasearch the functions of the TA-systems of P. putida.
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LISAD

Tabel 1. T66s kasutatud bakterittived ja plasmiidid

Bakteritlivi

Iseloomustus

Viide allikale

Escherichia coli

DH50Apir

SUpE44, AlacU169 (p80 lacZAM15), hsdR17 (rk-mk+), recAl,
endAl, thil, gyrA, relA, Apir

(Martinez-Garcia ja de
Lorenzo, 2011)

Pseudomonas putida

Pawa85s

Algne tiivi, isogeenne téielikult sekveneeritud P. putida

(Bayley et al., 1977)

KT2440 tiivega
AgraTA Pawa85, millest on eemaldatud graTA (PP1585-1586) lookus | (Tamman et al., 2014)
A2433-2434 Paw85, millest on eemaldatud PP2433-2434 lookus Hedvig Tamman
AhigBA Paw85, millest on eemaldatud higBA (PP1198-1199) lookus Hedvig Tamman
AhicAB-1 Paw85, millest on eemaldatud hicAB-1 (PP1479-1480) lookus Hedvig Tamman
ArelE/higA Pawa5, millest on eemaldf;l;l;c:(urle/higA (PP5435/PP0274) Hedvig Tamman
AmgsRA PaW85, millest on eemaldatud mgsRA (PP4204-4205) lookus Hedvig Tamman
AmazEF PaWs85, millest on eemaldatud mazEF (PP0770-0771) lookus Hedvig Tamman
A1716-1717 Paw85, millest on eemaldatud PP1716-1717 lookus kaesolev t66
A4529-4530 Paw85, millest on eemaldatud PP4529-4530 lookus kéesolev t60
A4151-4152 Paw85, millest on eemaldatud PP4151-4152 lookus kéesolev t60
ArelBE Paw85, millest on eemaldatud relBE (PP1297-1268) lookus kaesolev tod
AyefMiyoeB Pawa5, millest on eemaldlz':)ulfuzefM/yoeB (PP2939-2940) Kiesolev 66
A2499-2500 Paw85, millest on eemaldatud PP2499-2500 lookus kaesolev t66
Pawa5, millest on eemaldatud PP1585-1586, PP2433-2434,
A4100-01 PP1198-1199, PP1479-1480, PP5435/PP0274, PP4204-4205, Kiesolev 166
(varl(A12TA)) PP0770-0771, PP1716-1717, PP4529-4530, PP4151-4152,

PP1267-1268, PP4100-4101 lookused

A4100-01(varll)

Paw85, millest on eemaldatud terve PP4101 geen ja pool
PP4100 geenist

kéaesolev t60

A3899-3900(AP1)

Paw85, millest hicAB-2 (PP3899-3900) lookuse eemaldamise
kaigus lahkus profaag P1

kaesolev t60

A2TA AgraTA, millest on eemaldatud PP2433-2434 lookus Hedvig Tamman
A3TA A2TA, millest on eemaldatud PP1198-1199 lookus Hedvig Tamman
ATA A3TA, millest on eemaldatud PP1479-1480 lookus Hedvig Tamman
ASTA AATA, millest on eemaldatud PP5435/PP0274 lookus Hedvig Tamman
ABTA AS5TA, millest on eemaldatud PP4204-4205 lookus Hedvig Tamman
ATTA ABTA, millest on eemaldatud PP0770-0771 lookus Hedvig Tamman




ABTA ATTA, millest on eemaldatud PP1716-1717 lookus kaesolev too

A9TA A8TA, millest on eemaldatud PP4529-4530 lookus kaesolev too

A10TA A9TA, millest on eemaldatud PP4151-4152 lookus kaesolev t6o

AlL1TA A10TA, millest on eemaldatud PP1267-1268 lookus kéesolev t66

A12TA AL1TA, millest on eemaldatud PP2939-2940 lookus kéesolev t66

A13TA A12TA, millest on eemaldatud PP2499-2500 lookus kéesolev too

Paw illest Idat titoksiini PP1

AgraA awa5, millest on eemaldatud antitoksiini graA (PP1585) (Tamman et al., 2014)
geen

A2433 PaW85, millest on eemaldatud antitoksiini PP2433 geen kaesolev t6d

A1479 PaW85, millest on eemaldatud antitoksiini PP1479 geen Rita HGrak

AmsA PawW85, millest on eemaldatud antitoksiini mgsA (PP4204) Hedvig Tamman
geen

AmazE Paw85, millest on eemaldatud antitoksiini mazg (PP0770) Hedvig Tamman
geen

A1716 PaWw85, millest on eemaldatud antitoksiini PP1716 geen Rita Horak

ArelB Paw85, millest on eemaldatud antitoksiini relB (PP1268) Rita Harak
geen

Paw illest hicB-2 (PP itoksiini Idami o s
A3899(AP1) awa5, millest |c (PP3899) antitoksiini eemaldamise Rita Horak
kaigus lahkus profaag P1
gacA::Sm Paw85 gacA::Sm' (Tagel et al., 2016)
EM174(AP1) KT2440, millel puudub profaag P1 (Martinez-Garcia et
al., 2015)
Plasmiidid
DEMG Suitsiidplasmiid deletsioontiivede tegemiseks, sisaldab I-Scel | (Martinez-Garcia ja de

endonukleaasi I6ikesaite (Km")

Lorenzo, 2011)

pEMG/A1716-1717

A1716-1717 lookust sisaldav pEMG

kaesolev t60

pEMG/A4529-4530

A4529-4530 lookust sisaldav pEMG

kaesolev t66

pEMG/A4151-4152

A4151-4152 lookust sisaldav pEMG

kéaesolev t66

pEMG/A1267-1268

A1267-1268 lookust sisaldav pEMG

kaesolev t66

pEMG/A2939-2940

A2939-2940 lookust sisaldav pEMG

kéaesolev t60

pEMG/A2499-2500

A2499-2500 lookust sisaldav pEMG

kaesolev t60

EMG/A4100- )
P OlCZ\/IarI)OO A4100-01(varl) lookust sisaldav pEMG Kaesolev t86
EMG/A4100- ) _
P Olc(}éarll) A4100-01(varll) lookust sisaldav pPEMG Hedvig Tamman

pEMG/A3899-3900

A3899-3900 lookust sisaldav pEMG

kéaesolev t60

pEMG/A2433 A2433 lookust sisaldav pEMG Hedvig Tamman
pSW(I-Sce-1) I-Scel endonukleaasi kodeerly plasmiid deletsioontiivede (Wong ja Mekalanos,
tegemiseks 2000)
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Tabel 2. T66s kasutatud oligonukleotiidid

Dele- Oligont. e . PCR, kus . Kasutatud
tsioon nimi Nukleotiidne jirjestus (57-3) kasutati Kasutamine restriktaasid
pEMG/A1716-1717
AAGAGCTCGGCCAACTGC konstrueerimine,
1716Sac I, HI . .
GTGAAG deletsioonmutandi
kontrollimine
GGAATGGGCAACGCTTC
1716.T Adel GCAGCATGTAATCCGTAGG | pEMG/A17l.6_.1717
A1716- pikk CA konstrueerimine
1717 Sacl, BamHI
1716stop | CTGAAGCGTTGCCCATTCC I pEMG/A17l.6_.1717
konstrueerimine
pEMG/A1716-1717
1718Bam TTGGATCCTGGTGCAGGGC 0 konstrueerimine,
TATTTG ' deletsioonmutandi
kontrollimine
PEMG/A4529-4530
4531Sac TTGAGCTCTGCCTGTTTCA LN konstrueerimine,
ACTCCT ’ deletsioonmutandi
kontrollimine
TTGCGGATATTGCTCTGGT pEMG/A4529-4530
4530ees | .
T konstrueerimine
A:':;g AACCAGAGCAATATCCGC Sacl, Xbal
4528pikk | AACCTTGGCAGGTCCCA I PEMG/A4529-4530
konstrueerimine
PEMG/A4529-4530
CGTCTAGAAGCTACCGATT konstrueerimine,
4258Xba ATCGGG I deletsioonmutandi
kontrollimine
pEMG/A4151-4152
4151Eco ACGAATTCTGCTGGATGAA LN konstrueerimine,
CCCAC ' deletsioonmutandi
kontrollimine
4151- GGAACTTGAATGCTGAAA | pEMG/A4151-4152
52delpikk GCACATGGCTAGAGAGGT konstrueerimine
A4151-
4152 EcoRl, Kpnl
4151-52del TGCTTTCAGCATTCAAGTT I pEMG/A415_1-f1152
CcC konstrueerimine
PEMG/A4151-4152
4152Kpn ACGGGTACCGGCAAACCTT R konst.rueerlmlne,.
G deletsioonmutandi

kontrollimine
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pEMG/A1267-1268

1269Bam AGGGATCCTCTGCCAAGG L konstrueerimine,
ATTCCAA ' deletsioonmutandi
kontrollimine
EMG/A1267-12
1268start | GTGCATTACCACGGTGATG | PEMG/ 6.7. 68
konstrueerimine
A1267-
1268 | 1267TAdel | CATCACCGTGGTAATGCAC | pEMG/A1267-1268 | BamHl, Sacl
pikk AGATGATGCGGGAGGC konstrueerimine
pEMG/A1267-1268
1266Sac AGGAGCTCAAGCGTACGC 0 konstrueerimine,
ACATCG ' deletsioonmutandi
kontrollimine
pEMG/A2939-2940
ATTCTAGAGACAGAATAC konstrueerimine
2940Xb I, I . '
a ACCGCTG deletsioonmutandi
kontrollimine
GTAAGGGTTGCTCTTTGGA pEMG/A2939-2940
2940start | .
C konstrueerimine
A2939- Xbal, Sacl
2040 | 2939TAdel | GTCCAAAGAGCAACCCTTA ' pEMG/A2939-2940 al, sac
pikk CGCGGTCCTTTTGTAACGG konstrueerimine
PEMG/A2939-2940
2938S4C TAGAGCTCCAATTTACGGT 0 konstrueerimine,
GACAGCG ' deletsioonmutandi
kontrollimine
PEMG/A2499-2500
TAGAATTCCAGATTCGTCC konstrueerimine
2498EcoRI I, . "
98Eco TGCAAC ' deletsioonmutandi
kontrollimine
2499TAdel | CTGTCCAGTCTCAGTAGCC | pEMG/A2499-2500
A2499- pikk CCCGTTATCTAAAGG konstrueerimine
2500 EcoRl, Xbal
GGCTACTGAGACTGGACA pEMG/A2499-2500
2500stop 1 .
G konstrueerimine
pEMG/A2499-2500
CATCTAGAAAGGCACCTG konstrueerimine
2501Xb I, 1l ; '
a GTTCATC deletsioonmutandi
kontrollimine
PEMG/A4100-
4101(varl)
konstrueerimine,
A4100- ; ;
GCTCTAGACACCCATGATT deletsioonmutandi
4101(var | 4102Xba CGCTG 1,1 kontrollimine, Xbal, EcoRlI

1)

A4100-01(varll)
deletsioonmutandi
kontroll
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pEMG/A4100-

4101start TCATTGGGCéTAACAAACT | 4101(varl)
konstrueerimine
4100TAdel | CAGTTTGTTATGCCCAATG I pahf(?l/é 2:80_
pikk AATCGCCCTGCTGACGAGG L
konstrueerimine
pEMG/A4100-
4101 (varl)
konstrueerimine,
TAGAATTCCCGTTCGGACA deletsioonmutandi
4099ECoR ACGCG I, 1l kontrollimine,
A4100-01(varll)
deletsioonmutandi
kontroll
pEMG/A3899-3900
3901Bam GTGGATCCGGTGATGGAG LN konstrueerimine,
CGAGT ’ deletsioonmutandi
kontrollimine
TAGTTGCGATGCTATGACA pEMG/A3899-3900
3900start | .
A3899- G Konstrueerimine BamHl,
3900 | 3899TAdel | CTGTCATAGCATCGCAACT ! PEMG/A3899-3900 EcoRlI
pikk AGGGAAGCGGATGAGCCT konstrueerimine
pEMG/A3899-3900
CGGAATTCTACATAGCCGC konstrueerimine,
3899EcoRl CCTGG I, 1 deletsioonmutandi
kontrollimine
GAGAGCTCGCACGTGATTG 42433 .
2433Sac - deletsioonmutandi
TGTTCT ..
kontrollimine
A2433 -
2434Xba GGTCTAGATGTCTTTTTCG - deletsﬁ)ii?:utandi
GCGCACA o
kontrollimine
pp3848 ACACCAGCCAGCACCTTTC - profaagi P1 }
lahkumise
3922-r ATCGTCAGTGCCCCATTCG - kontrollimine
ACCGAGCTCAGCAGGATG
1585Sac AGAACGGTG - graTA lookus- -
spetsiifilise PCR
ATGGTACCGTTTTTCGATG konkurentsikatses
1585Acc TCAGTCG
Fw GTAAAACGACGGCCAGT - Kloneerimiste _
Rev AACAGCTATGACCATG ; kontrollimine
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digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 8.06.2019 kuni autoridiguse kehtivuse tédhtaja
I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud Gigused ja&vad alles ka autorile.
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