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INFOLEHT
Pseudomonas putida RES toksiini moju vahendavad supressormutatsioonid

Kuigi kromosomaalsete toksiin-antitoksiin slisteemide tapne roll bakterites pole veel selge, on
levinud arvamus, et iks nende funktsioonidest vdib olla faagiresistentsuse tagamine. Sander
Blei bakalaureusetdo (2023) tulemused viitasid, et P. putida RES toksiin voib kaitsta bakterit
Uksikute faagide vastu, kuid tulemused olid kéikuvad. Sellest ldhtuvalt oli kdesoleva t60
eesmargiks selgitada RES toksiini voimalikku moju faagide nakatamisefektiivsusele ja uurida
toksiini supressiooni vdimalusi. Tulemused naitasid, et RES toksiin suurendab bakteri
faagiresistentsust. Supressormutantide anallilis viitas, et P. putida GroESL Saperon mdjutab

RES toksiini aktiivsust.

Marksonad: Pseudomonas putida, toksiin-antitoksiin slisteem, faagiresistentsus, RES-Xre,
GroESL Saperon

CERCS kood: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Suppressor mutations reduce the impact of RES toxin in Pseudomonas putida

While the exact role of chromosomal toxin-antitoxin systems in bacteria is not yet clear, it is
widely believed that one of their functions is to ensure phage resistance. The results in Sander
Blei’s Bachelor thesis (2023) indicate that RES toxin can protect bacteria against individual
phages, but data were highly variable. Based on this, the current study aimed to elucidate the
potential impact of the RES toxin on phage infections and to investigate the possibilities of
toxin suppression. The results showed that the RES toxin protects bacteria against some
phages. Interestingly, the suppressor mutants suggested that chaperone GroESL regulates the

activity of the RES toxin.

Keywords: Pseudomonas putida, toxin-antitoxin system, phage resistance, RES-Xre, GroESL
chaperone

CERCS code: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

Abi - abortiivne infektsioon (ingl. k. abortive infection)

Cas — CRISPR-iga seotud valk (ingl. k. CRISPR-associated)

CRISPR —riihmitatud korrapéaraste vahedega lihikesed palindroomsed kordusjarjestused (ingl.
k. clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

crRNA — CRISPR-RNA (ingl. k. CRISPR-RNA)

LB — lisogeenne s6dde (ingl. k. lysogeny broth)

OD - optiline tihedus (ingl. k. optical density)

RM sisteem — restriktsiooni modifikatsiooni stisteem (ingl. k. restriction-modification system)
SAP - aluseline fosfataas (ingl. k. shrimp alkaline phosphatase)

TA — toksiin-antitoksiin (ingl. k. toxin-antitoxin)

wt — metsiktivi (ingl. k. wild-type)



SISSEJUHATUS

Bakterid ja bakteriofaagid on pidevas voidurelvastumises, mistdttu on bakteritel aja jooksul
vdlja arenenud mitmesugused kaitsemehhanismid faagide vastu. Kaitsemehhanismideks on
naiteks faagi seondumise takistamine retseptorite muutmise kaudu voi faagi DNA
lagundamine restriktsiooni-modifikatsiooni voi CRISPR-Cas siisteemi abil (Garneau et al.,

2010; Deveau et al., 2002; Wilson, 1991).

Potentsiaalselt kahjulikke toksiin-antitoksiin (TA) siisteeme on leitud nii plasmiididest (Ogura
ja Hiraga, 1983) kui ka bakterite kromosoomidest (Aizenman et al., 1996, Pandey ja Gerders,
2005). Kui plasmiidsete TA sisteemide roll bakteris on teada, siis kromosomaalsete
sisteemide funktsioonid ja olulisus tekitab palju poleemikat ning uuringud on tais
vasturadkivusi. Viimasel ajal arvatakse, et toksiin-antitoksiin sisteemid véivad osaleda
faagivastases kaitses. Peamiselt toimivad nad abortiivse infektsiooni (Abi) siisteemina, mis
surmab bakteri enne, kui faag jouab valmida ja sellega peatatakse faagide levik
bakteripopulatsioonis (Hampton et al., 2020). Siiski on leitud ka TA slisteeme, mis kaitsevad

bakterit ilma teda surmamata (Leroux et al., 2022; Song ja Wood, 2018).

Meie laboris tehtud bakalaureuset6os (Sander Blei, 2023) leiti, et kromosomaalse RES-Xre TA
slisteemi RES toksiin voib osaleda faagivastases kaitses, kuid tulemused olid vdga kdikuvad.
Nimelt naidati, et Axre tlvi, milles puudub Xre antitoksiin, on veidi paremini kaitstud
faagiraamatukogus olevate G1 ja G2 perekonna faagide eest. G6 perekonna faagidega tehtud
katsed andsid vastakaid tulemusi, kus kaitset oli ndha vaid osades katsetes. RES-Xre TA
siisteemi on vahe uuritud ning seda on kirjeldatud ainult kahes teadusartiklis (Skjerning et al.,

2018; Rosendahl et al., 2020).

Selle t66 eesmark oli selgitada RES toksiini véimalikku mdju faagi nakatamisefektiivsusele ja

uurida toksiini supressioonimehhanisme.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Toksiin-antitoksiin siisteemide lilevaade

Toksiin-antitoksiin (TA) siisteemid on vaikseid valke voi RNAsid kodeerivad geenid, mida leidub
rohkesti vabalt elavate prokarliootide, kaasa arvatud paljude patogeensete bakterite
genoomides, aga ka Uherakuliste seente plasmiidides voi kromosoomides (Gerdes et al., 2005;
Schuster ja Bertram, 2013). TA siisteemi operon koosneb tavaliselt kahest geenist, millest (ks
kodeerib bakterile kahjulikku stabiilset toksiini ja teine ebastabiilset antitoksiini, mis takistab

toksiini kahjulikku toimet (Harms et al., 2018).

Esimene TA slisteem, ccd, avastati 1983. aastal Escherichia coli F-plasmiidis (Ogura ja Hiraga,
1983). Leiti, et ccd siisteem on vajalik plasmiidi stabiliseerimiseks ja tagab plasmiidi sailimise
bakteripopulatsioonis (Gerdes et al., 1986). Kui raku jagunemisel parib titarrakk plasmiidi
koos TA operoniga, siis ei ole tema kasv hairitud. Juhul, kui tUtarrakk ei pari plasmiidi voi
plasmiidis olev TA operon on kahjustatud, siis selliste rakkude kasv seiskub, kuna raku
tsitoplasmas olevad valgulised TA kompleksid aktiveeruvad ebastabiilse antitoksiini
lagunemise tagajarjel. Antitoksiini lagunemisel jaab tsiitoplasmasse ainult toksiin, mis viib
raku kasvu parssimiseni vGi raku surmani (Goeders ja Van Melderen, 2014). Hiljem leiti TA
sisteemid ka bakterite kromosoomidest (Aizenman et al., 1996, Pandey ja Gerders, 2005;
Makarova et al., 2009), sageli just kromosoomi integreerunud mobiilsetest geneetilistest
elementidest (Diaz-Orejas et al., 2017), mis aitavad kaasa bakterite kohanemisele (Durrant et

al., 2020).

Vaatamata sellele, et kromosomaalsed TA siisteemid on bakterites levinud, varieerub TA
lookuste arv erinevates bakterites oluliselt. Andmed TA sisteemide andmebaasist TAfinder
(TADB 3.0) naitavad, et 66% analtusitud bakteriliikidest on tks kuni kakskimmend TA lookust,
samal ajal kui 20% liikidest on neid isegi rohkem kui kakskiimmend (Guan et al., 2023). Pandey
ja Gerdes (2005) nditasid, et TA lookusi on rohkesti vabalt elavates prokartiootides, kuid
praktiliselt puuduvad peremeesorganismidega seotud obligatoorsetes parasiitides ja
simbiontides. Naditeks on vabalt elaval spiroheedil Leptospira interrogans ennustatud 117 TA
lookust, samal ajal kui obligatoorsel rakusisesel spiroheedil Borrelia burgdorferi, mis on ks

puukborrelioosi tekitajatest, ei ole ihtegi (Sharma et al., 2015).

Kromosomaalsete TA slisteemide funktsioonid ja olulisus ei ole tapselt teada, kuna erinevates

uuringutes on palju vasturadkivusi. Neid vOib pidada isekateks geneetilisteks elementideks,



mis suudavad bakteri genoomis pisida vaatamata sellele, et nad ei anna rakkudele selektiivset
eelist (Van Melderen ja De Bast, 2009). Teisalt aga voivad TA slisteemid olla moodulid, millel
on oluline mdju bakterite kasvu, flisioloogia, virulentsuse ja paljude muude funktsioonide
reguleerimisele (Harms et al., 2018; Guglielmini ja Van Melderen, 2011). Varem arvati, et TA
siisteemid voivad osaleda regulaatoritena bakteri stressivastuses, mdojutades biofilmi
moodustumist, rakusurma voi puhkeseisundit, sealhulgas antibiootikumile tundetute
persistorite tekkimist (Wang ja Wood, 2011). Viimasel ajal aga on pigem levinud arvamus, et
enamiku TA moodulite roll raku elutegevuses on vaike v6i puudub (ldse (Boss ja Kedzierska,

2023; Rosendahl et al., 2020).

Praeguseks on kirjeldatud kaheksa erinevat tlitpi TA slisteemi, millest kdige paremini on
uuritud titp Il sisteeme (Joonis 1). TA moodulite klassifikatsioon pShineb sellel, kuidas toksiin
ja antitoksiin Uksteisega interakteeruvad ning kuidas antitoksiin toksiini toksilisust parsib

(Singh et al., 2021).
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Joonis 1. TA siisteemide kaheksa tiilipi. Erinevat tllpi TA slsteemid on esitatud joonise
osadel a-h ja tdpsem kirjeldus on toodud tekstis. Antitoksiin on roheline ja toksiin punane
(Jurénas et al., 2022, kohandatud).

Enamasti on toksiinid valgud (v.a. VIII thdpi kuuluvad toksiinid), kuid antitoksiinid vdivad olla
kas valgud v6i RNA molekulid (Jurenas et al., 2022). Naiteks toimib tttp I, Il ja VIII slisteemides
antitoksiinina mittekodeeriv RNA (Gerdes et al., 1986; Blower et al., 2011; Choi et al., 2018).

Tadp | antitoksiin on valdavalt vaike mittekodeeriv antisens RNA (Joonis 1a), mis inhibeerib



toksiini translatsiooni seondudes selle mRNA-ga (Gerdes et al., 1986). Kui antitoksiini RNA
seondub toksiini mRNA 3’ otsaga, siis toksiini RNA kas lagundatakse (Jahn ja Brantl, 2013) vGi
blokeeritakse ribosoomide seondumine ja seega toksiini siintees (Kawano, 2012). Tadp 1l
sisteemide antitoksiini RNA seondub otseselt toksiiniga (Joonis 1c). Kolm antitoksiini RNA
monomeeri seonduvad kolme toksiini molekuliga, moodustades trimeerse RNA-valk
kompleksi, kus toksiini aktiivsus on inhibeeritud (Blower et al., 2011). Ka tidp VIII siisteemid,
sarnaselt | tllbile, kodeerivad RNA antitoksiine, mis represseerib toksiini RNA ekspressiooni
(Choi et al., 2018). Talp VIl stisteemis voib antitoksiini RNA toimida toksiini RNA antisensina
(SdsR-RyeA siisteem) voi mimikeerida CRISPR RNAd — seonduda Cas valguga ja tekkinud
kompleksina inhibeerida toksiini transkriptsiooni (CreTA slisteem, Joonis 1h) (Choi et al., 2018;

Singh et al., 2021; Li et al., 2021).

Teiste TA slisteemide antitoksiinid on valgud. Tutp Il, VI ja VIl antitoksiinid neutraliseerivad
toksiini translatsiooni jargselt. Tuldp Il slisteemide toksiini inhibeerimiseks seondub
antitoksiini valk tugevalt toksiini valguga (Joonis 1b). Tilp VI puhul on antitoksiini naol
tegemist proteollitilise adaptervalguga (Joonis 1f), mis pohjustab toksiini lagundamist
proteaasi poolt (Aakre et al., 2013) ja VII tlilpi siisteemides modifitseerib antitoksiin toksiini

valku (Joonis 1g), mis inaktiveerib toksiini (Wang et al., 2020).

Tllp IV antitoksiin ei seondu otseselt toksiiniga vaid neutraliseerib toksiini kahjuliku méju
sellega, et kaitseb toksiini sihtmarki sellega seondudes (Joonis 1d) (Masuda et al., 2012).
Thlp V slisteemi valguline antitoksiin toimib endoribonukleaasina, mis lagundab toksiini

mRNAd (Joonis 1e) (Wang et al., 2013).

1.2. Tuiip Il TA siisteemid

Tulp Il TA operon kodeerib tavaliselt kahte valku — antitoksiini ja toksiini, mis omavahel
seondudes moodustavad heteromeerse valgukompleksi, kus toksiin on inaktiivne (Harms et
al., 2018). Paljudel antitoksiinidel on |6dvalt volditud ehk mittestruktureeritud piirkond, mis
muudab toksiiniga mitteseondunud antitoksiini lagundamise suhtes vastuvotlikumaks (Kim et

al., 2018).

Il tlpi TA sisteemi operonis on kaks geeni lahestikku ja sageli kattuvad osaliselt (Hayes ja
Kedzierska, 2014). Geenidevahelise kauguse erinevused voivad mdjutada toksiini/antitoksiini

tootmise suhet, mis aitab reguleerida toksiini aktiivsust. Kusjuures geenide jarjestus ei ole
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fikseeritud: enamasti paikneb antitoksiini geen toksiini geenist Ulesvoolu, kuid sageli voib
jarjekord olla ka vastupidine (Unterholzner et al., 2013; Leplae et al., 2011; Harms et al., 2018).
TA operoni vdib reguleerida kas antitoksiin iksinda v&i terve TA kompleks (Guglielmini ja Van
Melderen, 2011). Viimasel juhul voib kompleks toimida operoni transkriptsioonile nii
repressori (Afif et al., 2001) kui aktivaatorina (Cataudella et al., 2012). Kui toksiini ja
antitoksiini hulk rakus on vérdne, siis TA kompleks seondub promootorile ja surub alla operoni
transkriptsiooni (Marianovsky et al., 2001; Page ja Peti, 2016). Tingimustes, kus toksiini on
rakus rohkem kui antitoksiini, aktiveerub TA mooduli transkriptsioon uuesti, sest toksiini
tlehulk takistab antitoksiini seondumist promootorile (Afif et al., 2001; Page ja Peti, 2016;
Garcia-Pino et al., 2010). Sellist regulatsiooni nimetatakse tingimuslikuks kooperatiivsuseks.
Leidub ka kolmekomponendilisi sisteeme nagu naiteks paaR2-paaA2-parE2, kus operoni
kolmas geen paaR2 on peamine transkriptsiooni aktiivsuse regulaator, samal ajal kui PaaA2-
ParE2 TA kompleks mdjutab operoni ekspressiooni vaid vahesel maaral (Hallez et al., 2010).
Teise voimalusena voib kolmekomponendilise TA siisteemi kolmas osapool olla Saperonvalk,

mis stabiliseerib antitoksiini ja abistab selle korrektsel pakkimisel (Bordes et al., 2016).

Tulp Il TA sisteemid on laialt levinud nii bakterite kromosoomides kui ka plasmiidides
(Kamruzzaman et al., 2021). Ramisetty ja Santhosh (2016) bioinformaatiline analiilis néitas, et
Il thlpi TA slisteemid liiguvad mikroobide genoomide vahel horisontaalse geenillekande
kaudu, mis vdis pohjustada Il tlilipi TA sisteemide Ullatavalt laia levikut ning suurt arvu arhede
ja bakterite kromosoomides. On leitud, et Il tiilipi TA slisteemid esinevad kromosoomides
sagedamini kui plasmiidides. Goeders ja Van Melderen (2014) viitasid Peris-Bondia ja Van
Meldereni (2013) avaldamata uuringule, kus selgus, et bakterikromosoom kodeerib

keskmiselt 3,8 ja plasmiid 0,4 tidp Il sisteemi.

Markimisvaarne on ka see, et |l tlitipi slisteemide esinemine ei s6ltu kromosoomi suurusest.
Pandey et al. (2005) labi viidud TA slisteemide ennustamine bakterite genoomides niitas, et
kuigi Il thlpi TA slisteeme on kromosoomides rohkesti, varieerub lookuste arv ja asukoht
erinevates bakterites suuresti. 126st uuritud prokartiootsest genoomist ligikaudu pooltes leiti
1-5 TA lookust, samas kui neljandikul organismidest TA lookust ei tuvastatud (Pandey et al.,

2005).

Il thdpi TA siusteemidele on omistatud mitmesuguseid bioloogilisi rolle, nagu mobiilse DNA

stabiliseerimine, osalemine faagitolerantsuses ja stressivastuses (Kamruzzaman et al., 2021).
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TA sisteemide osalemise kohta bakteri stressivastuses on andmed vastuolulised
(Kamruzzaman et al., 2021; Goormaghtigh et al., 2018). Seevastu on DNAd stabiliseeriv
funktsioon TA slisteemide puhul hasti kirjeldatud. Naiteks on naidatud bakteri Vibrio vulnificus
relBE1 ja parDE1 siisteemide tdahtsust suurte superintegronide stabiliseerimises ja ulatuslike
deletsioonide piiramises (Szekers et al., 2007), samal ajal osaleb E. coli TA slisteem CcdAB F
plasmiidi sailitamises (Ogura ja Hiragara, 1983). Ka faagikaitses osalemine on mdne TA
siisteemi puhul kinnitust leidnud. Naiteks kaitseb E. coli Il tiilipi TA slisteem DarTG baktereid
faagide vastu. DarT toksiin ADP-ribofosforiileerib faagi DNAd, mis inhibeerib faagi DNA ja RNA
siinteesi, kusjuures nakatatud rakud ellu ei jaa ja sisteem toimib abortiivse infektsiooni (Abi)
elemendina, mis takistab faagi edasist levikut bakteripopulatsioonis (LeRoux et al., 2022).
Teine hasti iseloomustatud faagikaitset tagav TA slisteem on E. coli’s RnlAB, kus faagi
infektsiooni korral aktiveerub RnlA, mis to6tab RNaasina ja lagundab mRNA (Koga et al., 2011).
Kokkuvotlikult peab mainima, et vaatamata toodud naidetele on praeguseks ajaks paljude Il

tlulpi TA slisteemide tapsed funktsioonid endiselt teadmata (Kamruzzaman et al., 2021).

1.2.1. Tiiip Il TA siisteemide toksiinide sihtmargid

Toksiinid on valgud, mis blokeerivad bakterirakus bioloogiliselt olulisi protsesse (Lee ja Lee,
2016; Wen et al., 2014). Kuna tavaliselt on toksiin antitoksiini poolt inhibeeritud, siis suudab
toksiin bakterit mojutada ainult siis, kui toksiini geen on Uleekspresseeritud (Sonika et al.,

2023) voi antitoksiini siintees on aeglasem kui lagundamine.

Tavaliselt on toksiinid ribonukleaasid, mis lagundavad mRNAd (Vet et al., 2019). Néaitena voib
tuua E. coli TA sisteemi MazEF. MazF on toksiin, mis toimib ribosoomist sdéltumatu
endoribonukleaasina ja naiteks E. coli MazF |dikab spetsiifiliselt mRNAd ACA jarjestusest
Ulesvoolu (Zhang et al., 2005). See inhibeerib valgusiinteesi, kuna katkiselt mRNAIlt ei saa
transleerida aktiivset valku (Zhang et al., 2005). Leidub ka ribosoomséltuvaid toksiine (nt RelBE
sisteemi RelE valk), mis parsivad translatsiooni, lagundades ribosoomi A-saiti seondunud

mRNAsid (Griffin et al., 2014; Pedersen et al., 2003; Maerand, 2018).

Toksiin voib translatsiooni peatada ka teistes etappides. RatAB siisteemi toksiin RatA blokeerib
translatsiooni initsiatsiooni etappi (Zhang ja Inouye, 2011), sest toksiin seostub ribosoomi 50S
sublihikule ja takistab selle seondumist 30S subihikuga, mistéttu ei saa ribosoomi 70S

moodustuda ja translatsiooni initsiatsioon on takistatud (Zhang ja Inouye, 2011).
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Leidub ka toksiine, mille marklauaks on DNA replikatsioon voi transkriptsioon (Harms et al.,
2018). Uks naide sellisest toksiinist on ParDE siisteemi toksiin ParE, mis inhibeerib DNA giiraasi
(Jiang et al., 2002). Toksiin seondub giiraasiga ja inhibeerib giiraasi kataltutilise aktiivsuse sel
hetkel, kui DNA on gilraasi poolt |0igatud. Seega on toksiin-gliraas kompleksis gliraasi
katallititiline tslikkel takistatud ja Idigatud DNA vahelhendite kogunemine peatab

replikatsiooni (Yuan et al., 2010).

Lisaks sellele voivad toksiinid otseselt kahjustada ka muid raku elutdhtsaid struktuure. Naiteks
kahjustavad toksiinid Hok (Gerdes et al., 1990) ja GhoT (Cheng et al., 2014) rakumembraani.
Mdlemad toksiinid sukelduvad membraani ja tekitavad poore, mis kahjustab membraani ja

suurendab selle labilaskvust (Gerdes et al., 1990; Kim et al., 2018).

1.3. Pseudomonas putida TA siisteemid

Pseudomonas putida on gramnegatiivne pulkbakter, keda looduses véib leida mullas ja vees.
Meie laboris uuritava P. putida PaW85 tiive isogeenne tivi on P. putida KT2440, millel on
ennustatud olevat kuni 15 kromosomaalset TA slisteemi, kusjuures kdik kuuluvad Il tGlpi
siisteemide hulka (Xie et al., 2018). Deletsioonanaliilis, millega uuriti 13ne P. putida TA
stisteemi funktsionaalsust, nditas, et vaid kaheksa neist TA lookustest kodeerib toksilist valku
ja koguni viie sisteemi toksiin on rakule taiesti kahjutu ja ilmselt inaktiivne (Rosendahl et al.,
2020). Vaid nelja P. putida PaW85 TA lookust on pdhjalikumalt uuritud: graTA (Ainelo et al.,
2019; Tamman et al., 2014; Talavera et al., 2019), mgsRA (Sun et al., 2017), mazEF (Xie et al.,
2018) ja xre-res (Skjerning et al., 2018).

1.3.1. Pseudomonas putida RES-Xre siisteem

P. putida lookus PP_2433-2434 kodeerib Il tlitipi TA stisteemi RES-Xre (Skjerning et al., 2018).
Sisteemi ehitus vastab tavalisele tiitip Il TA lookuse ehitusele, kus operonis asub antitoksiini

geen (xre) toksiini geenist (res) eespool (Leplae et al., 2011; Skjerning et al., 2018).

Toksiini valgul on RES domeen. See on oma nime saanud valgu jarjestuses konserveerunud
kolme aminohappe jargi: arginiin (R), glutamaat (E) ja seriin (S), mis on eeldatavalt olulised
valgu aktiivsuses (Makarova et al., 2009; Skjerning et al., 2018). Ka valgu 37. positsiooni

tlirosiin (T37) on konserveerunud, kuid ei ole RES valgu toksilisuses oluline (Skjerning et al.,
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2018). Xre-RES kompleksi valgustruktuuri analililis tuvastas katalUdtiliselt aktiivsete

aminohapete konserveerumise jargi NADi seondumissaidi (Skjerning et al., 2019).

Xre antitoksiini geen on samuti konserveerunud. Xre antitoksiini ja RES toksiini kompleksi
struktuur naitas, et Xre valgul on DNAd siduv HTH (heelik-p66re-heeliks) domeen ja toksiiniga
seonduv osa. Oletatakse, et toksiinis konserveerunud T37 voibki toksilisuse asemel olla oluline
antitoksiiniga seondumisel (Skjerning et al., 2018). Toksiiniga seondunud antitoksiin varjestab
NAD* seondumiskohta ja tdendoliselt inhibeerib NAD*i seondumist toksiini C-terminaalse
otsaga (Skjerning et al., 2019). Selline toksiini aktiivsaidi blokeerimine antitoksiini poolt on TA
sisteemidel levinud (Lee ja Lee, 2016). Sarnaselt toimub toksiini neutraliseerimine ka VapBC

(Lee ja Lee, 2016) ja RelEB slisteemidel (Loris ja Garcia-Pino, 2014).

Samas on RES-Xre valkkompleksil ebatavaline stéhhiomeetria. Tavaliselt seonduvad toksiin ja
antitoksiin suhtes 1:1 (Han et al., 2011; Harms et al., 2018), kuid RES-Xre kompleksis on valgud
1:2 stéhhiomeetrias, kus Uhe RES toksiini dimeeriga seondub kaks antitoksiini dimeeri

(Skjerning et al., 2019).

Skjerning et al. (2018) naitasid, et RES toksiini ekspresseerimine pohjustab rakkudes NAD*
taseme languse, mis viitab, et RES lagundab NAD"i. Sellele viitab ka toksiini struktuur, mis
sarnaneb ART perekonna ensilimidega (Skjerning et al., 2018). ART ensiiiimidel leidub NAD"i
lagundavatele toksiinidele sarnane NAD*i siduv tasku ning nad katallilisivad ADP-riboosi
tlekandmist NAD*It sihtmargile, milleks on tavaliselt erinevad valgud (Han ja Tainer, 2002).
Erinevalt ART perekonnast, toimib aga NAD*i lagundavate toksiinide NAD* hidrolllsimine
ilma ADP-riboosi lilekandeta (Han et al., 1996). Toksiini toimel vahenev rakusisene NAD* tase
viib makromolekulide bioslinteesi ja rakkude kasvu aeglustumiseni, sest NAD* on oluline
koenstiiim mitmetes rakulistes protsessides (naiteks DNA parandamisel ja glikolldsis)

(Covarrubias et al., 2020).

P. putida RES toksiin on vaid moddukalt toksiline, sest kui genoomist eemaldada antitoksiini
geen xre, siis suudab bakter endiselt kasvada, kuigi tema kasv muutub kilmatundlikuks
(Rosendahl et al., 2020). Lisaks aeglasele kasvule madalatel temperatuuridel muudab RES
toksiin bakterid tundlikuks ka mitmetele antibiootikumidele, nagu naiteks kanamditsiinile ja
streptomitsiinile. Samas aga leiti, et kogu xre-res operoni eemaldamine bakterile mdju ei
avalda (Rosendahl et al., 2020). Lisaks kirjeldatud tulemustele on (ihes bakalaureusetdos

naidatud, et RES toksiin vGib osaleda faagivastases kaitses (Blei, 2023).
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1.4. Bakterite kaitsemehhanismid faagide vastu

Bakteriofaagid avastati 1915. aastal (Twort et al., 1915) ja 1917. aastal kirjeldas F. d Herelle
nende voimet tappa bakterirakke (d’Hérelle, 1917). Bakteriofaagide elutsiikkel v&ib olla kas
[Gdtiline voi lisogeenne. Ladtilise tsiikli korral suunab peremeesrakku sisenenud faag bakteri
tootma enda genoomist koopiaid ja slinteesima viiruse valke, millest parast moodustuvad
uued faagipartiklid. Mdned faagid, nn mé6dukad faagid, kasutavad aga ka llisogeenset tsiklit,
mis juhul faagi geneetiline materjal siseneb bakteriraku genoomi. Need faagid voivad aga
Umber lilituda luatilisse tstklisse ja tavaliselt indutseerivad seda stressitingimused (Choi et

al., 2010).

Bakterid ja bakteriofaagid on omavahel pidevas voidurelvastumises. Bakterites on
evolutsiooni kaigus valja arenenud mitmesugused mehhanismid, mis neid faagide eest

kaitsevad. Faagid omakorda muutuvad pidevalt, et neid kaitsemehhanisme (letada.

Enamik uuritud faagivastaseid slisteeme on seotud faagidega, kelle genoom on kaheahelaline
DNA (Stern ja Sorek, 2012). Faagiresistentsuse mehhanism voib toimida faagi elutstkli
erinevatel etappidel. Esimese vdimalusena vdivad raku kaitsemehhanismid takistada faagi
seondumist retseptoriga ja seega genoomi rakku sisestamist. Sellised mehhanismid on naiteks
retseptorite peitmine eksopolisahhariididega (Deveau et al., 2002) voi nende struktuuri

muutmine (Wang et al., 2019).

Jargmises etapis, kui faagi genoom on juba bakterirakku paasenud, kasutatakse sisestatud
DNA lagundamiseks naiteks restriktsiooni-modifikatsiooni (RM) slisteeme (Wilson, 1991) voi
CRISPR-Cas siisteeme (Garneau et al., 2010). Bakteri RM slisteemid |Gikavad faagi genoomset
DNAd (Wilson, 1991). Siisteem koosneb kahest pdhilisest elemendist: restriktsiooni- ja
modifikatsioonienstiiimist. Modifikatsiooniensiiimid metileerivad bakteriraku enda DNAd,
tagades sellega kaitse endonukleaasi eest, kuna restriktaas tunneb dra metiileerimata saidi
(Brocchi et al., 2007). Restriktsioonienstiimid suudavad &ra tunda ja l0igata faagide DNAJ,
millel puudub bakterirakule omane metileerimismuster (Brocchi et al., 2007). Selle
tulemusena |Bigatakse sisenenud faagi genoom ja takistatakse faagi edasist replikatsiooni
bakterirakkudes. Vastusena vdib faagide genoom spetsiifiliselt muutuda nii, et faagid
modifitseerivad enda DNAd. Samuti voivad faagid takistada restriktsiooniensiiimi toimimist

(Tock ja Dryden, 2005).
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Teine uuritud siisteem, mis toimib juba sisestatud faagigenoomi vastu, on CRISPR-Cas siisteem
(klasterdatud, korrapéaraste vahedega liihikesed palindroomsed kordusjarjestused ja nendega
seotud cas geenid). CRISPR-Cas tddtab omamoodi bakterite adaptiivse immuunsusena.
CRISPR DNA koosneb lihikestest kordusjarjestustest, mille vahele salvestatakse vé6ra DNA
fragmente esmasel kokkupuutel faagidega (Barrangou et al., 2007). Kui sama faag nakatab
bakterit uuesti, siis transkribeeritakse CRISPR-lookusest faagispetsiifilist crRNAd, mis suunab

Cas nukleaasi Idikama viiruse crRNAdega komplementaarset genoomi (Garneau et al., 2010).

On olemas ka teisi faagivastaseid stisteeme. Naiteks on Thoeris siisteem NAD*i lagundamisel
pbhinev faagivastane kaitsesiisteem (Ka et al., 2020). NAD* on tahtis koensiim, mis osaleb
paljudes redoksreaktsioonides ja on vajalik raku metabolismiks (Covarrubias et al., 2020).
Thoeris siisteem koosneb kahest geenist: thsA ja thsB. Molemate geenide kodeeritavad valgud
on seotud NAD"i lagundamisega (Ka et al., 2020). ThsA sisaldab NAD*i voi selle metaboliite
siduvat domeeni ning ThsB omakorda TIR-domeeni, millel on osade valkude puhul ndidatud

NAD* hiidrolaasi aktiivsust (Ka et al., 2020; Essuman et al., 2018).

1.4.1. Toksiin-antitoksiin siisteemide roll faagivastases kaitses

Kuigi paljude TA slisteemide tahtsus on siiani teadmata, naitavad viimaste uuringute andmed,
et paljud neist voivad olla olulised faagivastases kaitses. Faagide inhibeerimist on nadidatud nii
I (Song ja Wood, 2020), Il (Hazan et al., 2001), lll (Fineran et al., 2009) kui ka IV (Dy et al., 2014)

tllpi TA slisteemide puhul.

On olemas TA siisteeme, mis on suunatud mitme erineva faagi vastu, kuid on ka selliseid, mis
toimivad spetsiifiliselt konkreetse faagi vastu. E. coli tilp Il MazEF inhibeerib nakatumist P1-
ga (Hazan et al., 2001) ja tttp | Hok-Sok TA siisteem kaitseb bakterit T4 faagi vastu (Pecota ja
Wood, 1996; Song ja Wood, 2020). Nimelt kahjustab hok-sok siisteemi Hok toksiin
rakumembraani, mistdttu peatub raku metabolism ja seega ka faagi paljunemine (Pecota ja
Wood, 1996). Spetsiifilisus T4 faagi vastu on tingitud sellest, et tGendoliselt peatab faag
moneks ajaks peremeesorganismi transkriptsiooni, mis pdhjustab toksiini ja antitoksiini
tootmise blokeerimise (Pecota ja Wood, 1996). Kuna antitoksiin laguneb kiiremini, siis
vabaneb toksiin antitoksiini kontrolli alt (Pecota ja Wood, 1996). Samal ajal suudab tudp Il

ToxIN siisteem bakterit kaitsta mitme erineva faagi vastu (Fineran et al., 2009).

TA susteem voib faagi paljunemist takistada erineva mehhanismiga. Toksiin vdib kaitsta

faagide vastu hairides virioni kiipsemist voi blokeerides faagi DNA replikatsiooni, seejuures

15



vOib kill rakkude paljunemine peatuda, kuid rakud ei sure (Song ja Wood, 2018). Naiteks E.
coli DarTG toksiin DarT ADP-ribostilib faagi DNAd ja inhibeerib sellega faagi DNA silinteesi
(LeRoux et al., 2022). TenpIN susteemi toksiin TenpN on endonukleaas, mis 16ikab mRNAd
(Blower et al., 2017). Sageli on toksiini bakteritsiidset toimet keeruline uurida, kuna on raske

eristada, kas raku surm on tingitud toksiini toimest voi faagist.

Erinevad faagivastased slisteemid voivad toimida ka slinergiliselt, omavahelises koost66s
(Wu et al., 2024). Nii on nahtud, et ka TA slisteemid vGivad faagivastases kaitses olla olulised
vaid koos RM siisteemiga. Ferndndez-Garcia ja kolleegid (2024) naitasid E. coli MgsRAC
toksiin/antitoksiin/Saperon stisteemi puhul, kuidas esmalt surub toksiin MqsR alla raku
ainevahetuse, pdhjustades uinuvas olekus bakterite ehk persistorite teket. See omakorda
annab aega RM sisteemi aktiveerumiseks ja faagi DNA lagundamiseks (Fernandez-Garcia et

al., 2024).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. T66 eesmargid

Meie laboris tehtud bakalaureusetoos (Sander Blei, 2023) ilmnes, et bakteritlivi, mille xre-res
operonist on eemaldatud antitoksiini geen xre voib olla paremini kaitstud mdne meie
faagiraamatukogus oleva faagi eest kui P. putida metsiktiivi, kuid tulemused olid vaga
kdikuvad. Kuna aga ka Hedvig Tammani ja Rita Horaku katsed viitasid, et RES toksiin véib

mojutada P. putida faagiresistentsust, siis otsustati xre-res stisteemi rolli lahemalt uurida.

Sellest tulenevalt olid kdesoleva uurimisto6 eesmargid:

1. Testida RES toksiini osalus P. putida PaW85 faagivastases kaitses

2. lIsoleerida RES toksiini aktiivsust neutraliseerivaid mutante

3. Sekveneerida saadud mutandid, et uurida supressiooni mehhanismi

4. Vorrelda P. putida algse tiive PaW85, Xre antitoksiini deletsioonmutandi ja valitud
supressormutantide faagitolerantsust, et selgitada RES toksiini véimalikku méju faagi

nakatamisefektiivsusele

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud so6tmed ja bakteritiived

Toos kasutatud bakteritlived on toodud Tabelis 1. Baktereid kasvatati LB (lysogeny broth)
sootmes (1% triiptoon, 0,5% parmiekstrakt, 0,5% NaCl) voi M9 minimaals66tmes [200 ml
vesiagar, 20 ml 10X M9 (7% NazHPO4, 3% KH2POa4, 0,5% NaCl, 1% NH4Cl), 0,5 ml mikroelemente
(1,075% MgO, 0,2% CaCO0s, 5,13 % HCI, 0,45 % FeSOa4 x 7H,0, 0,144% ZnSO4 x 7H,0, 0,112%
MnSO4 x 4H,0, 0,025% CuSO4 x 5H,0, 0,028% CoSO4 x 7H20, 0,006% H3BOs], kuhu oli C-allikaks
lisatud naatrimbensoaati (Idppkontsentratsioon 0,2%). Tardsodde sisaldas 1,5% agarit.

Vedels6otmes kasvatamisel aereeriti kultuure loksutil.

Faagikatseteks valati tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml) sisaldavale tards66tmele bakterimuru,
milleks kasutati 0,3% agarit sisaldavat pehmeagari LB so0det (sailitati temperatuuril 42 °C).
Faagide lahjendamiseks kasutati SM puhvrit (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 8 mM
MgS0a, 0,01% Zelatiin).
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Tabel 1. Kasutatud P. putida bakteritiived

Bakteritiivi Iseloomustus Viide allikale
Paws85 Metsiktlvi Bayley et al., 1977
Axre-res PaWw85 deletsioonmutant, | Rosendahl et al., 2020

millest on eemaldatud xre-

res operon

Axre PaWw85 deletsioonmutant, | Rosendahl et al., 2020

milles xre-res operonist on

eemaldatud antitoksiini
geen xre

M1-M80 Esimesest ujumiskatsest | Kdesolev t66
isoleeritud 80 Axre
supressormutanti

MU1-MU17 Teisest ujumiskatsest | Kdesolev t66
isoleeritud 17 Axre
supressormutanti

2.2.2. Faagitolerantsuse testimine agarso6tmel

RES toksiini moju testimiseks P. putida faagitaluvusele vorreldi nakatamiskatses omavahel

tuvesid PaW85, Axre-res, Axre, MU7 ja MU10. Kasutatud faagid on esitatud Tabelis 2.

Koiki tivesid kasvatati ile66 (~24 h) temperatuuril 30 °C 5 ml LB vedels66tmes aereerides
kultuure loksutil. Eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude saamiseks lahjendati ile66 kultuure
=12,5 korda 5 ml varskesse LB vedels66tmesse ning baktereid kasvatati loksutil =2,5 tundi

30 °C optilise tiheduseni (580 nm, ODsgp) =0,7-1.

Bakterimuruga tasside valamiseks kasutati nii bakteritlivede eksponentsiaalselt kasvavaid kui
ka statsionaarse kasvufaasi (lile66 kasvanud) kultuure. Selleks segati bakterid kokku =5 ml LB
pehmeagariga (0,3%) ja valati LB tardagariga (1,5%) tassidele, mis sisaldasid tsiprofloksatsiini
(0,03 pg/ml). Rakkude kogus arvutati ODsgo mddtmisest saadud tulemuste pdhjal nii, et
eksponentsiaalse kasvufaasi rakkude ja Uledd kultuuride I6plik rakkude hulk murus oleks

ligikaudu sama, OD=1 rakutihedusega kultuure lisati 200 pl.
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Uuritavatest faagifiltraatidest tehti 10°— 10 lahjendusread SM puhvrisse ning iga lahjendust

pipeteeriti bakterimurule 2 pl. Tasse inkubeeriti ile66 temperatuuril 20 °C.

Tabel 2. Kasutatud faagid

Faag Perekond Liik Viide/eraldaja

Luke-3 G6 6A Brauer et al., 2024

IPa-2 G6 6A Brauer et al., 2024
TP_kompll-2 G6 6A Rita HOrak ja Hedvig Tamman
TP_kompll-3 G6 Rita Horak ja Hedvig Tamman
TP_komplV-1 G6 6A Rita Horak ja Hedvig Tamman
TP_komplV-2 G6 Rita Horak ja Hedvig Tamman

2.2.3. Ujumiskatse Axre supressormutantide isoleerimiseks

P. putida Axre tlve kasvatati Gle6o (~16 h) LB vedelsootmes temperatuuril 30 °C. Axre
mutantide isoleerimiseks kasutati 0,3% LB agariga tasse. Iga tassi keskele tehti torkekdilv 2 pl
Uledd kultuuriga ning kasvatati temperatuuril 20 °C kuni 72 tundi. Kuna Axre tilvi kasvab
temperatuuril 20 °C aeglasemalt kui P. putida metsiktivi, siis on Axre supressormutandid

kergesti nahtavad kiiremini ujuvate sektoritena (Joonis 2A).

Mutantide isoleerimiseks vOeti 72 tundi parast kilvi ujumisfrondist valjaulatuvate sektorite
valimisest servast proovid, mis suspendeeriti 100 pl 1x M9 puhvris. Saadud kultuuridest tehti
10-kordsete lahjenduste rida (kuni 10 lahjenduseni), lahjendustest tehti 5 pl kiilvid LB tassile
ja baktereid kasvatati Gile66 temperatuuril 30 °C (Joonis 2B). Tassidelt saadud uksikkolooniaid

kasutati jargmistes katsetes (Joonis 2C).

Supressormutante sailitati =30% glitserooliga LB s66tmes temperatuuril -80 °C.
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Joonis 2. Supressormutantide isoleerimine P. putida Axre tlvest. Ujumistassil on
supressormutandid ndha kiiremini lilkkuvate harudena (A). Kérvalharudest voeti tikk proovi
(margitud punase tapina, A), mis lahjendati 10~ lahjenduseni ning kasvatati LB tassil 24 tundi
(B). Koige vaiksemast lahjendusest voeti juhuslikult valitud 1 koloonia (margitud punase
ringiga, B), mida kasutati edasisteks testideks (C).

2.2.4. Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Supressormutantide huvipakkuvate lookuste sekveneerimiseks paljundati nende vastavad

lookused PCRga (Polymerase Chain Reaction). Kasutatud praimerid on toodud tabelis 3.

PCRis kasutati matriitsina vastava supressormutandi rakke. Reaktsioonimahuks oli 20 pl. Lisaks
matriitsile sisaldas reaktsioonisegu: 1 x PCR puhvrit (7,5 mM Tris-HCI (pH 8,8)), 0,2 mM dNTP,

10 pmol mélemat praimerit ja 0,5 Gihikut DreamTaq polimeraasi.

PCRi reaktsioon koosnes 25 tsiiklist ja sisaldas jargnevaid etappe:

1. 96°C6 30 sekundit
2. 55°C, 30 sekundit

3. 72°C, toksiini lookuse siinteesiaeg oli 2 minutit ja Saperoni slinteesiaeg oli 2,1 minutit.

Kuna matriitsina kasutati bakterirakke, siis tsiklitele eelnes 2-minutiline eelkuumutus 96 °C,
mis oli vajalik rakkude I6hkumiseks. Parast 25. tsuklit jargnes 2-minutiline lisaslintees

temperatuuril 72 °C.

Tabel 3. Kasutatud praimerid

Nimetus Nukleotiidne jarjestus (5’-3’) Kus kasutati

2433Sac GAGAGCTCGCACGTGATTGTGTTCT xre-res lookusspetsiifiline

PCR ja sekveneerimine
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2434Xba GGTCTAGATGTCTTTTTCGGCGCACA xre-res lookusspetsiifiline

PCR ja sekveneerimine

2434Hind TATAAGCTTGTGGTGACCACGCCCTAGA | xre-res lookusspetsiifiline

sekveneerimine

groS_alg CTATCTCGAGCCTTGTAATC groSL lookusspetsiifiline

sekveneerimine

groL_end AGCTGGTCAAGGAAGTTGCT groSL lookusspetsiifiline

sekveneerimine

grolL_sees CACTCGTTTCACAGCACAAG groSL lookusspetsiifiline

sekveneerimine

2.2.5. Geelelektroforees

PCRi produktide anallilisimiseks geelelektroforeesil kasutati 1% TAE agaroosgeeli, mis sisaldas
etiidiumbromiidi I6ppkontsentratsiooniga 0,33 pg/ml. Proovid voolutati 1 x TAE puhvris (50
mM Tris-atsetaat, 1 mM EDTA; pH 8,2) pingel 130 V 15 minutit. DNA fragmentide suuruse
hindamiseks kasutati firma Thermo Scientific DNA markerit ZipRuler Express DNA Ladder 2,

ready-to-use. DNA visualiseeriti UV valguses.

2.2.6. DNA sekveneerimine

Sekveneerimiseks tooddeldi PCRi produkte eksonukleaas | (Exol; |Gppkontsentratsioon
2,5 U/ul) ja aluselise fosfataasiga (SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase); |6ppkontsentratsioon
1 U/ul) 15 minutit temperatuuril 37 °C ja sellele jargnes enstimide inaktiveerimine 15 minutit
temperatuuril 80 °C. Seejarel valmistati proovid ette kitiga “Big Dye Terminator v3,1 Cycle
Sequencing Kit“ firmalt Applied Biosystem. Sekveneerimiseks kasutati lookuse spetsiifilisi

praimereid (Tabel 3).

Sekveneerimise programm koosnes 30 tsiiklist ja sisaldas jargnevaid etappe:

1. 95°C, 15 sekundit
2. 50°C, 10 sekundit
3. 60°C, 45 sekundit
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Sekveneerimisproduktide sadestamiseks lisati igasse tuubi 2,5 ul 125 mM EDTA (pH 8,0) ja 30
pul 96% etanooli (-20 °C). Segu hoiti 15 minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti
toatemperatuuril kiirusel 16 000 g 12 minutit. Tuubid koputati kuivaks ja sadet pesti 30 pl 75%
etanooliga (-20 °C). Fuugiti 16 000 g juures toatemperatuuril 10 minutit ja koputati kuivaks.
DNA sade lahustati 10 pl formamiidis. Proovid saadeti sekveneerimiseks Eesti Biokeskuse

tuumiklaborisse.

Sekveneerimistulemusi anallitsiti Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ja BioEdit 7.2 abil.

Sekveneeritud jarjestusi vorreldi Blast andmebaasis oleva P. putida KT2440 tivega, mis on

isogeenne laboris kasutatava PaW85 tiivega.

2.2.7. Genoomse DNA eraldamine

Baktereid kasvatati =16 h LB vedels66tmes temperatuuril 30 °C. Bakteri kromosomaalne DNA
eraldati kasutades Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA eralduskitti ning jalgiti tootja

protokolli.

DNAd anallisiti agaroos-geelelektroforeesil ja kontsentratsioon mdddeti NanoDrop
spektrofotomeetriga (Thermo Scientific). DNA saadeti sekveneerimiseks tuumiklaborisse.

Sekveneerimistulemusi anallilisis Age Brauer.

2.2.8. Mutantide fenotiiiibiliste erinevuste kirjeldamine

2.2.8.1. Mutantide eluea méddramine

Mutantide pikaajalise elumuse leidmiseks kiilvati mutandid iga 2 nadala méodudes algselt LB-

tassilt uuele LB-tassile. Kilvatud mutante kasvatati 24 tundi temperatuuril 30 °C.

2.2.8.2. Mutantide analiilisimine erinevates kasvutingimustes

Supressormutantide temperatuuritundlikkust vorreldi P. putida metsiktiivega PaW85 nii LB
tardsootmel kui vedelkultuuris. Temperatuuritundlikkuse kontrollimiseks tardséotmel kiilvati
LB-agarile 5 pl iga bakteritiive 10! kuni 10® lahjendustest. Tasse inkubeeriti 24 tundi
temperatuuril 20°Cja 30°C.

Kasvuerinevusi LB-vedelkultuuris testiti temperatuuril 20 °C. Selleks lahjendati bakteritlive

Uledd kultuuri nii, et ODsgo = 0,1. Mikrotiiterplaadi kannudesse kilvati 100 pl lahjendatud
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bakterikultuure, mikrotiiterplaati inkubeeriti Gle66 (=16 tundi) temperatuuril 20 °C ja proovide

optiline tihedus (ODsgg) moddeti iga 10 minuti jarel (BioTek SYNERGY H1 microplate reader).

2.3. Tulemused

2.3.1. Xre antitoksiini puudumine suurendab P. putida faagiresistentsust

Sander Blei (2023) leidis, et P. putida Axre tiive faagitundlikkus faagiraamatukogus olevate G1
perekonna Kassivere faagi ja G2 perekonna R66mu faagi suhtes on vahenenud 10 korda. G6
perekonna faagidega ilmnesid kdikuvad tulemused, kus mdnikord oli ndha faagitundlikkuse
vahenemist ja monikord ei olnud. Ka Rita Héraku ja Hedvig Tammani tehtud katsed G6

faagidega andsid kdikuvaid tulemusi.

Kaesolevas t66s soovisin selgitada Axre tlive tundlikkust G6 perekonna faagidele. Selleks
nakatasin P. putida metsiktliive PaW85, Axre-res ja Axre tlivesid meie laboris olevate G6
perekonna faagidega. Katset kordasin 5 korda nii eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudega kui

ka Ule66 kultuuridega.

Séltumatud katsed naitasid, et G6 perekonna faagid nakatavad PaW85 metsiktlive ja Axre-res
TA-deletsioontlive sarnaselt (Joonis 3). Samas nakatasid IPA 2, TP_Kompll-2, TP_Kompll-3,
TP_KomplV-1 ja TP_KomplV-2 faagid antitoksiinidefektset Axre tlve keskmiselt 10 korda
halvemini kui PaW85 ja Axre-res tilivesid. Luke 3 faagi vastu on Axre tlivi 100 korda paremini
kaitstud kui P. putida PaW85 ja Axre-res bakterid. Sama tulemus ilmnes nii eksponentsiaalse

kui statsionaarse kasvufaasi rakkudega valatud tassidel.

Sellest voib jareldada, et P. putida RES toksiin vdib antitoksiini puudumisel kaitsta P. putida’t

G6 faagide vastu.
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Luke 3

IPA 2
TP_Kompll-2
TP_Kompll-3
TP_KomplV-1 . %
TP_KomplV-2 . - o | ' A j ; Axre-rgg

Joonis 3. Faagide lulsilaigud P. putida metsiktiive PaW85 (wt), Axre ja Axre-res tiivede
bakterimurudel. Kuue G6 perekonna faagiga tehti kokku 5 séltumatut katset. Esitatud on lihe
katse tulemused. Katsed teostati LB agarsootmel, mis sisaldas tsiprofloksatsiini (0,03 pg/ml).
Pilt on tehtud péarast =24 h kasvu temperatuuril 20 °C.

2.3.2. RES toksiin inhibeerib P. putida kasvu

Eelnevalt oli teada, et RES toksiin inhibeerib bakteri kasvukiirust optimumist (30 °C)
madalamal (25 °C) temperatuuril (Rosendahl et al., 2020). Toksiini mdju uurimiseks 20 °C
kasvatati P. putida PaW85 ja Axre tiive erinevatel temperatuuridel ja s66tmetel.

Kui temperatuuril 30 °C LB tassil tivede kasv ei erinenud, siis 20 °C kasvanud Axre tlive
kolooniad olid algse PaW85 tiive kolooniatest vdaiksemad ning aeglasemat kasvu on nadha
koikides lahjendustes (Joonis 4). Minimaaltassil, kus sisinikuallikaks oli bensoaat, kasvas Axre
tuvi halvemini kui metsiktlivi ka temperatuuril 30 °C. Testiti ka bakteritivede kasvukiirust
vedelkultuuris temperatuuril 20 °C (Joonis 5). Selgus, et temperatuuril 20 °C kasvab Axre tiivi

margatavalt aeglasemalt kui metsiktivi.

Minimaaltass 0,2% bensoaadiga,
30C

LB,30C LB,20C

10 10 10

Joonis 4. P. putida metsiktiive ja Axre tiive kasv erinevates tingimustes. Esitatud on P. putida
PaW85 metsiktiive (wt) ja Axre tlive kasv LB s66tmel ja 0,2% bensoaadiga minimaaltassil.
Katseid korrati rohkem kui 5 korda. Esitatud on Ghe katse tulemused. Pildid on tehtud parast

~24 h kasvatamist temperatuuril 30 °C vai 20 °C.
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Joonis 5. P. putida metsiktiive ja Axre tiive kasvukdverad temperatuuril 20°C. P. putida
metsiktiive (PaW85) ja Axre tlve kasvatati mikrotiiterplaadis LB s66tmes temperatuuril 20 °C
ja graafikul esitatud optiline tihedus registreeriti iga 10 minuti jarel. Tehti liks katse 24 tehnilise
paralleeliga. Graafikul esitatud veapiirid valjendavad standardhalvet.

2.3.3. Esimesed RES toksiini supressormutandid: lisaks RES geeni muteerumisele
supresseerivad Axre tiive kasvudefekti ka mutatsioonid mujal P. putida genoomis

Eelmised katsed kinnitasid Axre tlive madalamat kasvukiirust vOrreldes P. putida
metsiktivega. Kuna ka faagiga nakatamise katsed tehti 20 °C, siis voib olla Axre suurenenud
faagiresistentsus pohjustatud lihtsalt bakterite aeglasemast kasvust. Selle testimiseks
otsustati isoleerida toksiini supressormutante. Oletati, et faagi nakatamise katsed osaliselt voi
taielikult taastatud kasvukiirusega supressormutantidega véimaldaksid selgitada ja eristada
RES toksiini funktsionaalsuse ja kasvukiiruse rolli faagiresistentsuses.

Selleks, et leida toksiini supresseerivaid mutatsioone, kasvatati Axre tiive temperatuuril 20 °C,
kus tehti faagiga nakatamise katsed ja kus toksiini méju kasvukiirusele on suur. Axre tlive
supressormutandid isoleeriti ujumistassidelt, kus RES toksiini tottu kasvavad bakterid
aeglasemalt kui metsiktldpi tvi (Joonis 6), kuid taastunud kasvuga mutandid tekitavad
ujumisfrondist valjaulatuvaid sektoreid (Joonis 6A).

Katses isoleeriti 80 supressormutanti. Enne katset eeldati, et mutatsioonid toimuvad toksiini
geenis, mida katsetulemustes ka nahti (Tabel 4). Vaga mitmel mutandil oli toimunud Ghe
nukleotiidi deletsioonist tingitud raaminihe alates toksiini 17. aminohappest (37,5%) voi 141.
aminohappest (6,25%). Enamik deletsioone oli toimunud séltumatult, sest mutandid olid

eraldatud erinevatelt ujumistassidelt. 18,75% mutantidest oli toimunud Uhenukleotiidne
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asendusmutatsioon, mis tGi kaasa aminohappe muutuse toksiinis (Tabel 4). Ka mdned
asendusmutatsioonid kordusid séltumatutel kloonidel, nagu naiteks RES toksiini 108.
positsioonis oleva valiini asendumine alaniiniga, mis ilmnes 4-It erinevalt ujumistassilt
isoleeritud kloonil. Ullatuslikult oli paljudel mutantidel (31,25%) toksiini geen téiesti terve, mis
viitas, et supressormutatsioonid pidid olema toimunud mujal bakteri genoomis. Viiel kloonil
jadi  mutatsioon selgitamata, kuna toksiini geeni PCR ei tulnud vélja (4) vGi

sekveneerimistulemus oli lugematu (1).

Axre, 20 C, 72h PaWs5, 20 C, 72h

Joonis 6. P. putida PaW85 ja Axre tiivega ujumistassid. A: Axre tlivega ujumistass ja B: P.
putida metsiktliivega PaW85 ujumistass, parast 72 tundi kasvu temperatuuril 20°C.

Tabel 4. Supressormutantide mutatsioonid toksiini piirkonna sekveneerimisel

Mutantide arv | Osakaal RES toksiini geenis voi valgus muutunud jarjestus

(N80) (%)

30 37,5% AG, pdhjustab raaminihke parast 17. aminohapet

25 31,25% Toksiin terve

15 18,75% Aminohapet muutev asendusmutatsioon:
V108A (6x), LLO6P (5x), A103T (1x), P114T (1x), R91L (1x),
M60K (1x)

5 6,25% AG, pdhjustab raaminihke parast 141. aminohapet

5 6,25% Teadmata

Parast sekveneerimistulemuste anallilisi taheti edasi uurida neid kloone, kellel toksiini geen

oli terve. Ootamatult olid aga 1,5 kuud hiljem, kui koik tulemused olid katte saadud,
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huvipakkuvad mutandid surnud (sailitati LB tassil temperatuuril 4 °C) ja ei suutnud péarast edasi

kiilvamist lles kasvada, mille tottu ei saanud edaspidiseid katseid labi viia.

2.3.4. Supressormutandid teisest katsest: Axre tiive mutantidel leidusid mutatsioonid
GroESL Saperonis

Teine katse viidi |abi samamoodi kui esimene, kuid saadud mutantidest valmistati kohe
glutserooliga sailituskultuurid, mida hoiti -80 °C juures. Teises katses isoleeriti 17 mutanti, kes
saadi kuuelt erinevalt ujumistassilt (Tabel 5). Kloonide toksiini lookuse sekveneerimisest
saadud tulemused sarnanesid esimese katse tulemustega (Tabel 4). Oli suur hulk kloone, kellel
oli toimunud G nukleotiidi deletsioon, mis pdhjustas alates 17-st aminohappest raaminihke.
Neljal kloonil olid toimunud asendusmutatsioonid, mis erinesid eelmise katse omadest. 17-st
kloonist saadi 4 mutanti, kellel toksiini piirkond oli terve ja Gihel mutandil, MU10, oli toimunud
ka stinonltiimne asendusmutatsioon, milles nukleotiidi muutus ei muutnud aminohapet
(Tabel 5). Terve res geeniga mutantide (MU7, MU9, MU10 ja MU12) ja MU11 genoomid
sekveneeriti. Genoomi sekveneerimine tuvastas neljal mutandil mutatsiooni GroESL Saperoni
kodeerivates geenides: grolL geenis oli toimunud kolmenukleotiidne deletsioon (AL222)
kloonidel MU7 ja MU9 ning kloonidel MU10 ja MU12 oli GroES valgus 15. positsiooni seriin
muutunud arginiiniks (S15R). Kuna sama mutatsiooniga kloonid parinesid Uhelt ujumistassilt,
siis tdendaoliselt, ei ole need séltumatud mutandid.

GroESL Saperoni struktuurile mutatsioone paigutades selgus ullatavalt, et kuigi mutatsioonid
olid toimunud erinevates geenides, paiknesid muutused kahes valgus Saperoni struktuuris
vaga lahestikku, GroES ja GroEL subiihikute kokkupuute koha ldhedal (Joonis 7). MU11 klooni

genoomi sekveneerimine tuvastas toksiini geenis osalise duplikatsiooni.

Tabel 5. Teisest ujumiskatsest saadud kloonidel tuvastatud suppressormutatsioonid
toksiinis ning genoomis

Mutant | RES toksiini mutatsioon Mutatsioon genoomis

MU1 Asendusmutatsioon P140L

MU2 Asendusmutatsioon Q26G

MU3 AG, raaminihe parast 17.
aminohapet

MU4 Asendusmutatsioon L145G

27



MU5

AG, raaminihe parast 17.
aminohapet

MU7 Toksiin terve 3-nukleotiidne (CTG) deletsioon grol geenis,
AL222 Saperoni GroESL GroEL sublihikus
MU8 AG, raaminihe parast 17.
aminohapet
MU9 Toksiin terve 3-nukleotiidne (CTG) deletsioon grol geenis,
AL222 Saperoni GroESL GroEL subihikus

Samalt ujumistassilt isoleeritud supressormutandid on margitud sama varviga.

28



C GroEL

P putida 1 #AAxOVKFGOSARKKMLVGYN
I e
1 MAAKDVKFGNDARVKMLRGVN GRNV SFGAPTIT

| |
161 TEGLKAVAAGMNPMOLKRGID

151 SANSONSIGEITAE
" |
151 SANSDETVGKLIAE

201 SPYFVNKPDTMVAELEGPLLLLVOKKI

261 SPYFINKPETGAVELESPFILLADKKI!

251 AEDVEGEALATLVVNNMRGIVKVAAVKAPGF GORRKAMLODIAVLTGGQV
| | | |
251 AEDVEGEALATLVVNTMRGIVKVAAVKAPGFGORRKAMLQDIATLTGGTV 360

LSLETATLEHLGNAKRVILSKENTTIIDGAGADTE IEARVKQ)
| | |
KATLEDLGOAKRVVINKOTTTIIOG

D GroES 351 TSDYDREKLQERVAKLAG ARVEDA 4
401 HAT VVPGGGVALVRALAAIIDLKGONED AVESP 4
P. putida 1 MKLRPLHDRVVIRRSEEESKTAGGIVLPGSAAEKPNRGEVVAVGTGRVLD 50 |
I N R T A A P R T ER T T Y
E.coli 1 MNIRPLHDRVIVKRKEVETKSAGGIVLTGSAAAKSTRGEVLAVGNGRILE 50
51 NGEVRALAVKVGDKVVFGPYSGSNTVKVDGEDLLVMAENEILAVVEG 97 A6 LAYIVL

Hitd- U0 L i 561 RSALQAAASIGGLMITTEAMVADLPEDKPAAGHPD
51 NGEVKPLDVKVGDIVIFNDGYGVKSEKIDNEEVLIMSESDILATVEA 97 | T

501 RSALQYAASVAGLMITTECMVTDLPKNDAA

Joonis 7. GroESL Saperoni struktuur. A: E. coli tiive K12 GroESL Saperoni Gihe poole struktuur
pealtvaates. GroES on esitatud lilla varviga ja GroEL on sinine. Rohelisena on naidatud teisest
ujumiskatsest saadud kloonide mutatsioonide asukohad. B: Sama struktuur kdrvaltvaates. C:
P. putida ja E. coli GroEL valkude aminohappeliste jarjestuste vordlus. Punasena on margitud
222. positsioonis deleteerunud leutsiini asukoht. D: P. putida ja E. coli GroES valkude
aminohappeliste jarjestuste vordlus. Punasena on margitud mutatsiooni asukoht.

Kuna esimene supressormutantide isoleerimise katse naitas, et terve toksiiniga mutandid
surevad LB tassil pikaajalisel sdilitamisel (temperatuuril 4 °C), samas kui enamik muteerunud
toksiiniga mutantidest jaid ellu, siis kontrolliti teise katse kloonide pikaajalist elumust (Joonis
8). RES_AG mutantidel, kellel oli toimunud raaminihe alates 17-st aminohappest, ei
viahenenud péarast 10 nadalast LB tassil olekut rakkude elumus (ildse voi langes see vaid
vahesel maaral, samuti kasvasid need mutandid erinevates kasvutingimustes metsiktiivega
sarnaselt (Tabel 6). Vaid MU5 mutandil olid kdik rakud surnud juba 6. naddalaks ja kasv
sarnanes Axre tilvele. Seega arvatavasti on MU5 pigem algne Axre tlvi ning
sekveneerimislugemites on esinenud viga ja 6-nukleotiidi pikkuses G-de jarjestuses tegelikult
tuvastatud deletsiooni ei ole toimunud. Asendusmutatsiooniga kloonide (MU1, MU2, MU4 ja
MU17) pikaajaline elumus oli varieeruv (Joonis 8), kuid kasv teistes tingimustes oli sarnane
P. putida metsiktiivega (Tabel 6).

GroESL mutandid kaitusid erinevalt. Mutantse GroES valguga MU10 ja MU12 tiived surid 8.
nadalaks, samal ajal kui mutantse GroEL valguga MU7 ja MU9 kloonidel hakkas rakkude hulk
viahenema alles 10. nadalal. Samuti kasvasid GroESL mutandid LB tassil temperatuuril 20 °C
veidi halvemini kui P. putida metsiktlvi PaW85 (Joonis 9).

29



Minimaaltassil 0,2% bensoaadiga kasvasid GroES mutandid (MU10 ja MU12) paremini kui Axre

tlvi, peaaegu vordvaarselt metsiktivele. Seevastu GroEL mutantid (MU7 ja MU9), ei suutnud

Uldse kasvada (Joonis 9). LB s66tmel temperatuuril 30 °C kasvasid kdik supressormutandid

sarnaselt metsiktivele.

Tulemustest voib jareldada, et GroEL ja GroES mutandidel on RES toksiini mdju tugevalt

inhibeeritud.

2 kuud

Joonis 8. Teise ujumiskatse supressormutantide elumus. A: teisest ujumiskatsest isoleeritud
supressormutantide elumus parast 2 kuu pikkust inkubeerimist temperatuuril 4 °C. B: samade
mutantide elumus 2,5 kuu pérast. Kloonid kilvati imber algselt LB tassilt uuele LB tassile iga

2 nadala jarel ning kasvatati 30 °C ~24 h. Numbrid 1-17 tahistavad supressormutante MU1-

MU17.

Tabel 6. Teise katse kloonide elumus ja kasv erinevates kasvutingimustes

Aeg (nddalad) LB tass Minimaaltass 0,2%
bensoaadiga
Mutant 2 (4 |6 [8 |10 |20C 30-C 20-C
MU1 (RES_P140L) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU2 (RES_Q26G) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU3 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU4 (RES_L145G) <wt =wt (=Axre) |=wt
MUS (RES_AG) =xre =wt (=Axre) |=xre
MU6 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU7 (GroEL_AL222) <wt =wt (=Axre) |<<xre
MUS8 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
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MU9 (GroEL_AL222) <wt =wt (=Axre) |<<xre
MU10

(GroES_S15R) <wt =wt (=Axre) [<wt
MU11

(RES_Duplikatsioon) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU12

(GroES_S15R) <wt =wt (=Axre) |<wt
MU13 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU14 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU15 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU16 (RES_AG) =wt =wt (=Axre) |=wt
MU17 (RES_L63F) =wt =wt (=Axre) |=wt

- - Rakkude hulk ei ole vdhenenud, - Rakkude hulk on vahenenud 40-50% vdrra,

- Rakkude hulk vahenenud 80-90% vorra, - - K6ik rakud on surnud
=wt - kasv sarnanes P. putida metsiktliivega, <wt — kasvab mdnevdrra halvemini kui metsiktivi,
=Axre — kasv sarnaneb Axre tiive kasvuga, <<Axre — kasvab halvemini kui Axre.

LB, 30 C LB, 20 C Minimaaltass 0,2% bensoaadiga,

30C
-
wt

Axre

MU7

MuU8

MU9
MU10

10 10

Joonis 9. Leu222 deletsioon GroESL Saperoni GroEL subiihikus pohjustab kasvudefekti
bensoaadis6otmel. Esitatud on P. putida metsiktlive, Axre tlive ja teise katse GroESL
mutantide MU7 (GroEL_AL222), MU8 (RES_AG), MU9 (GroEL_AL222) ja MU10 (GroES_S15R)
kasv LB tassil ja minimaaltassil 0,2% bensoaadiga. Katset on tehtud (iks kord. Pildid on tehtud

parast ~24 h kasvu temperatuuril 30 °C vi 20 °C.
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2.3.5. GroES ja GroEL mutandid kaitsevad faagide vastu erineval maaral: mutantse grol
geeniga tiivi on faaginakkusele tundlikum kui mutantse groS geeniga tiivi

Erinevused GroES ja GroEL mutantidel erinevates kasvutingimustes viisid kiisimuseni, kas nad
erinevad ka faagitundlikkuses. Selle uurimiseks vorreldi MU7 (grolL_AL222) ja MU10
(groS_S15R) ning P. putida metsiktiive PaW85 ja Axre tiivesid faaginakatamise katses. Tehti
kolm katset eksponentsiaalse kasvufaasi rakkudega ja kolm katset tile66 kultuuridega. Katsed
naitasid, et kdikide faagide puhul on mutantse groS geeniga MU10 nakkusele vahemalt 10
korda tundetum kui groL mutant MU7 (Joonis 10A, esitatud ainult eksponentsiaalse kasvufaasi
rakkudega tehtud katse tulemused). Mdnes katses nais, et MU7 on G6 faagidele tundlikum kui
metsiktivi (Joonis 10A), kuid teises katses polnud kahe tiive vahel erinevusi (Joonis 10B).
Nende k&ikuvate tulemuste t6ttu ei saa kindlalt jareldada, et MU7 oleks testitud faagide
suhtes tundlikum kui metsiktivi, kuid kindlasti pole tal faagide vastu tugevamat kaitset. MU10
on osade faagide (IPA 2, Luke 3 ja TP_Kompll-2) vastu 10 korda enam kaitstud kui metsiktivi,

kuid siiski on ta nakkusele tundlikum kui Axre tivi.

Kuna eelnevalt arvati, et Axre tive faagivastane kaitse voib olla seotud tema inhibeeritud
kasvukiirusega, siis méodeti GroESL Saperoni mutantide kasvukiirust (Joonis 11). Tulemused
naitasid, et mutantide kasvukiirus on kas metsiktiivega samasugune (GroEL mutant) vdi vaid

vaga vahesel maaral madalam (GroES mutant).

Sellest voib jareldada, et Axre tlive faagiresistentsus ei ole tingitud vaid tema kasvukiiruse

langusest ning RES toksiin suurendab bakteri faagivastast kaitset.
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Joonis 10. Faagide liilisilaigud erinevate bakteritiivede murudel. A: Labori faagikollektsioonis
olevate G6 perekonna faagidega nakatati P. putida PaW85 (wt), Axre, mutantse grol geeniga
MU7 ja mutantse groS geeniga MU10 tivesid. Kokku viidi 1abi 3 sdltumatut katset. Esitatud on
Uhe katse tulemused. B: G6 perekonna faagidega nakatati P. putida PaW85 (wt) ja mutantse
grol geeniga MU7. Katsed teostati LB agarsootmel, mis sisaldas tsiprofloksatsiini (0,03 pug/ml).
Bakterimuru valamiseks kasutati eksponentsiaalse kasvufaasi bakterikultuure (ODsgo=0,7-1).
Pildid on tehtud parast ~24 h kasvatamist temperatuuril 20 °C.
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Joonis 11. Mutatsioonid GroES ja GroEL valkudes taastavad P. putida Axre tiive kasvukiiruse.
P. putida metsiktive (PaW85), Axre, MU7 ja MU10 tivede kasvuk&verad 20 °C LB s66tmes.
Tehti ks katse 24 paralleeliga. Graafikul esitatud veapiirid tahistavad standardhalvet .
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2.4. Arutelu

2.4.1. RES toksiin vdhendab temperatuurist s6ltuvalt P. putida kasvukiirust ja suurendab
faagiresistentsust

Bakterites on laialt levinud kromosomaalsed TA ststeemid (Gerdes et al., 2005), kuid nende
tahtsust bakterile pole veel taielikult mdistetud ja avaldatud artiklites on palju vasturaakivusi.
Kuigi antitoksiini deleteerimine vG&i toksiini Uleekspresseerimine voib mdéjutada mitmeid
bakteri fenotlilipe nagu stressitaluvus voi antibiootikumiresistentsete persistorrakkude teke
(Harms et al., 2016), siis TA sisteemide operonide deleteerimine on ndidanud, et TA
sisteemid pole bakteritele vajalikud (Rosendahl et al., 2020). Siiski on kirjeldatud mitmeid TA
slisteeme, mis kaitsevad bakterit faagide vastu (LeRoux et al., 2022; Song ja Wood, 2020;
Hazan et al., 2001) ja levimas on arvamus, et lisaks mobiilse DNA stabiliseerimisele ongi
faagikaitses osalemine teine tahtis TA slisteemide funktsioon (LeRoux et al., 2022; Kelly et al.,

2023).

Sander Blei uuris oma bakalaureuset66s (2023) P. putida kromosomaalsete TA siisteemide
voimalikku rolli faagivastases kaitses, kuid sai vastakaid tulemusi, kas RES toksiin suudab
vahendada bakteri tundlikkust faagidele v&i mitte. Hedvig Tammani ja Rita Hdraku
korduskatsed andsid samuti kdikuvaid tulemusi. Nendes katsetes kasvatati Axre tlive
faagikatseteks ette temperatuuril 20 °C. Minu tulemused nditavad, et kuna Axre tivi on
kilmatundlik, siis kipuvad temperatuuril 20 °C kiiresti tekkima supressormutatsioonid. Selles
t160s kasutati seda ara Axre tlivest toksiini inhibeerivate mutantide saamiseks (Joonis 6), kuid
koikuvad tulemused eelnevates Axre tlivega tehtud faagitolerantsuse katsetes visid tuleneda
sellest, et ettekasvatamise ajal temperatuuril 20 °C tekkisid Axre tlivest RES toksiini
inhibeerivad mutatsioonid. Selles bakalaureuseto6s kasvatati faagikatseteks baktereid ette
30 °C kraadil ja saadi pidevalt reprodutseeruvaid tulemusi, mis nditasid, et Axre tivi on G6

faagide vastu 10-100 korda kaitstum kui P. putida metsiktldp (Joonis 3).

Selleks, et uurida, kas Axre tlive suurenenud faagiresistentsus on tingitud tema madalast
kasvukiirusest voi sellest, et RES toksiin osaleb kaitses méne teise mehhanismi kaudu, taheti
leida selliseid Axre kloone, kus toksiini pdhjustatud kasvudefekt on taastunud. Mutantide
leidmiseks tehtud ujumiskatsete abil tuvastati Gisna palju erinevaid mutatsioone RES toksiinis
(Tabel 4 ja 5). Oli oodatav, et punktmutatsioonid ja deletsioonid tekivad toksiini geenis. Kuid
Ullatuseks saadi ka kloone, kellel toksiini piirkond osutus terveks. Kuna nende kloonide eluiga
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teistega vorreldes oli lihem (Tabel 6), siis vGib see tdhendada, et toksiini aktiivsus on osaliselt
alles jaanud. Samas oli aga supressormutantide kasvukiirus nii LB tard- kui vedels66tmes

temperatuuril 20 °C suurel maaral taastunud (Joonised 9 ja 11).

Sander Blei (2023) jareldas oma bakalaureusetdods, et tdendoliselt RES-Xre TA siisteem ei ole
faagiresistensuses oluline. Minu katsed naitasid, et RES toksiin suudab suurendada kaitset
spetsiifiliste faagide vastu. Monedes artiklites on néidatud, et faagiriinnak vGib aktiveerida
toksiini ehk vabastada toksiini antitoksiini inhibeerivast mojust (Leavitt et al., 2022;
Ferndndez-Garcia et al., 2024). Minu katsetest on selge, et testitud faagid ei suuda RES toksiini
aktiveerida, kuna P. putida algse tiive PaW8?5 ja Axre-res vahel faagikatsetes erinevusi ei olnud.
Samas pole valistatud, et toksiini aktiveerimiseks on olemas vaga spetsiifiline mehhanism

(Smith ja Fineran, 2023), mida suudab kaivitada mdni teine faag.

2.4.2 RES toksiini aktiivsus soltub GroESL Saperonist

Taisgenoomi sekveneerimisega tuvastati, et terve RES toksiiniga mutantidel oli mutatsioon
toimunud GroESL Saperonis. groSL operon kodeerib Saperoni valke GroES ja GroEL, mis
vastutavad paljude valkude voltumise ja kokkupanemise vahendamise eest (Liu et al., 2022;
Zhang et al., 2016). Kokku saadi kaks erinevat GroESL Saperoni mutanti, mis viitab, et see
Saperon on vajalik RES toksiini aktiivsuseks. Samalaadne tulemus saadi meie laboris lihe teise
P. putida TA sisteemi toksiiniga, kus avastati, et GraT toksiini aktiivsuseks oli vajalik Saperon
DnaK (Rosendahl et al., 2021; Ainelo et al., 2016). TA siisteemide soltuvust Saperonidest on
taheldatud ka varem TAC (toksiin/antitoksiin/Saperon) susteemide puhul, kus SecB sarnased
Saperonid abistavad antitoksiinide pakkimisel ja stabiliseerimisel (Bordes et al., 2016). Seega
vOivad erinevad raku Saperonid osaleda TA silisteemide aktiivsuse reguleerimisel ja seda nii

toksiinide kui antitoksiinide struktuuri mojutamise kaudu.

Kadesolevas t60s tuvastati Uks Axre supressormutatsioon grol geenis ning teine groS geenis,
kuid Saperoni struktuuri vaadates asuvad mutatsioonid lahestikku (Joonis 7), tdpsemini GroEL
Saperoni ja GroES ko-Saperoni kokkupuutekoha laheduses. Vaatamata sellele, et mutatsioonid
asuvad struktuuril lahestikku, on nende efekt bakterile erinev. Kuigi LB vedels66tmes oli 20 °C
GroES ja GroEL mutantide kasvukiirus metsiktlivega vordne ja 30 °C LB tassil kasvasid nad ka
sarnaselt (Joonis 9), kditusid mutandid minimaaltassil erinevalt. Minimaals66tmes 0,2%

bensoaadiga ei suutnud GroEL mutant Uldse kasvada, samas kui GroES mutandi kasv oli Axre
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tivest parem, kuid metsiktiivest halvem. Selline tulemus viitab sellele, et mutatsioonid
mojutavad Saperoni t66d erinevalt. Vdimalik, et mutatsioon GroEL Saperonis hadirib mingi
bensoaadi tassil kasvamiseks vajaliku valgu (enstiiimi) voltumist. Seda arvamust toetab see, et
GroEL mutant kasvas bensoaadil halvemini kui Axre tiivi, seega peab olema moni lisaefekt, mis

takistab kasvu bensoaadil veel enam kui seda teeb RES toksiin.

Mdlemad mutatsioonid GroESL Saperonis taastasid Axre tlive kasvukiiruse (Joonis 9ja 11), kuid
faagide nakatumise suhtes oli groS ja grol geenides toimunud mutatsioonide mdju erinev. Ko-
Saperoni GroES mutant oli faagidele tundetum ja paremini kaitsud kui P. putida PaW85, samal
ajal kui Saperoni GroEL mutandi tulemused olid sarnased P. putida metsiktiivega. Need
tulemused naitavad, et GroES mutandil on RES toksiini aktiivsus mingil maaral sailinud, samal
ajal kui GroEL mutandil on toksiini aktiivsus taielikult inhibeeritud. GroES mutantset tlive voiks
kasutada ka edaspidistes RES toksiiniga seotud faagikatsetes, kuna tivi suudab kasvada 20 °C
sama kiirusega kui metsiktivi, mistdttu on véimalik eksponentsiaalse kasvufaasiga rakke ette

kasvatada 20 °C, nagu uurimisgrupis tavaliselt tehakse.

Supressormutantide katse andis vdaga ootamatu ja huvitava tulemuse, sest viitab, et RES
toksiin vajab aktiivsuseks GroESL Saperoni. Kuna Saperon vastutab mitmete valkude dige
struktuuri moodustumise eest (Liu et al., 2022; Zhang et al., 2016), siis téendoliselt vajab RES

toksiini korrektne voltumine GroESL abi.
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KOKKUVOTE

Tanapdevani puudub Uhine arusaam kromosomaalsete TA silisteemide funktsioonidest
(Jurénas et al., 2022). Uheks oletatavaks funktsiooniks on faagiresistentsuse suurendamine,
mida anallisis ka Sander Blei oma bakalaureusetoos (2023). RES-Xre TA siisteemi RES toksiin
ndis suurendavat faagiresistentsust ménede faagi suhtes, kuid tulemused olid vastakad, eriti

meie faagikollektsioonis G6 perekonna faagidega.

Kdesoleva t00 praktilise osa eesmérkideks oli testida P. putida RES-Xre TA sisteemi RES
toksiini moju faagide nakatamisefektiivsusele, isoleerida toksiini supressormutante ja
kasutada saadud supressormutante faagide nakatumisefektiivsuse vordlemiseks. Selleks
vorreldi P. putida metsiktive PaW85, Xre antitoksiini deletandi ja RES-Xre slisteemi deletandi
nakatumisefektiivsust G6 perekonna faagidega. RES toksiini supressormutantide saamiseks
kasutati ujumistasse, kus Axre tlive supressormutandid olid kiirema kasvu tottu kergesti
tuvastatavad. Supressormutantide abil vorreldi nakatumisefektiivsust. Katsete tulemustest on

voimalik jareldada jargmist:

1) P. putida RES-Xre TA slsteemi toksiin RES suurendab bakteri resistentsus uuritud 6.
perekonna faagide suhtes ning aeglustab bakterite kasvu rikkal s66tmel 20 °C ja
bensoaat-minimaalsé6tmel ka temperatuuril 30 °C.

2) RES toksiini pdhjustatud kasvudefekti suruvad alla mitmed erinevad mutatsioonid RES
toksiini kodeerivas geenis, aga ka GroESL Saperoni kodeerivates geenides.

3) P putida GroESL Saperon tagab RES toksiini aktiivsuse, ilmselt osaleb Saperon toksiini

valgu voltumises.

Tulemusi kokku vottes vdoib jareldada, et GroESL Saperon on vajalik RES toksiini toimeks. Kuna
mutatsioonid nii grol ja groS geenis taastavad bakterite kasvukiiruse, kuid mdjutavad
faagiresistentsust erinevalt, siis saab jareldada, et RES toksiini m&ju faagiresistentsusele ei kai

ainulksi bakteri kasvu inhibeerimise kaudu.
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SUMMARY
Suppressor mutations reduce the impact of RES toxin in Pseudomonas putida
Maria Grinkevits

Despite the decades of studies and wide spread of chromosomal toxin-antitoxin (TA) systems
(Gerdes et al., 2005; Makarova et al., 2009), to this day, there is no consensus on the functions
of these chromosomal elements (Jurénas et al., 2022). One presumed function of TA loci is
their involvement in phage resistance. As analysed by Sander Blei (2023) in his bachelor’s
thesis, the RES toxin of the RES-Xre TA system seemed to increase phage resistance against

certain phages but the obtained results were not reproducible.

This study aimed to test whether the RES toxin could affect phage infection efficiency,
investigate the mechanism of toxin suppression, and use suppressor mutants for comparing
phage infection efficiencies. To achieve this, the phage resistance of P. putida wild-type
PaW85, Xre antitoxin deletion mutant, and RES-Xre system deletion mutant were compared.
Additionally, a swimming assay was employed to obtain RES toxin suppressor mutants at
20 °C, and the infection efficiencies were compared using these suppressor mutants. Based

on the results of the experiments, one may conclude the following:

1) The RES toxin of the P. putida RES-Xre TA system enhances bacterial resistance against
the phages from the genus G6, reduces the growth rate of bacteria in rich medium at
20 °C, and in bensoate minimal medium also at 30 °C.

2) The growth defect caused by the RES toxin is suppressed by several mutations in the
res gene and also in groS and grol genes.

3) The GroESL chaperone of P. putida ensures the activity of the RES toxin, most probably

by participating in the correct folding of the toxin protein.

Summarizing the results, it can be concluded that the P. putida GroESL chaperone is necessary
for the activity of the RES toxin. As the mutations in groEL and groES genes restore the growth
rate of bacteria, but impact the phage resistance provided by the toxin differently, we can
conclude that the effect on phage protection by RES toxin does not rely solely on the growth

rate reduction.
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