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Sammandrag

Persistens &r en av de faktorer som leder till misslyckad antibiotikabehandling. Persistenta
bakterier &r toleranta mot antibiotika sé lange de befinner sig i vilostadium. De representerar
en liten fraktion av bakteriepopulationen. Den persistenta populationen dr egentligen kénslig
for antibiotika, men undgar antibiotikans dodande effekt sa linge den kan inaktivera celluldra
aktiviteter.

Flera bakomliggande mekanismer bidrar till uppkomst av persistens, men typ II TA-system é&r
den mekanism som har storst paverkan pé persistens och samtidigt stor potential for att bidra
till utvecklandet av nya mediciner med typ II TA-system som mal. Ett typiskt II TA-system
innefattar ett par proteiner, ett toxin och ett antitoxin. Varje par proteiner dger ett stabilt toxin
och ett motsvarande instabilt antitoxin. Typ II TA-system har som uppgift att skydda och
hjélpa bakterier att besegra olika typer av stress, till exempel en antibiotikabehandling. E.coli
ar en populdr modellorganism som har enklare II TA-system. Sérskilt mRNaser av II TA-
systemen ir intensivt studerade. Déarfor fokuserar jag i1 arbetet huvudsakligen pa mRNaser av
I TA-systemet hos E.coli K-12 under stresstillstand, men andra organismers TA-system tas
upp som jamforelse. E.coli K-12 har tio stycken vélkarakteriserade mRNaser som kodas fran
IT TA-loci. mRNaser har distinkta fysiologiska egenskaper, t.ex. att antitoxiner har kortare
livstid dn toxiner och en kénslig C-terminal. Alla tio mRNaser bidrar till utveckling av
persistens. Alla antitoxiner kan degraderas av det celluldra proteaset Lon. Lons aktivitet ar
beroende av signaldverforing och signaldverforingen dr aktiverad av olika stressfaktorer.
Interaktionen mellan mRNaser och Lon bildar ett snabbt, dynamiskt och sofistikerat system.
Forstaelsen for de molekyldra mekanismer som ligger bakom persistens kan leda till
utveckling av nya strategier for att bekdmpa persistens. Det dr darfor ett viktigt och akut
forskningsdmne.

Inledning

Bakterier kan skaffa sig antibiotikaresistens antingen genom genotypiska fordndringar eller
fenotypiska forandringar (Niepa et al. 2012). Vid genotypiska fordndringar forvérvas nya
gener i form av spontan eller inducerad genetisk mutation, eller av horisontell gendverforing.
Exempel pa fenotypiska fordndringar dr nér bakterier gar in 1 persistens eller bildar biofilm.
Persistenta bakterier gar in i ett vilande tillstdnd, dir deras celluldra aktiviteter ar mycket
langsamma eller helt avstannade. Genom att antibiotika verkar bést pd vixande celler,
skyddas bakteriecellen. Persistens sker vid exponentiellt vixande tillstind men dven vid stress
frdn omgivningen (figur 1). De persistenta bakterierna har en utmaérkt overlevnadsforméga.

Persistens har vickt ett enormt intresse inom forskningen, sérskilt uppkomsten av persistens
under antibiotikastress. Kint et al. (2012) sammanfattade fyra troliga mekanismer som
orsakade persistens:(1) bakterier inducerar forsvarsmekanismer vid oxidativ stress; (2)
antibiotikumet skadar DNA och bakterier aktiverar en SOS-respons; (3) ”Quorum sensing”
kan leda till persistens; (4) toxin/antitoxin (TA)- systemet &r den mest intressanta
mekanismen. Typ II TA-system som verkar pa proteinniva dr en del av TA-systemet. Elva
mRNaser ingar i typ II TA-systemet hos E.coli. Tio av dessa mRNaser dr huvudfokus i detta
arbete.

Forskning inom typ II TA-systemet dr relativt nytt. Dagens forskning inom II TA-system
pagér intensivt och resultaten uppdateras stindigt. En del av forskningsresultaten i uppsatsen
ar kontroversiella. Jag forsoker presentera information som de flesta artiklarna ar Gverens om
idag, men maste reservera mig for framtida uppdateringar.



Oversikt av antibiotikaresistens av E.coli K-12

. Spontan genetisk mutation
Genotypiska foréndringar
Inducerad genetisk mutation

Skaffa ny resistensgen (eng. gon uptake)

Antibiotika resistens

Vid expoenetiall tillvaxt tillstand

Fenotypiska férandringar

T.ex:

Antibiotikabehandling:

Naringsbrist;

Vid stress tillstand

Miljéférandringar.

Uppkomsten av persistents bakterier

I |
Oxidati i "
xiclative Skadad DNAinducera Quorum TA system

strass férsvar 505 reaktion sensing” |

I
- | TAsystem Il TA system
(sRNA niva) (protein niva)
.

L
Il TA system

(SRNA niva)
>y

Figur 1: Oversikt av antibiotikaresistens hos E.coli K-12. Bade genotypiska och fenotypiska foriandringar kan
orsaka antibiotikaresistens. Persistens bidrar till resistens, men persistens ar inte synonymt med resistens.
Bakterier kan bli persistenta vid olika biologiska tillstdnd: normalt tillvéxttillstdnd eller induktion av stress fran
miljomassiga faktorer. TA-system dr en av mekanismerna for att gé in i persistens. II TA-system verkar pa
proteinniva. Reglering av I TA-systemet utfors av mRNaser och Lon. Alla antitoxiner frin mRNaser kan
degraderas av Lon, sedan frigors toxiner. Toxiner kan inhibera translation genom att klyva mRNA vid
ribosomalt A-ldge eller andra specifika RNA- ldgen (egen figur).

Uppsatsens disposition

For att beskriva huvuddmnet mRNaser forklaras forst oversiktligt och stegvis persistenta
bakterier, persistenta bakteriers kliniska betydelse och typ I TA-system. Darefter presenteras
mRNasers och Lons biologiska karakteristik, deras stokasticitet och mojlighet till
aterupplivning. Har forklaras ocksé vilka biologiska forutsattningar som mojliggor att
mRNaser och Lon kan styra bakterier in i och ut ur det vilande tillstandet.

Uppsatsens syfte

Syftet med arbetet ar att forstd de molekyldra mekanismer som finns bakom mRNaser under
stress. Fokus kommer att ligga pé tva viktiga komponenter: det celluldra proteaset (Lon) och
10 mRNaser (se tabell 2, s.7), samt deras interaktion. I diskussionsdelen sammanfattas
mRNaser och deras potential i anvéndning for framtida medicinsk utveckling.

Persistenta bakterier ur ett historiskt perspektiv

1944 upptickte Joseph Bigger (citerad i Maisonneuve et al. 2013) att en av en miljon
stafylokocker (Staphylococcus) kan verleva penicillinbehandling, och att de Gverlevande
bakterierna kan dterhdmta populationen om behandlingen upphor, se figur 2. Den nya



populationen ar kédnslig for penicillin, precis som den ursprungliga. Bigger definierade de
Overlevande bakterierna som persister” (persistenta bakterier). Persistenta bakterier r
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Figur 2: Uppkomsten av persistens efter en antibiotikabehandning fran en genetiskt homogen population.
A. En homogen population av antibiotikakédnsliga bakterier (rod). B. Vid antibiotikabehandlingen gar bakterierna
in i persistens (ett slags motstandskraftigt vilotillstand) (svart). C. Efter behandlingen Gverlever bara persistenta
bakterier (svarta). (Omarbetad efter Kint et al. 2012)

genetiskt identiska med bakterier av vildtyp. De utgor en liten och tillféllig population, vilket
gor isolering utmanande. Sedan denna upptédckt har mekanismen bakom persistens varit en
gita i manga decennier. Men med hjilp av transkriptomanalys gjordes ett genombrott om
persistens 2004 (Keren et al. 2004). Keren et al. behandlade en population av vixande
bakterier med ett f-laktamantibiotikum och samlade direfter in de 6verlevande bakterierna
(persistenta bakterierna). Detta kallas den forsta transkriptomanalysen pa persistens. 2006
tillimpades GFP-teknik (gron fluorescentprotein-teknik) for att spdra persistenta celler (Shah
et al. 2006). Bakterier konstruerades for att uttrycka ett instabilt GFP-protein under styrning
av en ribosomal promotor. En vixande bakterie forblir GFP positiv (gron farg) medan en
vilande bakterie inte ger gron farg pa grund av nedbrytning av GFP. Kombinationen av
transkriptomanalysen och GFP-tekniken har underléttat forskningen, dessutom har samhéllets
uppméirksamhet kring resistenta bakterier okat. Idag ar persistenta bakterier ett intensivt
forskningsomrade.

Persistenta bakterier och antibiotikresistans
Vid genomiska analyser visade sig ett stort antal toxin- och antitoxin-gener finnas hos
frilevande bakterier (Gerdes & Wagner 2007). Enligt experiment, bioinformatik och



biokemisk analys, har man upptickt minst 19st kinda typ I TA-system' hos Escherichia coli
K-12 (Yamaguchi och Inouye 2011, se tabell). Typ II TA-system har spritt sig brett inom
bakterier. Méanga forskningsartiklar har bevisat att II TA-system dr en visentlig faktor som
styr bakterier in i persistens (Fasani et al. 2013, Keren et al. 2004, Kim et al. 2013,
Maisonneuve et al. 2011, Maisonneuve et al. 2013). Persistens okar bakteriers tolerans mot
antibiotika och bidrar till svdrbehandlade bakteriella infektioner, till exempel infektioner av
bakterierna Psedomonas aeruginosa och Mycobacterium tuberculosis (MT). Infektionen av
MT orsakar 1,6 miljoner dodsfall globalt varje ar (Fasani et al. 2013). Persistenta bakterier &r
ett allvarligt hot mot ménniskors hélsa.

Antibiotika dr for narvarande den vanligaste och effektivaste behandlingsstrategin mot
bakteriella infektioner. Antibiotika inhiberar olika metaboliska, transkriptionella och
translationella aktiviteter i cellen, och saledes fungerar antibiotika bara mot vixande celler.
Penicillin blockerar till exempel cellviggssyntes genom att inhibera transglykosylaser och
transpeptidaser. Antibiotikumet kloramfenikol himmar proteinsyntes genom att binda till
bakteriers stora ribosomala subenhet. Persistenta bakterier dr vilande: olika aktiviteter i cellen
ar blockerade eller inaktiverade (figur 3), vilket leder till att de &r mindre kénsliga for
antibiotika. Darmed har persistenta bakterier en stor klinisk betydelse i dagens samhélle.
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Figur 3: Antibiotika versus persistens. Antibiotika fungerar pa celler genom att forstora olika celluléra
aktiviteter medan persistensgener inaktiverar de cellulédra aktiviteterna. Persistensgenerna forhindrar dérigenom
antibiotika fran att binda till sitt mal. MIC: minsta hdmmande koncentration av dmnet, frdn eng. minimum
inhibitory concentration. (Omarbetad efter Keren et al. 2012)

Vad ar typ Il TA-system?

TA-systemet klassificeras som antingen typ I TA (sSRNA), typ II TA (protein) eller typ III TA
(sRNA) enligt toxinets/antitoxinets funktion (Fozo et al. 2008, Gerdes & Wagner 2007) (figur
1 och tabel 1). Hos typ I TA-loci, dr det antitoxinens sma antisens RNA som blockerar
translation av malgenen genom basparning (Fozo et al. 2008). I typ II TA-loci 4r antitoxinet
ett instabilt protein som binder till det mer stabila toxinet och himmar dess aktivitet. Typ III
TA kallas ocksd ToxIN Abi-system (abi: fran eng. abortive infection. Det betyder att om en
bakteriecell blir infekterad av viral komponent, kan cellen frimja celldéd for att begransa
spridning av virala komponenter inom bakteriepopulationen). Smé RNA fungerar som ett
antitoxin och neutraliserar toxin-proteinet ToxN (Fineran et al. 2008).

" De flesta artiklar berittar om 36st toxiner hos E.coli. Det ir en luddig beskrivning. Dir ingar typ I och typ II
TA-system (Yamaguchi och Inouye 2011). Yamaguchi och Inouye sammanfattade 19st II TA-system i en tabell,
sa det finns minst 19st I TA-system. Det dr mojligt ytterligare II TA-system kan komma att hittas.



Tabell 1:Generell skillnad mellan typ |, typ Il och typ I1l TA system.

TA system Antitoxin Toxin
Typ | sRMA RMA
Typ protein protein
Typ sRMNA protein

II TA-system finns hos bakterier och arkéer, och ingen homolog har hittats hos ménniskor
(Brzozowska & Zielenkiewicz 2013). Det ger hopp om nya sidkra mediciner. Om patogenen
har ett homologt protein i minniskor, s& kan det proteinet inte utan betydande svarigheter
anvindas som maéltavla for mediciner. Il TA-systemet ger oss en sddan gynnsam
forutsittning.

RNA endonukleaser

Yamaguchi och Inouye samanstéllde en lista pa 19 st II TA-system enligt toxiners celluldra
mal (Yamaguchi och Inouye 2011), se tabell 2. Kidnda celluldra mal for toxiner hos E.coli
inkluderar DNA-replikation, mRNA, tRNA, ribosomer och cytoskelettproteiner (Yamaguchi
och Inouye 2011). Bland de celluldra malen for antixoiner & mRNA vanligast och 11
antitoxiner inhiberar celluldra aktiviteter genom att interferera med mRNA. ”The term
messenger RNase was coined ... to denote RNases that catalyze the degradation of mRNA.”
(citerat frdn Schoenberg och Cunningham 1999). Dessa 11 mRNaser indelas i tva grupper
efter hur de klyver mRNA: Ribosom-oberoende mRNaser (MazF, ChpBK, MgsR, YhaV,
HicA och RNLA) och ribosom-beroende mRNaser (RelE,YoeB,YafO,YafQ,HigB)
(Maisonneuve et al 2011,Yamaguchi och Inouye 2011). En systematisk funktionsjamforelse
av mRNaser utfordes av Maisonneuve et al. (2011 & 2013) baserad pa 10 mRNaser (tabell 3).
Detta arbete utgar frén deras experiment och bara dessa 10 mRNaser diskuteras i arbetet.

De tio vilundersokta mRNaserna dr av typ II TA-loci hos E.coli, se tabell 3 (Maisonneuve et
al. 2011 & 2013). Varje TA-lokus kallas en TA-kassett. I en TA-kassett foljer toxingenen ofta
titt efter antitoxingenen. Avstdndet mellan tva geners ldsram ar mycket kort, till exempel ar
det 1bp avstand mellan tva gener av mgsR och ygiT (Kasari et al.2010). Detta forhéllande
betyder mojligtvis att de tva genernas translation ar kopplad.



Tabell 2: Typ II toxin-antixoin system hos E.coli K-12 (omarbetad efter Yamaguchi och Inouye 2011).

Operon Protein Toxinor  Amine Molecular pl

Ribosome-independent RNA interferases

mazEmazF MazE Antitoxin 52 24 46
MazF Toxin 11 121 54

chpBlchpBK ChpBl Antitoxin &3 a3 45
ChpBK Toxin 116 125 54

hicAhicE HicA Toxin 58 6.5 110
HicB Antitoxin 145 16.1 4.8

priFyhal’ PriF Antitoxin 111 124 49
YhaV Toxin 154 178 96

mgsRmgsA MgsR Toxin 03 112 ol
Mgza Antitoxin 131 147 a3

mlArmiB RnlA Toxin 357 401 6.4
RnlB Antitoxin 123 13.7 44

Ribosome-dependent RNA interferases

relBrelE RelB Antitoxin = 70 a1 47
RelE| Toxin o5 112 10.0

vefiyoeB Tefid Antitoxin B3 a3 49
YoeB Toxin &4 10.2 &5

yafiyafo Yafi Antitoxin 97 112 5.5
Yafl Toxin 132 155 75

dinfyafQ Diin| Antitoxin 56 04 51
Tafl Toxin oz 105 a8

higBhigA HigB Toxin 104 121 104
Hi Antitoxin 138 15.0 4.5

Inhibitor of ribosome subunit association

ratdyfjF Rath Toxin 153 177 &3
THF Antitoxin 06 10.5 a5

(putstive)

Inhibitors of cell division

yeelichtd Teall Antitoxin 122 137 56
ChtA Toxin 124 139 82

yafykfl Yafd Antitoxin 105 119 6.3
Yif Toxin 113 129 26

viiZyvpiF YHZ Antitoxin 105 117 6.0
YpiF Toxin 109 123 74

Inhibitor of phospholipid synthesis

gnsAymcE CnzA Toxin 57 6.6 5.1
YmcE Antitoxin 76 &7 6.3

Linknown (involved with persistence)

hipBhipa HipB Antitoxin B8 10.0 6.7
HipA Toxin 440 403 &3

Linknown

¥ihXyfhQ TihQ Antitoxin 181 19.9 6.3
TjhX Toxin &5 a7 110

yoaSydaT Yda3 Toxin 05 110 &7
YdaT Antitoxin 140 157 7.8



Tabell 3: Antitoxiner och proteas av E.coli K-12

Nr TA familj antitoxin porteas referens
1 RelBE RelB Lon Christensen et al 2001
2 YoeBYefM  Yefl Lon Christensen et al 2004
J HighB HigA Lon lwona & Urszula 2013
4 Yhav/PrlF PriF Lon Schmidlt et al. 2007
5 YafNO Yaff Lon Mikkel et al. 2009
6 YafQidind dind Lon & ClpXP Iwona & Urszula 2013
lon nar bakterier ar under "Stringent control”
T MazEF MazE ClpXP nar bakterier &r normal v axande Iwona & Urszula 2013
8 ChpAB ChpA Lon Masuda et al 1993
9 MgsAR MgsA Lon Breann et al 2009
10 HicAB HicB Lon Jorgensen et al. 2009
11 HipAB HigA Lon lwona & Urszula 2013

Alla mRNaser leder till en snabb nedbrytning av mRNA och ett stopp av translationen.
Translationsstopp sker antingen genom att mRNaser klyver mRNA frén ribosomalt A-ldge
eller att mRNaser klyver ett sérskilt ldige p& RNA (Maisonneuve et al. 2011). Toxin och
motsvarande antitoxin reglerar operon pa flera olika sétt. Antitoxin kan sjdlvstandigt reglera
TA-operonet (Maisonneuve et al. 2011). TA-komplex reglerar gener genom bindning till
operonet, dessutom starkare dn vad antitoxin kan gora. Toxinet i komplexet fungerar bade
som “corepressor” och “derepressor” villkorligt. Overgéngen mellan dessa tvé tillsténd styrs
av koncentration av toxin och antitoxin. Varje mRNas har utvecklat denna typ av kontroll
oberoende av varandra (Gerdes & Maisonneuve 2012).
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Figur 4: En generell bild pa toxin and antitoxin. A: Fritt antitoxin utgdr en C-terminal (lila) och en N-terminal
(gron). C-terminalen dr oveckad, sa den dr kénslig for nedbrytning av cellulirt proteas (Lon). B: Nér antitoxinet
bildar komplex med toxinet (gré férg), skyddas C-terminalen fran degradation (Omarbetad efter Brzozowska &
Zielenkiewicz 2013).

Antitoxiner syntetiseras snabbare dn toxiner och &r ofta ndrvarande 1 dverskott, men har
mindre termodynamisk stabilitet (Brzozowska & Zielenkiewicz 2013). Antitoxinerna ar ofta
starka syror, och har tva distinkta doméner: en C-terminal (lila farg i figur 4A) och en N-
terminal (gron farg i figur 4). C-terminalen ar oveckad. Detta mdjliggor
konformationsforidndring nér antitoxinerna binder till toxinerna. Det fGrsta steget av
proteinnedbrytning &r att veckla ut proteinet. Séledes dr fria antitoxiner mycket kénsliga for
celluldra proteaser pa grund av sin 6ppna C-terminal. N-terminaldoménen anvinds for DNA-



bindningen och ansvarar for autoreglering av operonet. Manga kinda antitoxiner innehéller ett
“helix-turn-helix”(HTH) eller ett ribbon-helix-helix”(RHH) DNA-bindningsmotiv (Madl et
al. 2006, Gerdes & Maisonneuve 2012). Toxiner ar ofta positivt laddade och stabila. Ett toxin
och ett motsvarande antitoxin bildar ett stabilt komplex (Brzozowska & Zielenkiewicz 2013,
Keren et al 2004, Maisonneuve et al. 2011). I komplexet dr C-terminalen av antitoxinet
veckat och titpackat, sa att antitoxinet ar skyddat for celluldra proteaser (figur 4B). Protein-
protein-interaktion i TA-komplexet skyddar antitoxinet frén att brytas ner av cellulédra
proteaser (Kamada et al. 2003).

De flesta artiklarna beskriver att forhallandet mellan toxin och antitoxin i ett TA-komplex ar
1:1 (Brzozowska & Zielenkiewicz 2013, Keren et al. 2004, Maisonneuve et al. 2011). Men
Zhang et al diskuterar att tvd MazE (antitoxin) kan binda fyra MazF (toxiner) i ett TA-
komplex, se figur 5. Forhallandet mellan antitoxin och toxin dr alltsa 1:2 i ett MazEF
komplex, och detta &r ett bevis pa att MazE ar ett mer effektivt neutraliseringsmedel (Zhang et
al 2003, Yamaguchi och Inouye 2011).
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Figur 5: MazEF-komplex. MazE (antitoxin) visas i gron farg; MazF (toxin) visas i bla och lila farg (Omarbetad
efter Yamaguchi och Inouye 2011).

Toxin har oftast langre livstid &n antitoxin. Donegan et al. (2010) rapporterar att
halveringstiden av toxinet MazE 4r mellan 30 och 60 minuter, och motsvarande antitoxins
halveringstid ar 18 minuter (Staphylococcus aureus). Sayed et al. (2012) undersokte
halveringstiden hos TA-paret: SprAl(toxin) och PepAl(antitoxin) av S. aureus. SprAl och
PepAl har > 3 timmars respektive 10 minuters halveringstid. Antitoxin i ett TA-komplex ar i
en dynamisk rorelse hos en vdxande population. Nya kénsliga antitoxiner syntetiseras snabbt.
De kan antingen bli degraderade pa en gang eller binda motsvarande toxiner under sin livstid,
dérefter dissociera och degraderas. Betydligt kortare halveringstid av antitoxiner medfor att
forhéllandet [A]:[T] dndras snabbt efter stressrespons.

I TA-systemet existerar i bade plasmider och kromosomer, sérskilt finns de pa
patogenicitetsd, men en del TA-par befinner sig i transposoner (mobil genetisk gensekvens
som flyttas omkring i genomet) hos vissa bakterier (Baum 1994, Makarova et al. 2009).
Hittills har det inte upptéckts nagot I TA-system i transposoner hos E.coli K-12, men det
finns hos andra mikroorganismer. Tva sddana exempel dr genen for relBE som ligger i
Tn5401 hos Bacillus thuringiensis (Baum 1994) och AbrB super (TA) familjen som finns i
transposoner hos bakterier och arkéer (Makarova et al. 2009). TA-loci som befinner sig i



mobila genetiska element ger formodligen konsekvensen att II TA-system ofta flyttas och
sprids. Detta géller bdde da det mobila genetiska elementet &r 1 plasmiden och i kromosomen.
En sddan egenskap bidrar troligen till 6kad dverlevnadsgrad och en snabb utveckling av
persistens. TA-loci kan ocksa spridas horisontellt mellan arter. ReIBE ér ett TA-system i
transponsoner, som dven har spritt sig brett inom bakterier. AbrB-kopplade TA-par finns bade
i arkéer och i bakterier (Makarova et al. 2009).

De tio mRNaserna har flera biologiska funktioner. I E.coli K-12 degraderas antitoxiner av Lon
(long form filament) proteas, och fria toxiner leder nagra bakterier att ga in i persistens.
Maisonneuve et al. (2011) anvande sig av bakterier som fatt sin Lon-gen borttagen, med
resultatet att bakterierna blev 250 ganger mindre persistenta efter behandling med
antibiotikumet ciprofloxain. Att fakultativt ta bort en gen fran II TA-loci gav ingen effekt pd
uppkomsten av persistens (figur 6A). Det tyder pé att de tio mRNaserna dr oberoende av
varandra. Att ta bort alla TA-loci minskade férekomsten av persistenta bakterier med 100 till
200 ganger (figur 6B), vilket tyder pé att mRNaser arbetar kumulativt med samma mal
(persistens). Resultat frén detta experiment bevisade generellt att mRNaser fran I TA-loci av
E.coli K-12 bidrar parallellt till persistens, och de dr éverflodiga och oberoende varandra.
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Figur 6: Overlevnadsformaga hos olika varianter av E.coli. Olika genmodifierade bakterier behandlades med
1ug/ml ciprofloxain (svart firg) eller 100 ug/ml ampicillin (gra firg). Overlevnadsformagan hos de muterade
bakterierna jamfordes med vildtypbakteriernas(WT). (A) De bakterier som har muterade RelA och SpoT-gener
har den lagsta 6verlevnadsgraden; vildtyp &verlever battre; radering av en enda mRNas (mazF, chpB, relBE,
yefM, yoeB, higBA, dinJyafQ, yafNO, mqsRA, yhaV och hicAB) péaverkar inte bakteriers dverlevnad . (B) Okad
deletion av TA lokus. Al= mutant med chpB; A2 = Al + mutant med A mazF; A3 = A2 + mutant med ArelBE;

A4 = A3 + mutant med AyefMyoeB; A5 = A4 + mutant med AdinJ yafQ; A6 = AS + mutant med A higBA; A7 =
A6 + mutant med AprlF yhaV; A8 = A7 + mutant med A yafNO; A9 = A8 + mutant med A mqsRA; A10=A9 +
mutant med A hicAB (Omarbetad efter Maisonneuve et al.2011)

Cellular proteolytisk aktivitet i Il TA-system av E. coli

Lon spelar en vésentlig roll i att degradera alla antitoxiner i E.coli K-12 (Brzozowska och
Zielenkiweicz 2013, Maisonneuve et al. 2011, Maisonneuve et al. 2013, Schmidl Oliver et al.
2007). Guanosin tetrafosfat (ppGpp) och guanosin pentafosfat ((p)ppGpp) krévs for att
aktivera Lonaktivitet hos E.coli. Har foljer en kort genomgang av négra viktiga kénda
intermediérer (figur 7) som &r inblandade in den kaskadreaktionen av E.coli K-12. Darefter
beskrivs processen av regleraring mRNaser.
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Figur 7: Oversiktsskiss 6ver 11 TA-system som induceras av stress hos E.coli K-12. Lon-protelys styr alla
mRNasers aktiviteter genom degradering. Nér enzymet RelA binder till ribosomen, blir RelA inaktiverad. Néar
cellen drabbas av aminosyrabrist, binder oladdat tRNA A-ldget och RelA frigoras. Signalen fran “’Stringent
Control” leder till att Rel A dissocierar fran ribosomen och syntetiserar signalmolekylen (p)ppGpp. I sin tur kar
polyP-koncentrationen. PolyP dr en aktiverare av Lon-protelys. Aktiverad Lon bryter ner antitoxiner sé att fria
toxiner inhiberar celluldra aktiviteter. Inhibition av celluldra processer leder till att bakterier blir mindre kinsliga
for antibiotika. (egen figur)

Aktivering av Lon startas av RelA. RelA ér ett enzym pa ribosomen som kinner
aminosyrebristen via “’Stringent control” i cellen (Snyder & Champness 1997). Om det ar
aminosyrabrist 1 cellen ldmnar RelA sin position pa ribosomen, blir aktiverad och borjar
syntetisera (p)ppGpp. PpGpp och pppGpp ér tva ovanliga nukleotider som har likande
struktur och funktion, och tillsammans kallas (p)ppGpp. De fungerar som en global
transkriptionsregulator av gener och styr en kaskadeffekt hos bakterier (Snyder & Champness
1997, Jun & Jianping 2009). SpoT-proteinet syntetiserar och degraderar (p)ppGpp vid olika
forhéllanden. I normalt tillstdnd (tillvaxtfas) degraderar SpoT (p)ppGpp, sa att aktiviteten av
SpoT och RelA haller nivan av (p)ppGpp i jamvikt i cellen (Snyder & Champness 1997). Om
aminosyrabrist uppstar i cellen, kommer SpoTs degraderingsaktivitet att inhibiteras av SpoT1,
men SpoT kan fortfarande syntetisera (p)ppGpp, vilket medfor en 6kad koncentration av
(p)ppGpp (Maisonneuve et al. 2011). En hojd halt av (p)ppGpp ar bakteriers adaptiva respons
till stress frdn omgivningen. Denna héjda koncentration leder i sin tur till forh6jd
koncentration av polyfosfat (polyP). PolyP &r en linjdr polymer som bestér av tio till
hundratals fosfatmolekyler. Polyfosfatkinas (PPK) polymeriserar ett fosfat for varje ATP till
polyP. Endo- och exo-polyfosfater (PPX) degraderar polyP till oorganiskt fosfat.
Koncentrationen av polyP balanseras av PPK och PPX i en cell. Lon ir ett specifikt ATP-
beroende virmechocksprotein som ansvarar for ungefar 50 % av degraderingen av defekta
proteiner i E.coli (Gottesman 1996, Snyder & Champness 1997). Lon degraderar alla
antitoxiner som kodas fran II TA-loci (Brzozowska och Zielenkiweicz 2013, Maisonneuve et
al. 2011, Maisonneuve et al. 2013, Schmidlt et al. 2007). Lon bestar av en ATPas-domén och
en proteolytisk domén.

Under bakteriers tillvéixtfas, pdbdrjar fria RelA och SpoT syntetisering av (p)ppGpp (Snyder

& Champness 1997). Den forhdjda koncentrationen av (p)ppGpp leder till ackumulering av
polyP via en inhiberande effekt av PPX som verkar proteolytiskt pa polyP. PolyP é&r hittills
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den enda kénda aktiveraren av Lon (Kuroda et al. 1997 & Maisonneuve et al. 2011). PolyP
fungerar som en direkt signalmolekyl som styr Lon till degradering av antitoxin, vilket i sin
tur leder till att toxiner frigors (se figur 8) (Kuroda et al.1997).

TA-system ar en kombination av en kaskadeffekt och en

stokasticitet

Den biologiska processen for aktivering av Lon ar vél beskriven (Maisonneuve et al. 2013,
Snyder & Champness 1997). Aktivering av enzymet RelA sitter igdng en kaskadreffekt som
aktiverar polyP och sedan Lon, degraderar antitoxiner och far bakterierna att gd in 1
persistens. Persistenta bakteriers genom ar identiska med vildtypsbakterier. Med samma
genetiska forutsittning, kan 1 princip hela vildtypspopulationen gé in i ett vilande tillstdnd.
Om det sker, kommer hela populationen att 6verleva en antibiotikabehandling och de flesta
antibiotika blir dirmed ineffektiva. Men det sker inte, bara en liten andel av population blir
persistenta. Vilka processer skulle kunna ligga bakom denna fenotypiska variation? Det
kanske inte finns nagra allméngiltiga svar. Dagens forskare forklarar detta fenomen som en
stokastisk induktion (Maisonneuve 2013, G. Wagner, muntligen). Ett stokastisk-system &r
icke-deterministiska (det vill sédga, "random”). Sa genetiskt identiska bakterier gar
slumpmassigt in i ett vilande tillstand.

Persistenta bakterier &r ett resultat av en kaskadeffekt och en stokastisk induktion.
Uppkomsten av persistenta bakterier kan beskrivas som ett lotterispel: Manga koper Triss och
alla kopare har forutsittning att vinna; men bara nagra fa vinner, slumpmassigt.

Aterupplivning fran persistens

Lon inhiberar celluldra aktiviteter genom degradering av antitoxiner och dessa har kénsliga C-
terminaler samt kort livstid. Detta ger forutsittning fOr att styra bakterier in i samt ut ur
perisistens. Men hur dterupplivar bakterier sig frdn den persistenta fenotypen nér den déliga
tiden dr 6ver? Fran II TA-systemets struktur och mekanismer krdvs minst tva celluldra
aktiviteter: inaktivering av Lon och en hog koncentration av antitoxiner.

Gerdes & Maisonneuve (2012) beskrev hur koncentrationen av antitoxiner stiger strax efter en
avslutad antibiotikabehandling. Den celluldra translationen i persistens ar extremt 14g. Lag
global translationen antas gynna ett lagt [A]:[T]-forhdllande. Det laga [A]:[T]-tillstdndet
frigor transkription av TA-loci, som i sin tur ger en hog TA-transkription. Antitoxin
syntetiseras snabbare dn toxin, vilket sdledes ger en hogre antitoxinniva dn toxinniva i cellen.

Lon-medierad nedbrytning pagér i langsam takt pd grund av avtagande aktivitet av RelA
under aterupplivningsprocessen. Enligt Snyder och Champness (1997), minskar (p)ppGpp-
nivan nér stresstillstdndet dr 6ver. Eftersom RelA syntetiserar (p)ppGpp efter aminosyrabrist,
sa bromsas eller helt avstannas RelAs syntesaktivitet om néiringsbristen eller andra
stressfaktorer forsvinner. Under en sddan situation blir nedbrytningsaktiviten av SpoT
dominant i cellerna och (p)ppGpp avtar pa grund av 14g halt av Lon. Dessutom &r
Lonaktiviteten ATP-beroende. Om cellens metabolitiska aktivitet dr vildigt 14g, bor ATP-
tillforseln vara véldigt langsam. Syntesen av antitoxiner dr snabbare &n Lons
degraderingsaktivitet. Okad antitoxinhalt och minskad Lonaktivitet siikerstiller en snabb
syntes och ansamling av antitoxin i cellerna, sé toxinaktiviteterna upphdr och bakterier kan
atergd till en vixande fenotyp (figur 8).
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Bakteriers livi en form av triangel

Bakterie vaxer l
[A] = [T]

Bakterie aterhamtar liv
(resuscitatign)

[Al=[T]

[A] < [T]

Bakterie vilar, persistens

N

Figur 8: En bakteries liv kan delas in i 3 faser. Fasl: bakterier vixer vid ldmpliga biologiska férhallande, t.ex.
niring, pH, temperatur. Fas2: bakterier kommer in i ett vilande tillstdnd nir koncentrationen av toxiner ar hdgre
an antitoxin (toxiner neutraliseras av antitoxiner). Fas3: bakterier aterhdmtar sig om koncentrationen av
antitoxiner ar hogre &n toxiner. Innanfor triangeln visas bakteriers celluldra aktiviteter; utanfor triangeln visas
faktorer fran omgivningen (egen figur).

Diskussion

TA system ar en sofistikerad Overlevnadsstrategi

Tydligen kan antitoxin och toxin reversera sin effekt snabbt och enkelt i bakterier (figur 8).
Bada situationer ar nodvéndiga for bakteriens dverlevnad. Vid god tillgdng pé niring kommer
antitoxin att binda toxinet. Okad stabilitet i TA-komplex ger bakterien mojlighet att viixa
exponentiellt. Vid en snabb fordndring 1 omgivningen kommer fria, instabila och kortlivade
antitoxiner direkt leda till 6kad persistens-frekvens och ddrmed en hégre 6verlevnadsgrad.
Mekanismerna hos TA-systemet dr snabba, effektiva och resurssnéla. II TA-system reflekterar
bakteriers sofistikerade strategi for att utnyttja begrinsade resurser maximalt vid olika
forhdllanden.

Figur 6 (Maisonneuve et al. 2013) bekréiftar redundans av TA-loci. Det verkar som att varje
TA-par har en jimn och parallell funktion vid uppkomsten av persistens (figur 6A). Varfor
bakterier slosar resurser/energi genom att ha manga oberoende gener for ett och samma mal
kan vara svart att forstd. Réacker det inte med ett eller tvd TA-system i en cell? Bakteriella
genom dr alltid i snabb férdndring genom evolution och genforluster och nyférviarv av DNA
sker konstant. Bakterier borde genom evolutionen ha kunnat minska den genetiska bordan
genom att ta bort flera TA-gener. Det dr ocksa energikrdavande att ha 6verflodiga I TA-
system, eftersom varje toxin maste neutraliseras konstant av ett antitoxin som kontinuerligt
maste syntetiseras for att behalla ritt koncentration (hogre [A] dn [T]). Ju fler TA-par, desto
mer energi/resurser kommer en bakterie att behdva lagga pa Il TA-system. Varfor viljer
bakterier att behalla s& ménga typer II TA-loci genom evolutionens gang?

Vid tillvéxtfas dr persistens en form av ”bet-hedging” hos bakterier. ’Bet-hedging”, vilket fritt
oversatt till svenska blir riskspridning, &r en strategi som tillimpas av minga organismer for
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att 6ka sin overlevnad. Bakterier visar fenotypisk heterogenitet i en population med identiska
genotyper (Maisonneuve et al. 2011). Den fenotypiska variationen mellan individer 6kar
sannolikheten for att atminstone en individ ska dverleva. Hos en population av bakterier ar
alltid en mycket liten fraktion av populationen vilande (persistenta), &ven om ingen
aminosyrabrist eller andra stressfaktorer finns ndrvarande. Om nadgon ogynnsam hédndelse
plotsligt sker, har den vilande populationen en mdjlighet att klara sig och aterskapa
populationen. Ur denna aspekt dr det vért att 1ata en liten andel av populationen bli persistenta
dven om det for tillfdllet 4r goda biologiska forutséttningar for tillvéxt.

Vid stresstillstand ar specifik, kénslig och snabb signaldverforing till Lon viktig. Varje TA-
lokus 6kar mojligheten till att en okénd aktiverande signal sédnds ut. Ju fler TA-loci som dr
ndrvarande i en cell, desto mindre chans att signalen inte nr fram. Varje TA-lokus arbetar
parallellt for en spridning av stressresponser. Fasani et al (2013) studerade mangder av TA-
system och frekvensen av persistenta fenotyper. De drog slutsatsen att 6kning av TA-system i
bakterier medfor en forhojd frekvens av persistens.

Alla mRNaser av E.coli visar likheter inom genetisk organisering, transkription och
translationell reglering samt fysiologiska egenskaper. Dessutom kan deras funktion inhiberas
av proteaset Lon. Det tyder kraftigt pa att alla mRNaser har utvecklats genom konvergent
evolution (Maisonneuve et al. 2011). Konvergent evolution verkar ocksa vara en vanlig
metod bland bakterier. Den kénda kunskapen om II TA-systemen hos M.tuberculosis visar
likhet 1 den reglerande mekanismen. Det &r ocksa flera TA-par med fa cellulédra proteaser som
styr bildning av persistens och aterupplivning, vilket dr en adaptiv fordel da den &r resurssnal.

En snabb genomgéng av typ Il TA-system ger insikten att II TA-systemet &r reversibelt,
omfattande och konvergent. Det dr en sofistikerad dverlevnadsstrategi hos bakterier.

Tillampning av TA system i framtidens nya medicin

IT TA-system é&r brett spridda hos prokaryota organismer, men dr frdnvarande hos eukaryota
organismer, vilket skapar mdjligheten att eliminera patogener genom att anvdnda TA-system
som molekyldra mal for nya ldkemedel. Det dr darfor viktigt att utforska TA-system, forsta
deras olika mekanismer och faktorerna bakom, och att hitta den gemensamma nd@mnaren for
alla TA-system. I allmidnhet utgor instabiliteten av antitoxin en molekylér bas for TA-system,
(p)ppGpp inducerad Lonprotelys dr essentiellt for TA-system hos E.coli K-12. Hela TA-
systemet ger viardefulla nya insikter som kan utnyttjas i framtidens nya antibiotika. Hér ar
nagra forslag pa framtida forskning:

De olika intermedidrerna for signaldverforing av Lon &r ocksd intressanta. Om en
signalvig kan blockeras s& behélls Lon i lag koncentration vilket gor att antitoxinhalten
blir hogre och forhindrar persistens. Aktivering av Lon kréver tre direkta signalbérare:
RelA, (p)ppGpp och polyP samt nagra indirekta faktorer: SpoT, PPK och PPX. Om nya
antibiotika kan modifiera eller inhibera signalbirare kan Lon inte aktiveras, vilket kraftigt
minskar frekvensen av persistens.

Resuscitationprocessen (d.v.s. att bakterierna ldmnar det persistenta stadiet) &r ocksa
intressant, men forskningrapporter som berdr dmnet &r relativt fa. Forstéelse av processen
kan leda till mediciner med formagan att blockera resuscitation sa att persistenta bakterier
inte kan aterga till tillvdxtfasen och orsaka en ytterligare infektion.
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Avslutning

E.coli K-12 har en relativt enkel modell av IT TA-system, men vissa mer elakartade bakterier
som S.aureus och M.tuberculosis har manga fler TA-par och deras aktiviteter ar reglerade av
flera olika proteaser. Deras signaldverforingsvégar och globala regulatorer skiljer sig ocksa
fran E.coli. Det verkar som att varje bakterieart har skaffat sina egna differentierade II TA-
system och cellulédra proteaser genom evolutionens ging. Sa tillimpningen av nya strategier
mot II TA-system hos bakterier kommer troligen att vara artspecifika och inte universella.
Framtida forskning kommer bland annat att utforska II TA-systemet hos M. tuberculosis.
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