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Sammandrag

Mojligheten hos bakterier att reglera sin tillvéixt dr avgorande for deras framgang som
patogener, livet i virdorganismer kan stélla harda krav pa formagan att 6verleva och spridas.
Mycobacterium tuberculosis dr en humanpatogen med mojligheten att nedreglera
tillvéixthastigheten under lang tid och orsaka en latent infektion som langt senare kan bli aktiv.
I M. tuberculosis genom har 79 toxin-antitoxinsystem (TA-system) hittats. TA-system bestar
av ett toxinprotein samt ett antitoxin som kan neutralisera toxinets effekt. Toxiner kan nir de
ar aktiva begrinsa tillvixt, som vid latenta infektioner, och inducera bildandet av persistenta
celler som har forhojd formaga att klara av de forhallanden som rader vid infektion. Kunskap
om toxin-antitoxinsystem relaterad till latent infektion kan mojliggora nya effektiva
behandlingar for att bota tuberkulos. I det hir arbetet behandlas toxin-antitoxinsystem i M.
tuberculosis med avseende pa deras egenskaper och funktion. Antalet toxin-antitoxinsystem i
bakteriens genom har visat sig vara stort i jamforelse med nira sldktingar samt andra liknande
patogener. Systemen uttrycks under infektionslika forhallanden och har en signifikant
paverkan pa tillvixt i infektionsvirdar. Signalmolekylen (p)ppGpp har visats vara
huvudregleraren av toxin-antitoxinsystemens aktivitet. For att kunna forsta M. tuberculosis
speciella infektionsformaga krévs en djupare forstaelse om hur dess tillvixt regleras.
Kunskapen kan i framtiden generera potentiella maltavlor for antibakteriella behandlingar,
vilket kan vara ett steg mot att utrota denna globala patogen.

Inledning

Prokaryoter édr den livsform som dominerar jordens biosfir, i nédstan alla tinkbara miljoer
finns representanter som kan leva och foroka sig. Vissa arter dr kapabla till att snabbt byta
fran en miljo till en annan. For att klara av omfattande och snabba fordndringar i tillvixtmiljo
krivs ett dynamiskt och i hog grad reglerbart genom. Studerandet av genreglering har pagatt
lange och har utgjort en fundamental del i var forstaelse for hur liv baserat pa DNA och gener
fungerar. Reglering av genuttryck sker pa flera olika nivaer och kan medieras av DNA, RNA,
proteiner eller kombinationer av dessa.

Toxin-antitoxinsystem (TA-system) upptécktes hos bakteriella plasmider déir de fungerar som
stabiliserande enheter av plasmidens forekomst i populationen (Ogura & Hiraga 1983, Gerdes
et al. 1986) men har framfor allt under 00-talet ocksa pavisats fungera i global genreglering,
cellmetabolism och tillvixtreglering under olika stressinducerande forhallanden (Gerdes et al.
2005, Bertram & Schuster 2014).

De vanligaste TA-systemen bestar av operoner innehallande tva gener dir en gen kodar for ett
toxin (alltid ett protein) som har en inhiberande eller toxisk effekt pa en celluldr process, t.ex.
translationen, och ett antitoxin som kan inaktivera toxinet (Bukowski et al. 2013). Antitoxinet
kan antingen utgoras av ett protein eller ett RNA. Baserat pa antitoxinets karaktir har TA-
systemen delats in 1 fem olika typer. Typ I: Antitoxinet dr ett anti-sense RNA, vilket &r ett
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RNA som kan baspara med toxinets mRNA som forhindrar syntes av toxinproteinet. Typ II:
Antitoxinet dr ett protein som kan binda till och neutralisera toxinets aktivitet. Typ III:
Antitoxinet dr ett RNA som direkt kan binda till toxinet. Typ IV: Antitoxinet &r ett
antagonistiskt protein som kan interagera med samma malmolekyl som toxinet, men
interagerar inte direkt med toxinet. Antitoxinets bindande till malmolekylen hindrar toxinets
effekt. Typ V: Antitoxinet dr ett ribonukleas (klyver fosfodiesterbindningar i RNA) som
klyver toxinets mRNA (Cook et al. 2013).

Kromosomala TA-system har visat sig vara svara att karaktirisera pa grund av att de finns i
ett stort antal samt att deletionsmutanter dér ett TA-system raderas fran genomet inte visar
nagon specifik fenotyp (Wagner & Unoson 2012). Under de senaste aren har kunskapen om
TA-systemens funktion 6kat markant och bevis for att TA-system dr involverade i bildandet
av sa kallade persistenta celler har framkommit. Denna sorts celler dr genetiskt identiska med
resterande majoritet av celler i en population men har en annorlunda fenotyp. Persistenta
celler, som i vissa fall utgor upp till 1 % av den totala populationen vid normala forhallanden,
ar mer taliga mot flera olika sorters stress sdsom niringsbrist, syrebrist och nirvaron av
antibiotika (Maisonneuve et al. 2011a). Denna talighet medieras av en nedreglering av
cellmetabolismen. Majoriteten av generna som normalt finns uttryckta nedregleras medan en
minoritet av generna uppregleras, diribland gener som kodar {or TA-system (Keren et al.
2011). De persistenta cellerna inom en population tros utgora en slags garanti for genotypens
fortsatta 6verlevnad, da dessa édr “forberedda” pa tillvixtbegransade forhallanden, medan
resten av populationen har normal tillvédxthastighet men 4r kénsligare for stressfaktorer
(Maisonneuve et al. 2013). Karaktiristiskt for en population som innehaller persistenta celler
ar att tillvixtinhiberingen av antibiotika sker i tva olika faser. Den initiala celldodshastigheten
ar hog for att sedan nér endast fa celler finns kvar signifikant avta. Fenomenets forklaring
tillskrivs de persistenta cellernas forhojda antibiotikatolerans (Wen et al. 2014).

Mycobacterium tuberculosis som orsakar infektionssjukdomen tuberkulos dr en ménsklig
patogen vilken 2014 orsakade 1,5 miljoner ménniskors dod, totalt insjuknade 9,6 miljoner
ménniskor samma ar (WHO 2015). Bakterien utgor alltsa ett extremt utbrett
virldshélsoproblem och en utdkad kunskap om dess livsstil och patogenitet dr avgorande for
utvecklandet av nya effektiva behandlingar. Karakteristiskt for M. tuberculosis ir formagan
att utveckla latenta infektioner, en infektion dér tillvixten dr starkt begrinsad, som dr
svarbehandlad och kan finnas kvar i artionden (Dutta & Karakousis 2014).

Den snabbt vixande méingden sekvensdata har lett till allt fler upptiickter av kromosomala
TA-system, i de genom som sekvenserats av M. tuberculosis har det hittats 79 potentiella TA-
system, varav minst 36 har verifierats experimentellt (Sala et al. 2014). Detta kan jimforas
med Salmonella typhimurium, 8 potentiella TA-system, eller Vibrio cholerae, 13 potentiella
TA-system, dér bada i likhet med M. tuberculosis dar humanpatogener (Pandey & Gerdes
2005). I en av M. tuberculosis narmaste sldktingar, den icke-patogena Mycobacterium
smegmatis har endast tre TA-system hittats. Utifran denna kunskap r det inte helt godtyckligt
att relatera M. tuberculosis hoga antal TA-system till bakteriens speciella infektionsformaga
(Frampton et al. 2012). Som ett svar pa detta utférs nu forskning for att kunna forklara TA-
systemens funktion (exempel pa referenser: Korch et al. 2009, Han et al. 2010, Albrethsen et
al. 2013, Tiwari et al. 2015, Lee et al. 2015). Det grundliggande syftet till all denna forskning
ar att i slutindan komma pa ett sitt att forhindra infektioner av M. tuberculosis eller bota
tuberkulos.



En 6vergripande fragestillning till arbetet dr: "Vad har TA-system for funktion och
evolutiondr historia i M. tuberculosis och i andra bakterier?”. Det syftar till att sammanfatta
vilka TA-system som finns i M. tuberculosis, hur de fungerar rorande reglering, interaktioner,
mekanismer, deras evolutionéra historia och vad de har for funktion i M. tuberculosis
speciella livsstil. Denna kunskap sammanfattas sedan bland annat med en diskussion om hur
TA-system kan utgdra maltavlor for antibakteriella behandlingar.

TA-system: en oversikt

De olika typerna av TA-system har beroende pa antitoxinets molekylédra tillhorighet delats in i
fem distinkta grupper. Medan toxinet uteslutande ir ett protein kan antitoxinet vara nagonting
av foljande: ett anti-sense RNA (typ 1), ett protein (typ II), ett icke-kodande RNA (kodar inte
for ett protein, typ III), ett antagonistiskt protein (typ IV), ett endoribonukleas (klyver
fosfodiesterbindningar i RNA, typ V). I detta avsnitt presenteras typ II och typ IV vilka ér de
TA-system som hittats i M. tuberculosis (Goeders & Van Melderen 2014, Sala er al. 2014)
och finns behandlat i resten av arbetet. Efter upptickten 2011 (Tan ef al. 2011) har endast ett
fatal typ IV system hittills beskrivits i litteraturen vilket dr anledningen till att det behandlas
endast kortfattat i avsnittet.

Typ II TA-system

Av de olika typerna av TA-system é&r det typ Il som har studerats mest och finns 1 hogst antal.
I M. tuberculosis H37Rv (H37Rv idr en stam av M. tuberculosis) ir troligen 76 av 79 TA-
system typ I, ovriga tre dr av typ IV (Sala et al. 2014). Typ II TA-system bestar av ett
toxinprotein, ungefir 100 aminosyrarester stort, och ett antitoxin som ocksa &r ett protein.
Antitoxinet kan binda till toxinet och inhibera toxinets effekt som utfors pa nagon celluldr
process vilket ofta dr degradering av mRNA eller inhiberandet av DNA-replikering. Som
exempel kan nimnas VapC som degraderar mRNA och tRNA (Ahidjo et al. 2011) och MazF
som bade kan binda till topoisomeraser (enzymer som forhindrar supercoiling i DNA) och
degradera mRNA (Huang & He 2010).

TA-komplex dr en bendmning som anvinds da antitoxinet dr bundet till toxinet och inhiberar
toxinets aktivitet. Dessa komplex kan vara av olika polymera karaktirer, t.ex. bestar
VapBC30-komplexet av fyra VapC30 monomerer och fyra VapB30 monomerer och bildar
alltsa en heterooktamer (Lee ef al. 2015). VapB ir antitoxinet och VapC ér toxinet, numret 30
specificerar ett system bland de 50 VapBC-systemen som finns i M. tuberculosis (Sala et al.
2014), se Figur 2 nedan. Denna slags nomenklatur giller de flesta typ II-systemen, antitoxinet
bendmns med den av de tva bokstiverna som kommer forst i alfabetet, toxinet den
efterfoljande.

Typ II toxin

Den vanligaste sortens aktivitet som typ II toxin utdvar i cellen &r ribonukleasaktivitet,
klyvandet av RNA. Detta kan ske pa tva sitt, antingen associerat med en ribosom eller som
fria enzym. En familj av typ Il TA-system vid namn RelE dr exempel pa ribosom-
associerande ribonukleaser, med nagra undantag. Dessa binder till ribosomens A-plats vilket
iar den plats dir aminosyraladdat tRNA initialt binder, déir klyver de mRNA som processas av
ribosomen. Detta sker med forhallandevis 1ag specificitet. RelE i Escherichia coli K12 klyver
kodonen CAG, CUG och GCG vid 37 % av det totala antalet klyvningar (Goeders et al.
2013). YafQ, ocksa i E. coli klyver specifikt vid AAA-kodon som efterfoljs av A eller G
(Prysak et al. 2009). Exempel pa medlemmar i RelE-familjen som hittats i M. tuberculosis ar
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RelBE1, RelBE2 och RelBE3, dessa har hog sekvenslikhet i jimforelse med RelBE i E. coli
(Korch et al. 2009).

Exempel pa ribonukleastoxiner som inte associerar med ribosomen 4r MazF, VapC och HigB
(Zhu et al. 2008, Ahidjo et al. 2011, Sala et al. 2013) varav alla finns representerade i olika
antal i M. tuberculosis. Bland dessa finns exempel pa hog specificitet; VapC4 klyver tre
tRNA:s av totalt 45 i M. tuberculosis (Cruz et al. 2015). VapC30 klyver endast ett tRNA (Lee
et al. 2015). MazF7 klyver specifikt mellan forsta och andra nukleotiden i sekvensen
U’CGCU medan MazF3 klyver sekvenserna UU’CCU eller CU’CCU mellan andra och tredje
nukleotiden (klyvningen markerad med apostrof). I studien dér detta undersoktes gjordes
ocksa en sokning i alla gener i H37Rv efter de specifika sekvenserna och resultatet visade att
sekvenserna var signifikant underrepresenterade i en del av de gener som tillhor genfamiljerna
PE och PPE. Dessa genfamiljer har tidigare blivit kopplade till patogenitet vilket skulle kunna
indikera att MazF3 och MazF7 har reglerande roller i genuttryck under infektion (Zhu et al.
2008).

Av de typ II toxin som inte &r eller inte exklusivt &r ribonukleaser dr ParE och MazF de mest
studerade. Bada har DNA topoisomeraser som malmolekyler. MazF4 i M. tuberculosis har
visat sig vara ett speciellt toxin eftersom det har tva malmolekyler. Det fungerar som ett
ribonukleas men kan ocksa binda till och inhibera DNA topoisomeras I, det enda typ I
topoisomeraset i M. tuberculosis. Effekten av detta blir att negativ supercoiling som uppstar
t.ex. vid transkription inte kan motverkas vilket 1 sig leder till tillvéxtinhibering (Huang & He
2010).

ParE i E. coli har DNA gyras som malprotein vilket dr det topoisomeras (typ II) som anvénds
vid replikering av DNA. DNA gyras dr det enda typ Il topoisomeraset i M. tuberculosis vilket
gor det till en bra kandidat att inhibera for att nedreglera tillvixten (Aubry et al. 2004). Tre
homologer av toxinet har hittats i M. tuberculosis varav ParE1 och ParE2 visade sig kunna
inhibera celltillvéixt nir de sattes in i E. coli. Jamfort med de andra TA-systemen fran M.
tuberculosis som testades i samma studie var ParE1 och ParE2 effektiva, bada reducerade
tillvixten med en faktor 10 (Gupta 2009).

Typ II antitoxin

Det som karaktériserar typ Il antitoxin ir att de har en N-terminal med DNA-bindande
strukturer och en C-terminal som kan binda till toxinet. De DNA-bindande motiven dr
involverade i antitoxinets autoreglering av TA-operonets uttryck (se nedan). C-terminalen hos
manga antitoxin tenderar att vara ostrukturerad nér proteinet inte binder till toxinet medan det
ar mer strukturerat nir det dr bundet till toxinet. Detta tros vara kopplat till att antitoxin ofta
bestar av sura aminosyror, vilket medfor en 6kad fallenhet for konformationsforandringar vid
interaktion med det mer basiska toxinet (Brzozowska & Zielenkiewicz 2013). Denna
egenskap kan vara kopplad till antitoxinens stabilitet (halveringstid i cellen), da
ostrukturerade peptidsekvenser generellt kinns igen och degraderas av proteaser (Mikita et al.
2013). Antitoxinet HipB i HipBA-systemet i E. coli regleras pa ett liknande sitt, ddr C-
terminalen inte struktureras vid bindandet men doljs av HipA (toxinet) vilket kan hindra
proteasets atkomst till antitoxinet (Hansen et al. 2012).

VapBC-system dr de mest forekommande TA-systemen i M. tuberculosis (Sala et al. 2014)
vilket ocksa reflekteras i antalet studier gjorda pa VapB antitoxin. Da VapB4 studerades
visade det sig att den toxininhiberande egenskapen inte verkar vara beroende av enskilda
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aminosyror eftersom substitutionsmutationer, ddr en aminosyra utbytts till en annan 1
proteinet, inte kunde identifieras (Jin et al. 2015).

Genetisk organisering och reglering av typ Il TA-system

TA-systemen tillhorande typ II dr med fa undantag organiserade i tvagensoperon, dar
antitoxinet ligger sekvensmissigt uppstroms toxinet. Oftast finns bara en promotor kopplat till
antitoxinet som anvinds till transkribering av bada generna. Promotorn autoregleras av
antitoxinet, antingen sjélvt eller med toxinet som co-repressor. Detta innebér att nidr TA-
komplex dr inaktiverade, da antitoxin och toxin dr bundna, &r uttrycket av ett TA-operon lagt.
Repressoraktiviteten fran antitoxinet medieras av dess DNA-bindande motiv vilka kan vara av
flera olika typer beroende pa antitoxinets familjetillhorighet (Gerdes et al. 2005). Figur 1 visar
en grafisk atergivelse av ett typiskt TA-operon, dess reglering, samt tva exempel pa de
undantagsfall som finns.

TAC (Toxin-Antitoxin-Chaperone), som &r ett av undantagen for organisering av TA-operon,
ar ett trekomponentsystem i M. tuberculosis (Figur 1). Det bestar av ett HigAB-system som &r
beroende av chaperonet SecB. Chaperoner dr en grupp proteiner som kan hjélpa till att vecka
och stabilisera andra protein. I fallet TAC stabiliseras antitoxinet HigA av SecB vilket
forhindrar dess nedbrytning. I en SecB deletionsmutant (SecB raderat fran genomet) dér bade
HigA och HigB fanns nérvarande observerades en reducerad tillvixt vilket indikerar att
chaperonet SecB dr involverat i systemets funktion (Bordes et al. 2011).

VapBC 1 M. smegmatis foljer samma monster som RelBE 1 Figur 1. For att undersoka om
systemet verkligen var autoreglerande av antitoxinet konstruerades en mutant som saknade
antitoxingenen pa kromosomen men pa en plasmid hade VapBC-promotorn tillsammans med
enzymet -galaktosidas (ett reporterprotein). I de celler som saknade antitoxinet erhdlls en
hogre koncentration av reportergenen, vilket indikerar att i frinvaro av antitoxinet uppregleras
uttrycket (Robson et al. 2009).



r’_) TA-komplex ﬁ
A ® i Inhibering av cellulir
process

Antitoxin Toxin
relB relE
higB2 (Rv2022c) higA2 (Rv2021c)
higB (Rv1955) higA (Rv1956) SecB (Rv1957)

Figur 1. Overst: en generell schematisk illustrering dver hur regleringen av TA-operon gér till. Den vinklade
pilen indikerar promotorn, varefter antitoxingenen f6ljer och sedan nedstréms toxingenen. Proteinprodukten fran
antitoxingenen kan binda och nedreglera transkription fran promotorn, antingen ensamt eller med toxinet bundet,
detta indikeras av streck som avslutas med ett vinkelritt streck. Bindandet mellan toxin och antitoxin sker i en
jamviktsreaktion, vilket indikeras av dubbelriktade pilar. Nist overst: TA-systemet RelBE ér ett representativt
system for hur de flesta TA-system é&r organiserade. Nést underst: HigAB2 i M. tuberculosis ir ett omvént
system, dir toxinet positionerar ndrmast promotorn. Underst: TAC-systemet (Toxin-Antitoxin-Chaperone) i M.
tuberculosis. For detaljer, se den 16pande texten (baseras pa Figur 2 i Pandey & Gerdes 2005 och Figur 1 i Sala
et al. 2013).

Typ IV TA-system

Toxin-antitoxinsystem av typ IV verifierades ar 2011 da det publicerades en studie om
YeeUV (Tan ef al. 2011). Nir sekvensdata analyserades indikerades det att yeeV skulle kunna
ingd i ett TA-operon, dér det fanns en gen uppstroms samt en promotor. Denna gen var yeeU
som visade sig koda for ett antitoxinprotein. Det som skiljer typ IV system fran typ II dr att
det inte sker nagon direkt interaktion mellan antitoxinet och toxinet i typ IV. Antitoxinets

inhiberande effekt utgors av dess formaga att binda till samma substrat som toxinet (Masuda
etal. 2012).

YeeV-toxinet har tva cellskelettproteiner som malmolekyl, FtsZ och MreB, som medverkar
bland annat vid celldelning. Nir YeeV-proteinet overuttrycks bildas deformerade celler och
celltillvixt upphor (Tan ef al. 2011). Som tidigare ndmnts har tre potentiella typ IV system
hittats i M. tuberculosis, men dessa har hittills inte verifierats experimentellt (Sala et al. 2014)
vilket gor att de inte beskrivs ytterligare hr.

Metoder for att studera TA-system

Verifieringen av TA-system sker oftast genom att TA-operonet raderas fran kromosomen med
hjélp av molekylidrgenetiska metoder varpa olika plasmider transformeras in i cellerna. Pa
dessa plasmider finns antingen antitoxingenen eller toxingenen av intresse, eller bada tva.
Generna placeras under reglering av en inducerbar promotor, t.ex. lacP (lac-operonets
promotor). Pa detta sitt kan genuttrycket kontrolleras och styras till att ske endast da
promotorn dr aktiv vid tillvixt pa ett speciellt medium eller liknande. Nir endast toxinet finns
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pa plasmiden, forvintas en lagre tillviaxt jamfort med vildtypen (samma stam med samma
plasmid som nu saknar TA-generna), och nir antitoxinet ocksa finns med forvintas
tillvdxtfenotypen vara av vildtypkaraktir.

M. tuberculosis har en generationstid pa 20-24 timmar medan den snabbvixande sldktningen
M. smegmatis har en generationstid pa 3 timmar. Den langa generationstiden hos M.
tuberculosis innebir att det tar mycket lang tid att skapa genetiska varianter, t.ex.
deletionsmutanter dir en eller fler gener raderats. M. smegmatis anvands darfor i relativt stor
utstrackning som en modellorganism for M. tuberculosis (Smith 2003). E. coli har en
generationstid pa cirka 20 minuter. Ocksa E. coli anvinds som modellorganism for att studera
TA-system i M. tuberculosis. Detta gors genom att ta gensekvenserna for ett TA-system i M.
tuberculosis och sedan stoppa in dessa pa en plasmid i E. coli. Slutsatserna kan komma att
begrinsas genom att TA-systemet studeras i en annan bakterieart, men i huvudsak ir
malmolekylerna sa pass konserverade, t.ex. DNA gyras, att effekten av TA-systemet syns
trots artskillnaden.

TA-system i M. tuberculosis

Det hoga antalet TA-system i M. tuberculosis 1 jaimforelse med andra humanpatogener gor
fragan kring dess funktion och ursprung relevant. I detta avsnitt behandlas ursprunget och
distribueringen av TA-system i M. tuberculosis samt beslidktade arter. Syftet dr att understryka
antalet och att visa pa att detta stora antal &r kopplat till de arter inom sliktet Mycobacterium
som kan orsaka tuberkulos. Avsnittet inleds med bakgrund om M. tuberculosis speciella
infektionsformaga.

M. tuberculosis patogenitet

Utover forekomsten av multiresistenta varianter av M. tuberculosis forsvaras behandling i och
med dess egenskap att 9verga i ett latent stadium. Detta karaktiriseras, i likhet med
persistenta celler, av lag eller ingen tillvixt men med fortsatt levnadsformaga, inom vad som
kallas granulomer 1 lungorna eller andra delar av kroppen. Granulomer &r aggregationer av
bade doda och levande makrofager och andra sorters immunceller som innesluter bakterien
for att forhindra aktiv infektion (Ernst 2012). En latent infektion &r svar att upptécka eftersom
den infekterade saknar symptom, endast histopatologiska (undersokning av sjuk
kroppsvivnad) analyser kan avgora dess forekomst. Under mycket lang tid kan symptom
franvara men mojligheten finns att infektionen aktiveras nir som helst under den infekterades
livstid. Vid immunosuppresiva tillstand, t.ex. vid HIV-infektion, dr det mycket vanligt att
bakterien 6vergar fran det latenta stadiet till det aktiva och orsakar en sekundar infektion.
Under aktiv infektion lever och forokar sig patogenen intracellulirt 1 makrofager (Dutta &
Karakousis 2014).

Evolution av TA-system

Ramage et. al. 2009 analyserade med bioinformatiska metoder distributionen och evolutionen
av TA-system inom sldktet Mycobacterium. Antalet TA-system i de arter som ingar i det sa
kallade Mycobacterium tuberculosis-komplexet (MTBC) dr avsevirt hogre i antal jamfort
med andra arter inom slédktet (Figur 2). Samtliga arter inom det hiar komplexet kan orsaka
tuberkulos men M. tuberculosis star for majoriteten av sjukdomsfallen. Observera att antalet
(88) som hittades i denna studie inte overensstimmer med antalet (79) som visas i Figur 3.
Anledningen r att de tva studierna anvénde olika bioinformatiska tillvigagangssitt for att i
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genomdata upptiacka TA-systemen. Det hoga antalet vicker intressanta fragor om att antalet
TA-system korrelerar med bakteriens patogena formaga.

Olika antal TA-system i Mycobacterium spp.

Mpycobacterium marinum ir en fiskpatogen som inte ingar i MTBC. I M. marinum hittades
endast tva stycken TA-system. Mycobacterium leprae, bakterien som orsakar sjukdomen
lepra, lever som en intracellulér patogen i likhet med M. tuberculosis. M. leprae har sex TA-
system. Dessa skillnader i antalet TA-system kan potentiellt forklara hur M. tuberculosis har
evolverat som art fran andra mykobakterier och hur dess speciella tillvixt inom sin
sjukdomsvird har uppkommit (Ramage et al. 2009).

N. farcinia

M. abscessus 1
M. gitvum 5
M. smegmatis 3
M. vanbaalenii &
M. sp. LS 2
HEM 9 MCS 2
M. sp. KMS 2
M. leprae 6
M. kansaii g
- M. avium 9
M. marinum 2
M. tuberculosis 88
B M. microti 88
M. bowvis 87
M. africanum 87
M. canetfi a2

Figur 2. Fylogenetiskt trid 6ver medlemmar i Mycobacterium spp. baserat pa 16S rRNA. Nocardia farcinia
fungerar som rot. Till hoger syns antalet TA-system som hittades av Ramage och medarbetare ar 2009 i
respektive art. Senare uppgifter kan eventuellt tillskriva vissa arter andra antal. I den bla rutan syns de arter som
ar medlemmar i MTBC. Observera att alla medlemmar i sldktet Mycobacterium inte dr med i fylogenianalysen.

Slutsatser som ar rimliga att dra utifrdn den ojimna distributionen inom sliktet &r att TA-
systemen inte i forsta hand &rvts vertikalt, alltsa fran kromosom till kromosom (till skillnad
fran horisontell genoverforing), i artikeln (Ramage et al. 2009) foreslas istillet
superintegroner som forklaring. Dessa fungerar som stora genetiskt 6verforbara element
innehallande ett antal godtyckliga gener samt for integroner specifika gener och sekvenser
som mdjliggor dess integrering i en bakteries genom (Rowe-Magnus ef al. 1999).

Overflod av TA-system hos M. tuberculosis

Den speciella tillvixten som denna patogen har samt kunskapen om att i dess genom finns ett
stort antal TA-system vécker intressanta fragor. Har redundansen, det upprepande antalet TA-
system, en betydelse? I Figur 3 visas alla de TA-system som upptickts 1 den senaste mer
omfattande bioinformatiska analysen (Sala et al. 2014) vilket ger en uppfattning om hur TA-



systemen dr fordelade pa kromosomen, deras antal och vad som hittills har kunnat faststillas
om nagra av systemen.
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Figur 3. Kromosomkarta 6ver TA-system som finns i M. tuberculosis. Totalt 79 konfirmerade eller foreslagna
system. 67 av dem representerar en definierad familj: 50 VapBC, 10 MazEF, 1 YefM/YoeB, 2 RelBE, 2 HigBA,
2 ParDE, 1 TAC, 3 potentiella typ IV system (markerade med asterisk), 8 system som inte karaktiriserats. 63 av
systemen har blivit experimentellt undersokta varav 37 har visats funktionella i antingen M. tuberculosis, M.
smegmatis eller E. coli, detta visas intill varje system i form av kvadrater med olika ifyllning. De roda
kvadraterna star for "tillvixtinhibering”, graa for “ingen tillvéixtinhibering” och vita for inte testat”. Kvadraten
langst till vinster representerar E. coli, mitten M. smegmatis och till hoger M. tuberculosis, se ovandelen av
figuren for visuell beskrivning av vilken kvadrat som tillh6r vilken art. De system som &dr markerade med
morkbla bakgrund har visats vara overuttryckta i persistenta celler (se nedan). Figuren ér tagen fran (Sala et al.
2014, Open access).

TA-systemens funktion

I detta avsnitt behandlas TA-systemens funktion i M. fuberculosis, vilket generellt tycks vara
att delta i tillvixtreglering som svar pa olika tillvaxtforhallanden. Fragor som aterstar att svara
pa dr till exempel: Hur och nér aktiveras TA-system? Hur dr TA-system kopplat till
persistens? Vad reglerar aktiveringen av TA-system? Den litteratur som forsoker svara pa
dessa fragor sammanfattas hir.

TA-systemens uttryck och aktivering

For att utforska TA-systemens funktion dr det intressant att veta nidr TA-systemen finns
uttryckta i bakterien och hur de aktiveras. I syfte att ta reda pa detta analyseras transkriptom
och proteom hos bakterier under olika sorters forhallanden, t.ex. ndringsbrist eller syrebrist.
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Ett transkriptom utgdrs av alla mRNA som finns i en cell vid en viss tid och ett proteom
utgors av alla proteiner som finns i en cell vid en viss tid. Uttrycket av TA-systemen under
normala tillvaxtforhallanden karaktériseras av antitoxinens repression av promotorerna,
uttrycksnivaerna ir saledes laga och TA-system ir inaktiverade. Detta innebir att det vid
proteom-/transkriptomstudier blir fordelaktigt att uppticka TA-system som uttrycks i hogre
grad vid olika sorters forhallanden. Uttrycket som sker vid normala forhallanden anvinds som
en jimforande referens for att se om uttrycket dr hogre.

Molekyldra mekanismer for aktivering

Vad som pa molekyldr niva aktiverar TA-system i M. tuberculosis &r inte klarlagt. Proteaser
ar de rimligaste kandidaterna men har inte kunnat kopplas till degradering av antitoxin
specifikt i M. tuberculosis. 1 E. coli degraderas antitoxin av Lon-proteaset (Maisonneuve ef al.
2013) Persistens induceras i E. coli av TA-system som i sig regleras av proteaser
(Maisonneuve et al. 2011a), for att koppla detta till M. tuberculosis kan namnas att vissa TA-
system dr uppreglerade i persistenta celler, se nedan.

Uttryck av TA-system under olika tillviixtforhallanden

Tillvaxtforhallanden som aktiverar TA-system och dess uttryck har kunnat identifieras. Vid
tillviaxt under néringsbrist, som sker vid infektion av makrofager (Dutta & Karakousis 2014),
hojdes genuttrycket hos femton TA-proteiner (Tabell 1; Albrethsen ef al. 2013). Det ér
intressant att av dessa TA-proteiner utgors tva stycken av antitoxin (VapB32 och ParE2).
Detta kan innebira, med avseende pa TA-operoners autoreglering (se det tidigare avsnittet
“Typ Il TA-system”) att de respektive TA-operonerna nedregleras. Det betyder ocksa att om
det dr proteaser som aktiverar TA-system genom proteolys av antitoxin, som i E. coli, sa sker
denna process selektivt. Vissa antitoxin bryts ned medan vissa limnas och kan pa nagot sitt
ocksa oka i uttryck.

Tabell 1. TA-system som 6kade i koncentration da M. tuberculosis utsattes for ndringsbrist, i jaimforelse med
uttrycket av proteiner vid normal néringstillgang.

TA-protein Okningsfaktor
VapC4 10,6
VapC27 4,7
VapC5 4,0
VapB52 100
VapCl13 100
MazF6 4,5
VapC37 4,9
ParE2 3,6
VapC38 100
VapC39 8,0
VapC19 8,6
VapC41 13,4
VapC22 100
RelE2 100
VapC44 12,4
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Vid tillvaxt under syrebrist, som sker da patogenen infekterar en vird (Via et al. 2008),
visades det att VapBC15 och HigAB1 (Ramage et al. 2009) samt MazF3 och VapB24 (Zhu et
al. 2010) uttrycktes i storre miangd. Genuttryck fran celler som infekterat méanskliga
makrofager analyserades och visade ett forhojt uttryck av VapBC3 och VapBC11 samt
RelBE1, RelBE2 och RelBE3 (Korch et al. 2009, Ramage et al. 2009). Resultaten faststiller
att TA-system atminstone finns uttryckta vid stresstillstand som rader vid infektion samt vid
faktisk infektion av médnniskoceller.

De olika studierna som analyserar proteinprofiler under olika tillvixtforhallanden visar att
icke-relaterade toxin och antitoxin kan uppregleras samtidigt. Detta skulle kunna tyda pa
’cross-talk” mellan TA-system, att ett toxin eller ett antitoxin paverkar regleringen eller
aktiviteten av ett annat TA-system. ’Cross-talk”’-fenomenet mellan TA-system &dr dock under
diskussion, studier finns som tyder pa hog specificitet mellan toxin och antitoxin (Ramirez et
al. 2013) men det finns ocksa studier som visar att antitoxin fran ett operon kan neutralisera
aktiviteten av ett toxin fran ett annat operon. MazF3 och MazF1 (bada ir toxin) visades kunna
interagera med antitoxin tillhérande VapB-familjen (Zhu et al. 2010).

Persistens

Det kan vara genom persistenta celler som latent tuberkulos kan bildas. Nir M. tuberculosis
infekterar en ménniska bildas i cirka 90 % av fallen en latent infektion. De bakterier som
orsakar infektionen 6verfors via luftburna slemdroppar fran en individ med aktiv infektion,
dir bakterierna har hog eller normal tillvéixt (Dutta & Karakousis 2014). Den latenta
infektionsformen har, i likhet med persistens, egenskapen att tillvixten &r starkt nedreglerad.
Det har visat sig att bade i persistenta celler och i celler som utsitts for tillvaxtforhallanden
som liknar de vid latent infektion finns TA-system uttryckta och aktiva (Keren ez al. 2011,
Albrethsen er al. 2013). Detta gor det intressant att undersoka om en koppling finns mellan
persistens och latent infektion.

Transkriptom hos persistenta M. tuberculosis-celler

For att undersoka relationen mellan TA-systemen och bildandet av persistens gjordes en
transkriptomanalys av persistenta celler i en vixande kultur av M. fuberculosis H37Rv (Keren
et al. 2011). Antalet persistenta celler tkade med tiden och kunde korreleras till tillvixtfas.
Vid exponentiell tillvéixt var antalet ldgre @n vid stationér tillvéxt, da antalet celler i kulturen
varken Okar eller minskar (eng. steady state).

Det totala transkriptomet vid ovanstaende studie visade att majoriteten av generna
nedreglerades i persistenta celler, 1408 av dem tvafaldigt och 628 fyrfaldigt, medan 282 och
68 uppreglerades respektive tva- och fyrfaldigt vid 14 dagar. Bland de gener som
nedreglerades var manga involverade i metaboliska processer, t.ex. respirationen, glykolysen
och pyruvatmetabolism. Detta resultat visar att i kulturer av M. tuberculosis, dir alla celler ar
genetiskt identiska, finns tva sorters fenotyper med stora skillnader i genuttryck. Bland de
gener som var uppreglerade i persistenta celler fanns 10 stycken TA-system (Keren et al.
2011). Eftersom undersokningen baseras pa mRNA finns bade toxin och antitoxin
representerade i vart och ett av systemen. Det kan vara av intresse att géra samma studie med
avseende pa proteom i persistenta celler. Antitoxin kan finnas utan sitt respektive toxin eller
vice versa, vilket dr intressant vid undersokandet av uttrycksmonster och funktioner hos TA-
system.
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TA-system och persistens 1 M. tuberculosis

Experimentellt undersokande studier diar TA-system direkt kopplas till persistens dr fa men
resultaten av dessa dr intressanta. I M. smegmatis finns fyra TA-system VapBC, MazEF och
phd/doc. VapBC konfirmerades forst vara ett TA-system i M. smegmatis, da 6veruttryck av
VapC inhiberade celltillvixt men effekten kunde hindras genom uttryck av VapB. Toxinet
VapC delar 81 % sekvenslikhet med VapC30 fran M. tuberculosis baserat pa BLAST (eng.
Basic Local Alignment Search Tool, Altschul ef al. 1990). Vidare visade det sig att en mutant
dédr VapBC raderats var oférmogen att klara av brist pa kalcium. Vildtypen visade efter
nédringsbristen normal tillvixt medan mutanten var oférmogen att fortsitta vixa. Ndr mutanten
komplementerades med ett VapBC-loci pa en plasmid erhélls vildtypens fenotyp. Detta
indikerar att VapBC-systemet ér essentiellt for M. smegmatis for att kunna vixa efter en
forlangd (64 h) ndringsbrist. Formagan forklaras av att hos vildtypen finns persistenta celler
nédrvarande i populationen som inte paverkas av naringsbristen och kan dverleva den, medan
mutanten inte har det, varpa hela populationen dor av nidringsbrist (Demidenok et al. 2014).

Liknande resultat som ovan erhdlls da en trippelmutant av M. tuberculosis, dir MazEF3,
MazEF6 och MazEF9 deleterats, utsattes for olika antibiotika vid tillvixt i medium. Da
tillvixten var 1 mitten av den exponentiella fasen dverlevde 15-, 7- och 6-faldigt farre celler i
deletionsmutanten jamfort med vildtypen for respektive tillsats av levofloxacin, gentamycin
och rifampin (antibiotika). Detta undersoktes genom att ta prover fran kulturen och sedan lata
dem vixa pa plattor for att bestimma antalet celler per volymenhet i den ursprungliga
kulturen. Liknande resultat erholls da en kultur i tidig exponentiell tillvixtfas undersoktes.
Niar mutanten sedan MIC-testades, ett test ddr den minimala inhiberande koncentrationen av
antibiotika faststélls som ett matt pa dess formaga att inhibera bakterietillvéxt, erholls ingen
skillnad mellan trippelmutanten och vildtypen. Detta faktum tyder pa att den férhojda
kénsligheten for antibiotika inte orsakas av TA-systemen i sig utan har uppkommit pa annat
sitt. Det storre antalet overlevare i vildtypen &n i trippelmutanten tillskrivs vildtypens
formaga (eller 6kade formaga) att bilda persistenta celler (Tiwari et al. 2015).

Persistens i E. coli

Studier i E. coli har visat att antalet TA-system har en effekt pa bildningen av persistenta
celler vid antibiotikabehandling i kultur (Maisonneuve et al. 2011a). Ett bibliotek med TA-
mutanter gjordes i E. coli, fran deletion av ett TA-system upp till deletionen av 10 system av
totalt 11 stycken. Samtliga av de tio representanterna &r ribonukleaser. Vid fyra TA-deletioner
visade sig en signifikant minskning 1 antalet persistenta celler, vid en annan kombination av
deletioner krivdes endast tva deletioner for en signifikant minskning. Detta jamfort med
vildtypen. Den generella trenden visade tydligt att ju fler TA-deletioner desto lidgre antal
persistenta celler bildades (Figur 4). Da alla tio TA-systemen var raderade skedde en 100—
200-faldig minskning i antalet persistenta celler.
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Figur 4. Resultat som visar att TA-system fungerar synergistiskt vid bildandet av persistenta celler i E. coli.
Symbolen A (delta) symboliserar en eller flera deletioner. A) Antalet persistenta celler av stammar med endast
ett deleterat TA-system efter antibiotikabehandling under fem timmar. Vildtypen (MG1655) bendmns “wt” och
fungerar som referens. Antalet persistenta celler mits i antalet 6verlevande efter antibiotikabehandling. Skalan &r
logaritmisk i procent 6verlevande av det ursprungliga antalet celler i kulturen. B) Antalet persistenta celler vid
successiv 0kning i antalet TA-system som deleterats fran de olika stammarna. C) Fordndringen i antalet celler i
en kultur dver tid vid behandling med ciprofloxacin och ampicillin. Stammar som jamfors &r A10-TA-mutanten
och vildtyp. Figuren himtad fran (Maisonneuve et al. 2011a, Open access).

Resultaten tyder pa att TA-system fungerar mer eller mindre synergistiskt (Maisonneuve et al.
2011a). I studien undersoktes ocksa relationen mellan Lon-proteaset och TA-systemen. Vid
deletioner av Lon-proteaset minskade antalet persistenta celler samt vid kontrollerat uttryck
av proteaset i vildtypen, genom en inducerbar promotor, 6kade antalet persistenta celler. Da
Lon-proteaset uttrycktes pa samma kontrollerade sitt i minus 10-mutanten sags ingen
signifikant skillnad i antalet persistenta celler. Resultatet visar att Lon direkt reglerar TA-
systemens aktivitet och persistens i E. coli (Maisonneuve et al. 2011a).

Signalmolekylen (p)ppGpp reglerar persistens i E. coli

Av Maisonneuve et al. som namndes ovan fortsattes studierna men nu inriktade pa hur Lon-
proteaset aktiveras och regleras. Lon kan aktiveras av polyfosfat (PolyP; Kuroda et al. 2001)
vilket dr en polymer av oorganiskt fosfor som bestar av hundratals fosfatmolekyler. PolyP
syntetiseras av enzymet polyfosfatkinas (PPK) och bryts ned av exopolyfosfatas (PPX). PPX
regleras av signalmolekylen pentaguanosinfosfat ((p)ppGpp), en molekyl som &r involverad i
ett annat translationsreglerande system kallat stringenta responsen som fungerar bland annat
vid aminosyrabrist (Jain et al. 2006). Maisonnueve et al. 2013 visade att vid bindandet av
(p)ppGpp till PPX inhiberas den hydrolytiska forméagan (formagan att bryta ned (p)ppGpp)
varpa PolyP ackumuleras i cellen. PolyP som binder till Lon-proteaset aktiverar dess
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proteasaktivitet, vilket bland annat involverar degradering av antitoxin, som beskrivits ovan
(Maisonneuve et al. 2013). Resultaten fran studien samt en uppféljande studie (Germain et al.
2015) resulterade i att en modell formulerades som beskriver hur (p)ppGpp fungerar som
central reglerare av TA-systemens aktivitet och dirmed ocksa persistens (Figur 5).

SpoT och RelA aktiveras
av en fardrijd ribosom,
eller annan faktor?
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é .“
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Figur 5. Schematisk bild dver hur persistens regleras med TA-system som effektiv utforare samt hur dessa
regeras av koncentrationen (p)ppGpp i cellen. Figuren bor ldsas med den ribosomen som utgangspunkt och
sedan fortsitta enligt pilarna. Den hogra delen av figuren visar den potentiella aterkopplingsloop som HipBA-
systemet kan utgora for att styra koncentrationen (p)ppGpp.

Koncentrationen (p)ppGpp 1 populationens celler har funnits vara olika vilket bekréftar
kopplingen till persistens. Fran mikroskopstudier dér koncentrationen av molekylen miittes
med hjélp av ett reportersystem visades en slumpmissig 6kad koncentration 1 cellerna med en
frekvens pa 4,86 x 10 av totalt 150000 undersokta celler. (p)ppGpp syntetiseras av
enzymerna RelA och SpoT. re/A med en kontrollerbar promotor tillsattes till E. coli K12
(vildtyp) pa en plasmid. Da promotorn inducerades, alltsa da relA uttrycktes i storre méangd
och koncentrationen av (p)ppGpp 0kade, kunde en 6kad méngd persistenta celler observeras
(Germain et al. 2015).

Hur koncentrationen av (p)ppGpp kontrolleras i detalj aterstar att uppticka. Ett intressant fynd
ar att TA-systemet HipBA har visat sig kunna 6ka koncentrationen (p)ppGpp, detta genom att
maltavlan for HipA-toxinet dr enzymet glutamyl tRNA syntetas (GItX) vars uppgift dr att
ladda aminosyran glutamat till sitt specifika tRNA. HipA inhiberar GltX vilket resulterar 1
ackumulering av oladdat tRNA", detta i sig aktiverar RelA som bérjar syntetisera (p)ppGpp
(Maisonneuve et al. 2013). HipBA utgor sdledes en positiv aterkopplingsloop dir
koncentrationen (p)ppGpp uppritthalls och fortsitter att inducera aktiveringen av TA-system,
inklusive HipA, som i sig inhiberar translation och ddrmed haller RelA aktivt.
Aterkopplingsloopen finns med i Figur 5.
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(p)ppGpp-metabolism i M. tuberculosis

Med modellen i Figur 5 som utgangspunkt &r det relevant att undersoka metabolismen av
(p)ppGpp 1 M. tuberculosis. Flera studier av detta har gjorts men har inte direkt involverat
TA-system. I ljuset av modellen kan viktiga kunskaper finnas att himta dar (p)ppGpp i M.
tuberculosis studeras specifikt med avseende pa TA-system.

En stam av M. tuberculosis déar RelA (syntetiserar (p)ppGpp) raderats fran genomet som
infekterade moss visade signifikanta skillnader i infektionsformaga jamfort med vildtypen.
Granulomer i moss infekterade av deletionsmutanten var bade farre och mindre i storlek, och
uppvisade en begriansad formaga att fortsétta vixa under infektionstiden. Rérande morfologi
och histologi i lungor och njurar fanns slaende skillnader. For att undersoka vad RelA har for
genreglerande roll utférdes en transkripomanalys av celler vid néringsbrist vilken visade att
det fanns skillnader mellan vildtypen och mutanten 1 genuttryck (Dahl et al. 2003). Dessa
skulle kunna forklaras genom att RelA-mutanten saknar formagan att genomga den stringenta
responsen, men skulle ocksa kunna forklaras genom att TA-system forblir deaktiverade
eftersom ingen (p)ppGpp finns. I en studie dér en defekt variant av PPX (bryter ned PolyP och
deaktiveras av (p)ppGpp) jimfordes med vildtypen visade PPX-mutanten en 6kad
motstandskraft mot antibiotika (Thayil ez al. 2011). Detta kan, enligt modellen, betyda hogre
andel persistenta celler genom att PolyP ackumuleras i cellen och aktiverar TA-system. I
enlighet med detta resulterar franvaron av PolyP i en PPK-mutant tvirtom i en 6kad
kinslighet mot antibiotika (Singh et al. 2013).

I studien med PPX-mutanten undersoktes ocksa dess patogenitet dir det visade sig att
mutanten var sdmre att infektera och 6verleva i marsvin (Thayil ef al. 2011).

Virulens och TA-system

M. tuberculosis speciella virulens kan vara kopplad till persistenta celler vilkas bildning i sig
kan kontrolleras av TA-system pa ett sétt som mer eller mindre liknar E. coli-modellen. Det
har visats att TA-system finns overuttryckta i forhallanden som liknar de som bakterien utsitts
for vid intracellulér infektion och kan begrinsa tillvixt. Dessutom har persistens i E. coli
visats vara reglerat av (p)ppGpp och franvaron av denna molekyl i M. tuberculosis resulterar i
minskad virulens. I det hir avsnittet behandlas TA-system direkt relaterat till virulens i in
vivo-studier 1 ménskliga makrofager och marsvin.

Vid infektion i lungorna finns M. tuberculosis som en intracelluldr patogen hos de makrofager
som dr amnade at att bekdmpa infektionen. Formagan att infektera makrofager kraver
speciella former av genuttryck da syrebrist, ndringsbrist, lagt pH med mera kan forekomma
(Via et al. 2008).

TA-system och tillvixt under stressforhallanden

I den enda omfattande studien (Tiwari ef al. 2015) som har jaimfort tillvixt mellan TA-
deletionsmutanter och vildtyp har intressanta resultat erhallits. Tillvdxten hos olika sorters
kombinationer deletionsmutanter av MazF3, MazF6 och MazF9 jamfordes med tillvixten hos
vildtypen vid oxidativ stress. Ingen forandrad tillviaxt sags ddr bara en eller tva av
ovanstaende gener var raderade. I trippelmutanten, dér alla tre generna var raderade, erholls
en 18-faldig minskning 1 6verlevnad. Samma sorts kombination av deletionsmutanter utsattes
for ndringsbrist dir 6verlevnaden undersoktes efter 14 dagars tillvixt under néringsbrist.
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Overlevnaden minskades vid detta tillstind hos enkelmutanterna MazF3 och MazF9 fyrfaldigt
respektive sjufaldigt. I mutanten da bade MazF3 och MazF9 saknades reducerades
overlevnaden 50-faldigt och i trippelmutanten 88-faldigt. Notera att atminstone MazF3 har
visat sig oka i uttryck vid syrebrist (Zhu et al. 2010) och MazF6 under néringsbrist
(Albrethsen et al. 2013).

TA-system och virulensformaga

MazF3/F6/F9-deletionmutantens tillvixt analyserades ocksa i méanskliga makrofager dér den
visade en fyrfaldig minskning i 6verlevnad, detta vid 6 dagar efter infektionstillféllet (Tiwari
et al. 2015). Férmagan att vixa som intracelluldr patogen forsdmrades alltsa vid franvaro av
de tre TA-systemen.

Utifran ovanstaende resultat fortsatte Tiwari et. al. (2015) att undersoka dessa TA-system vid
infektion av marsvin. I enlighet med makrofagexperimenten uppvisades en forsdmrad tillvéxt
av trippelmutanten i lungorna och i njurarna hos marsvinen efter fyra veckor, tillvixten hos
vildtypen var sju ganger sa stor. Efter atta veckor steg denna siffra till 52 och 10 ganger sa
mycket tillvéxt i njurar respektive lungorna. Granulomer fran marsvin infekterade med
trippelmutanten var mindre i storlek och mindre nekrotiska (innehéllande doda celler) &n
granulomerna fran marsvinen som infekterades med vildtypen. Detta efter atta veckors
infektion. Det totala antalet granulomer i lungor och lever var tva och nio ganger fler hos
marsvin infekterade med vildtypen. Resultaten visar att TA-system ir viktiga for lyckosam
patogenitet hos bakterien samt att TA-system i M. tuberculosis kan verka synergistiskt. Det
senare har tidigare visats i E. coli (Maisonneuve et al. 2011a).

Forfattarna till denna unika men viktiga studie (Tiwari et al. 2015) foreslar en modell for hur
TA-system kan reglera tillvixten under infektionsforloppet: Under normala forhallanden dr
toxiner deaktiverade av sina antitoxiner medan vanliga tillvixtgener uttrycks. TA-komplexen
binder till deras promotorer och forhindrar transkription av TA-operon. Vid fordndrade
forhallanden, sasom syrebrist, naringsbrist, antibiotika, kontakt med immunforsvar, aktiveras
TA-systemen genom att antitoxinerna degraderas av proteaser. Franvaron av antitoxin leder
till att TA-operon uttrycks i hogre nivaer. Eftersom proteaser fortfarande degraderar antitoxin
halls toxinerna aktiva. Toxinerna borjar utova sin aktivitet i cellen, den existerande mRNA-
poolen byts ut mot en annan som inte innehaller igenkénningssekvenser for toxinernas
ribonukleasaktiviteter, samtidigt som tRNA och rRNA klyvs vilket nedreglerar
tillvaxthastigheten. Denna forsankta metabola status kan antingen hallas kvar, vilket kan
innebdra latent infektion, eller kan stress- och virulensgener aktiveras vilket mojliggor en
aktiv infektion (Tiwari et al. 2015).

Diskussion
Vad som karaktiriserar féltet TA-system idr delar av ovisshet samt delar med mer klarhet.
Majoriteten av studier som gjorts inriktar sig pa ett eller ett fatal system. Resultaten dr
signifikanta och understryker betydelsen av att studera TA-system, men de ger begridnsade
mingder konkret kunskap rérande funktionen, t.ex. persistens och rollen vid infektion. Det
var efter 2011, da Maisonnueve et. al. faststéllde att TA-systemen i E. coli direkt dr kopplade
till bildandet av persistenta celler som direkta kunskapssamband borjade formas. Men, utan
grundkunskapen fran molekylidra och biokemiska studier av specifika TA-system och deras
formaga att nedreglera tillvaxt skulle sambandet till persistens vara manga ganger svarare att
klarldgga.
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Upptickterna underlittades genom studien fran 2011 (Maisonneuve et al. 2011b) genom att
proteaser specifikt uppticktes reglera TA-systemens aktivitet. Detta gjorde att man borjade
undersoka proteasaktivitet, som sedan tidigare dr studerat pa sitt hall, och det visade sig att
proteaset Lon indirekt regleras av signalmolekylen (p)ppGpp. Den molekylidra modellen som
visas i Figur 5 kunde formas ar 2013 (Maisonneuve et al. 2013) och kommer kunna utgora en
mer fast mark att sta pa da TA-systemens funktion fortsitts att undersokas i andra arter &n E.
coli, bland andra M. tuberculosis. Det hir arbetet har fokuserat pa M. tuberculosis i vilken
kunskapen kring TA-system inte har natt lika langt som i E. coli men som mycket vil kan dra
nytta av ovanstaende modell. Om samma sorts studier som gjorts i E. coli ocksa gors pa M.
tuberculosis kan stora framsteg komma att goras rorande latenta tuberkulosinfektioner.

TA-systemens roll vid persistens i M. tuberculosis

Slutet av avsnittet "Persistens” rorande metabolismen av (p)ppGpp 1 M. tuberculosis syftar till
att utgora en indirekt bro mellan kunskapen fran E. coli-modellen samt hur det kan ténkas
fungera i patogenen. (p)ppGpp-metabolism undersoktes kopplat till virulens i ett antal studier,
t.ex. gjordes infekterande celler oférmdgna att syntetisera signalmolekylen och visade direfter
en minskad formaga att 6verleva i en infektionsvérd. Studierna relaterar inte i sig till
persistensfunktionen, men dér finns andra studier presenterade 1 dnnu tidigare avsnitt som
fyller delar av resonemangets fallgropar. TA-system visades vara viktiga for att effektivt
overleva perioder av stress, sisom antibiotika eller niringsbrist. Overlevandet i sig ir
forknippat med persistens.

TA-system och virulens i M. tuberculosis

Som Tiwari et. al. 2015 foreslagit verkar TA-system utgora en viktig del i virulens hos M.
tuberculosis. Bevis pa direkta samband mellan TA-system och virulens har erhallits och en
modell formulerats baserat pa dessa bevis samt tidigare kunskap. Modellen beskriver hur TA-
system aktiveras vid olika stresstillstand som rader vid infektion i syfte att omreglera det
globala uttrycket av mRNA. Denna modell ér utifran innehallet i den hidr uppsatsen rimlig och
stods av fakta.

Fran flera transkriptom- och proteomanalyser har det framkommit att olika TA-system finns
uttryckta vid olika sorters stress, till exempel syrebrist eller naringsbrist, forhallanden som
bakterien utsétts for vid infektion av makrofager. Denna kunskap kan relateras till att TA-
system ocksa finns uttryckta hos persistenta celler samt det férhallandevis hoga antalet system
i M. tuberculosis. Det dr rimligt att anta att det hoga antalet system har att gora med formagan
att klara av olika sorters stress samt att utover det ocksa kunna inducera persistenta celler. En
delmingd av TA-system kan t.ex. reglera genuttryck och tillvixt som svar pa syrebrist, en
annan delméngd kan aktiveras som svar pa naringsbrist eller aktiveras slumpmassigt for att
bilda persistenta celler. Allt detta 1 syfte att mojliggora infektion hos infektionsvirdar dér det
finns en mingd olika hinder att 6verkomma.

TA-system i M. tuberculosis och antibakteriell behandling

For att sitta den existerande kunskapen samt den kunskap som troligen kommer inom en snar
framtid om TA-system i M. tuberculosis i ett storre perspektiv krivs en diskussion kring hur
de kan utgora maltavlor for antibakteriella behandlingar for att motverka och stoppa latenta
infektioner.
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Proteaser som mal for antibiotika

Den troliga kopplingen mellan latent infektion och TA-system gor TA-system till intressanta
maltavlor. Principen skulle eventuellt kunna handla om att behalla systemen inaktiverade vid
infektion och under den konventionella behandlingen av bakterien. Detta for att hindra
bakterien att Gverga i latent stadium, eventuellt genom att hindra bildandet av persistenta
celler. Den forsta kandidaten att rikta in sig pa kanske inte just ér ett TA-system i sig utan ett
proteas som har rollen att aktivera systemen. Anledningen till detta ir att TA-system har visat
sig fungera synergistiskt. Synergieffekten har hittats framst i E. coli (Figur 4) men ocksa i M.
tuberculosis. Att inhibera aktiviteten hos endast ett eller ett fatal TA-system forvéntas darmed
inte ha nagon storre effekt pa tillvixtregleringen och bildandet av persistenta celler.

Distributionen av TA-system i M. tuberculosis

I M. tuberculosis genom har 76 typ 1l TA-system hittats och tre typ IV-system. Gemensamt
for system av typ I och typ IV ir att antitoxinet &r ett protein. Typ II antitoxin interagerar och
inhiberar toxinet med direktbindning medan typ IV antitoxin binder kompetitivt till toxinets
malmolekyl, ingen direkt interaktion sker. En fraga som ér intressant att stilla utifran den
stora skillnaden i antalet typ II och typ IV ér ifall ett godtyckligt typ II-system pa nagot sitt
skulle kunna utgora en storre selektiv fordel 4n ett typ IV dito.

Molekyldira skillnader mellan typ II- och typ IV-system

Genom att typ IV antitoxin binder till malmolekylen i sig finns det utrymme for en till niva av
reglering jamfort med typ II-system. Denna niva kan utgoras av att bindandet av antitoxinet
har en effekt pa malmolekylens funktion, till exempel att malmolekylens aktivitet underlittas.
Typ Il-antitoxin har inte bevisats ha formagan till att binda till andra protein n till det
tillhorande toxinet, vilket indikerar att nivan av reglering begrinsas till toxinet. Mdjligen kan
ett TA-system fungera som en hybrid mellan typ II och typ IV.

Slutliga reflektioner

I syfte att forsta och behandla tuberkulos som virldshilsosjukdom dr kunskap om M.
tuberculosis tillvaxtreglering i sin infektionsvird essentiell. En stor del av denna kunskap kan
troligen komma att baseras pa TA-systemens aktiviteter och roller. For att utoka denna
kunskap kan det vara fordelaktigt att studera TA-system i M. tuberculosis pa samma sitt som
gjorts i E. coli. Resultaten fran sadana studier kan komma att bilda skarpare och mer
underbyggda samband mellan TA-system och infektionsformagan hos patogenen, vilket i sig
kan leda till att fler overlever sjukdomen.

Tack

Tack till Anna Suarez Larsson for kontinuerligt och konstruktivt handledande och
aterkopplande under skrivandet. Tack till Anton Wahlgren, Christoffer Mattson Langseth och
Joel Striem for aterkoppling och stod.
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Forekomst och funktion av toxin-antitoxinsystem i Mycobacterium
tuberculosis: etisk bilaga

Erik Gudmunds
Sjélvstiandigt arbete 1 biologi 2015

Etiska reflektioner kring toxin-antitoxinsystem i Mycobacterium

tuberculosis och tuberkulos

Denna etikbilaga innehaller personliga etiska reflektioner kring dmnet toxin-antitoxinsystem
(TA-system) i Mycobacterium tuberculosis. Detta inkluderar redogorelse av etiska fragor
rorande vad kunskapen om TA-system kan syfta till, det vill sdga, utvecklandet av bade
existerande och nya behandlingar av tuberkulos samt bekdmpandet av tuberkulos generellt.
Bakgrundsfakta kring @mnet finns att Idsa i huvuduppsatsen (Gudmunds 2016). Bilagan
innehaller ocksa en forskningsetisk analys av huvuduppsatsen.

Fortsatt grundforskning om TA-system ir nodviandig och bor frimjas

Den forskning som uppsatsen baseras pa utgors i hog grad av grundforskning med tillagget att
det gors i en patogen organism dir kunskap alltid kan komma att ha en betydelse for
behandling av sjukdom. I ett samhille didr konkurrensen om forskningspengar ir betydande
kan det finnas en fallenhet hos kapitalinnehavare att ge anslag med etiketter. Med det menas
att forskningen som pengarna finansierar har bestimda mal och syften, t.ex. utvecklandet av
nya antibiotika eller verktyg for diagnosticering. Denna slags forskning har vildefinierade
syften, nagot som grundforskningen till sin natur mer eller mindre saknar (kanske mindre i
fallet M. tuberculosis), bada sorterna dr dock viktiga och kan ge upphov till framsteg pa sina
olika satt. Darfor dr det inte etiskt forsvarbart att lata grundforskningen underfinansieras till
forman for 6ronmérkt forskning. Kunskapen som genereras ur grundforskningen kan komma
ha revolutionerande betydelse, nagot som historien har flera exempel pa. Det ska understrykas
att forskningsfinansieringen gar en balansgang mellan grundforskning och riktad forskning,
det giller att hitta en etisk forsvarbar och realistisk lutning pa det hela som ger den hogsta
mojliga nyttan samt kunskapen.
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Etiska fragestillningar rorande individer med tuberkulos

Ska ldkare eller myndigheter ha riitt att tvangsisolera patienter som bér pa multiresistenta
sorter av M. tuberculosis? Kan det vara etiskt forsvarbart for en ldkare att bryta sin
tystnadsplikt gentemot en patient i syfte att hindra smittspridning till personer i patientens
ndrhet? Kan man tvinga patienter till att fullgora hela behandlingar i syfte att minimera
uppkomsten av resistenta stammar av M. tuberculosis? Samtliga ovanstaende fragor ér viktiga
pa bade pa ett etiskt och medicinskt plan att reflektera 6ver vid beslutsfattning och
framtagandet av riktlinjer kring tuberkulos. Avgorande vid samtliga fragor dr att viga
patientens individuella rittigheter mot dennes omgivnings rittigheter samt pa nagot sitt viga
in populationsetiska argument. Med det sistndmnda menar jag att en individs réttigheter, t.ex.
vid vigran till fullgjord behandling, ska stillas mot risken att resistenta genotyper sprids inom
en population av ménniskor, som i dagens globaliserande anda utgér i stort sett hela jordens
befolkning.

Forskningsetik

Till den bésta av min formaga har jag forsokt att hamta killor fran vil ansedda tidskrifter samt
fran ett brett spektrum av forfattare. Ett partiskt urval av fakta har i mojligaste man undvikits.
Det ska dock sidgas att inldsningen av dmnet TA-system pa den korta tiden inte ger den breda
kunskap som behovs for att belysa samtliga relevanta fakta och infallsvinklar som &r rimligt
med avseende pa uppsatsens lingd.
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