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Sammandrag

Typ VII sekretion (T7S) &r en unik sekretionstyp som utvecklats hos bland annat
mykobakterierna, for att mojliggéra utsondringen genom deras annorlunda och komplexa
cellmembran. Mycobacterium tuberculosis, som &r en mykobakterie, &r en av varldens mest
framgangsrika humana patogener och ar den framsta orsaken till tuberkulos, bara 2014
infekterades 9,6 miljoner manniskor av bakterien. Den senaste tidens forskning har visat allt
tydligare att T7S star for den storre delen av proteinutsondringen hos M. tuberculosis.
Bakterien har fem olika typer av T7S, ESX-1 upp till ESX-5. Minst tre av dessa
sekretionssystem ar essentiella for virulensen och/eller 6verlevnaden for bakterien. Insikter i
hur T7S fungerar ar darfor grundlaggande for att kunna identifiera specifika mal i M.
tuberculosis och darigenom kunna utveckla vaccin och mediciner mot tuberkulos. Denna
oversiktsartikel sammanfattar i stora drag hur langt forskningen har kommit och vad som
vidare behdver undersokas i framtida forskning.

Inledning

Tuberkulos &r en infektionssjukdom som orsakas av bakterien Mycobacterium tuberculosis.
Sjukdomen har hittats i cirka 8500 ar gamla skelettrester fran manniskor, men ar &nnu idag en
aktuell sjukdom da 9,6 miljoner manniskor blev infekterade bara 2014 (Hershkovitz et al.
2008, WHO 2015a). Tuberkulos smittar via luften och nér bakterien vél &r i lungorna
fagocyteras bakterien av makrofager. Detta leder i sin tur till att bakterien dor, eller blir det
forsta steget i en tuberkulosinfektion (Forrellad et al. 2013). En sadan tuberkulosinfektion
leder oftast till en latent tuberkulosinfektion, vilket betyder att bakterien stannar i kroppen
men inte ger ndgra symptom. Mellan 5-10% av dem med en latent tuberkulosinfektion
kommer utséttas for en aktiv infektion, dar risken &r storst for personer med ett nedsatt
immunfdrsvar (WHO 2015b). Typ VII sekretion (T7S) ar en unik sekretionstyp som har
utvecklas hos bland annat mykobakterierna, for att mojliggora utséndringen genom deras
annorlunda och komplexa cellmembran. Mykobakterierna ingar i M. tuberculosis komplexet
(MTBC) som orsakar tuberkulos hos bade méanniskor och djur. Alla bakterier i MTBC ar
indelade i Corynbacteriales, som ingar i gruppen grampositiva bakterier. Detta arbete kommer
framfor allt handla om M. tuberculosis, men kommer &ven ndamna 6vriga MTBC och flera av
de bakterier som ingar i komplexet. Bakterierna som ingar i Corynebacteriales kannetecknas
generellt sett av att ha en speciell fettsyra i sitt yttre cellmembran, kallad mykoliksyra (Busse
et al. 2015). Denna fettsyra ingar darmed da ocksa i MTBCs komplexa och narmast
ogenomtranglig yttre cellmembran. Grampositiva bakterier har i regel en cellvagg,
Corynbacteriales och darmed MTBC é&r dock ett undantag da de har ytterligare ett
cellmembran som liknar de gramnegativa bakteriernas mycket (Hoffmann et al. 2008, Zuber
et al. 2008). Bakteriers formaga att utsondra virulensfaktorer &r essentiellt for dess bakteriella
patogenicitet (Finlay & Falkow 1997). Den senaste tidens forskning har visat allt tydligare att
T7S utgor den storre delen av proteinutsondringen hos M. tuberculosis. Insikter i hur T7S
fungerar ar darfor grundlaggande for att kunna identifiera specifika mal i M. tuberculosis och
darigenom kunna utveckla vaccin och mediciner mot tuberkulos. Denna 6versiktsartikel
sammanfattar i stora drag hur langt forskningen har kommit och vad som vidare behéver
undersokas i framtida forskning. Det finns flera virulensfaktorer i MTBC, men detta arbete
inriktar sig dock pa de T7S i M. tuberculosis som ar involverade i bakteriens virulens.
Bakterien har fem olika typer av T7S, ESX-1 upp till ESX-5.
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Minst tre av dessa sekretionssystem &r essentiella for virulensen och/eller 6verlevnaden for
bakterien. Sekretionen av protein ar viktig for att bakterier ska kunna anpassa sig och éverleva
i sin naturliga milj6. Dessa system ar framfor allt viktiga for att bakterien ska kunna interagera
med vardcellen genom att utsondra olika toxiner och signalprotein. Utséndringen av protein
fran bakterien ar darfor essentiell for dess formaga att sprida sig och orsaka sjukdomar
(Forrellad et al. 2013).

Syfte

Denna 6versiktsartikel sammanfattar hur mycket vi i dagsléget vet om patogenen M.
tuberculosis infektionsframjande sekretionssystem T7S, substrat och flera av dess protein.
2012 rapporterade WHO att tuberkulos &r en enorm borda for varlden (Williams 2012). Den
bordan &r desto tyngre i omraden med utbredd HIV och uppkomsten av multiresistenta M.
tuberculosis stammar gor den boérdan desto tyngre (Corbett et al. 2003, Dheda et al. 2014).
Det &r av yttersta vikt att sekretionssystemen i M. tuberculosis undersoks ytterligare, da
amnen som pa nagot satt stor utsondringen av proteiner exporterade av de virulenta T7S
systemen skulle méjliggéra framtagningen av ett vaccin mot tuberkulos, men dven andra
patogener inom MTBC.

Modellorganismer

| texten kommer studier tas upp som har gjorts pa bakterier utéver M. tuberculosis, de ingar
dock allai MTBC. Viktigt att papeka ar att MTBC indelas i langsamt véxande bakterier och
snabbt vaxande bakterier. M. tuberculosis &r en langsamt véxande bakterie som delar sig var
22:atimme i en flytande kultur, vilket betyder att kolonibildning kraver tva till tre veckor
vantan och leder darfor till langa véntetider for att experiment ska utforas (Shiloh &
DiGiuseppe Champion 2010). Darfor anvander man sig av andra bakterier for att undersoka
sekretionsystemen i M. tuberculosis. Framst tre bakterier kommer tas upp i denna text; M.
marinum, M. bovis, och M. smegmatis. M. marinum har etablerats som modellorganism for att
undersdka ESX-1 i M. tuberculosis (Tobin & Ramakrishnan 2008, Stinear et al. 2008, Shiloh
& DiGiuseppe Champion 2010).

Cellmembranet

Grampositiva bakterier ses generellt som enklare bakterier i relation till gramnegativa
bakterier rent uppbyggnadsmassigt. Detta eftersom grampositiva bakterier saknar det andra
membranet som gramnegativa bakterier har. Darfor behdver de utsondrade proteinerna
utsondras bara genom en cellvéagg i grampositiva bakterier, pa ett satt som har antagits varit
liknande den som hittas i gramnegativa bakterier. Detta eftersom genomsekvenser visat att
bada bakterietyperna har samma huvudsakliga bestandsdelar som ingar vid proteinutsondring
(Wely et al. 2001). M. tuberculosis kategoriseras som en grampositiv bakterie inom det
mykobakteriella slaktet, detta slakte sarskiljer sig dock fran de andra grampositiva bakterierna
da de likt de gramnegativa bakterierna ocksa har ett yttre cellmembran (Hoffmann et al. 2008,
Zuber et al. 2008). Det yttre cellmembranet ger skydd mot uttorkning, mekanisk stress,
antimikrobiella enzymer och kemikalier och &r en av huvudanledningarna till varfor M.
tuberculosis &r en sa pass motstandskraftig och uthallig bakterie (Houben et al. 2014).

Till strukturen &r det nédstan omojligt att se skillnaden mellan en gramnegativ bakteries yttre
cellmembran och ett cellmembran fran MTBC genom ett elektronmikroskop (Hoffmann et al.
2008, Zuber et al. 2008). Det yttre cellmembranet bestar, som tidigare namnts, av de ovanliga
fettsyrorna mykoliksyror, dessa fettsyror utgor den storre delen av det yttre cellmembranet
(Hoffmann et al. 2008, Zuber et al. 2008, Goodfellow & Jones 2015).



Det yttre cellmembranet i MTBC sarskiljer sig mycket fran de gramnegativas yttre
cellmembran till strukturen, da den till skillnad fran de gramnegativa bakterierna bestar av
mykoliksyror. Eftersom MTBC &r sa pass etablerade som grampositiva bakterier samt att
deras yttre cellmembran skiljer sig sa pass mycket fran de gramnegativas bakterier, bor det
yttre cellmembranet i MTBC vara ett exempel pa konvergent evolution (Houben et al. 2014).
Aven om det yttre cellmembranet skyddar bakterien utgér den dock ocksa ett problem for den,
hur ska M. tuberculosis utsondra protein till cellytan och till den intilliggande miljon?

Sekretionssystem

Proteinsekretion &r en essentiell del av en bakteries funktion, for att den ska kunna 6verleva
och anpassa sig till sin miljo samt for utséndringen av toxiner och signal protein till
vardcellen. Flera olika sekretionssytem har evolverats fram och vissa av dessa system &r
involverade vid spridningen av virulensfaktorer hos bakterier. Flera gener som kodar for vissa
av dessa proteiner har hittats i MTBC och anses darfor mycket viktiga for dessa bakteriers
formaga att orsaka patogenes. Man har hittills hittat sju generella sekretionstyper kallade
sekretion system typ | upp till typ VII hos bakterier. Alla sju av dessa typer hittar man i bade
gramnegativa bakterier och grampositiva bakterier. Flera av dessa typer av sekretionssystem
finns hos M. tuberculosis, i genomet pa H37Ryv, en vildtyp av M. tuberculosis, har man hittat
minst fyra olika sekretionsystem, men enbart typ 11 och typ VII &r involverade vid virulens
(Forrellad et al. 2013). Det finns ytterligare studier som tycktes visa att MTBC har en sdregen
utséndringstyp, alla dessa studier hittade denna utsondringstyp hos M. tuberculosis (Hsu et al.
2003, Stanley et al. 2003, Guinn et al. 2004). De senaste arens forskning har visat att det ar
T7S som utgor den storre delen av sekretionen av protein hos MTBC genom dess yttre
cellmembran (Houben et al. 2014). Det forsta T7S systemet upptéacktes 2003 hos M.
tuberculosis och var ESAT-6 system-1 (early secretory secretion antigenic target 6 system)
(Stanley et al. 2003). ESX ér alltsa en typ av T7S. Totalt finns det fem stycken ESX
genkluster i M. tuberculosis, ESX-1 upp till ESX-5. Dessa kodar for ett flertal substrat som
ingar i T7S och som kommer tas upp i denna artikel, sésom Esx och PE/PPE protein,
membranprotein, myosinproteaser samt andra protein som har kopplats samman med ESX
(Gey van Pittius et al. 2001). Av dessa fem har ESX-1, ESX-3 och ESX-5 kunnat kopplas
samman med virulens (Majlessi et al. 2015).



ESX-1 - Apoptos och forflyttning

Det finns ett flertal proteiner som sekretas ut av ESX-1 systemet, men dven flera proteiner
som inte transporteras ut av ESX-1 systemet, men fortfarande &r involverade i dess virulens.
En nagot ovanlig egenskap hos ESX-1, jamforelsevis med andra sekretionstyper, ar att
utsondrade proteiner tycks vara 6msesidigt beroende av varandra. Samma egenskap hittas i
ESX-3 och ESX-5. Vid mutationer i ESX-1 gener som kodar for EsxA och EsxB ledde det till
att utséndringen av EspA blockerades och vice versa. EsxA, EsxB och EspA ér alltsa alla
exempel pa protein som utsondras av ESX-1 (Fortune et al. 2005). ESX-1 hittas dock &ven i
andra icke-patogena samt snabbt vaxande bakterier inom MTBC, vilket tyder pa att ESX-1ar
involverad i andra funktioner an bara virulens. ESX-1 primara funktion &r darfor troligen
nagot annat och dess virulenta funktion &r ndgot som utvecklats hos de patogena bakterierna
inom MTBC (Newton-Foot et al. 2016). | en studie fran 1996 undersokte man de genetiska
skillnaderna mellan M.bovis, M. tuberculosis och Bacillus Calmette-Guérin (Mahairas et al.
1996). BCG ér ett vaccin mot tuberkulos som borjade anvandas pa 1920-talet, det ar verkbart
for barn men inte effektivt for vuxna (WHO 2004). BCG &r en muterad version av M. bovis.
De sag att en s.k. region of difference (RD1), ett 9.5 kb stort DNA segment, saknades i alla
bakteriestammarna i BCG, men var intakta i de virulenta bakterierna M. tuberculosis och M.
bovis (Mahairas et al. 1996). | en annan studie sag man att EsxA inte utsondrades av BCG-
stammar (Harboe et al. 1996). Detta gav indikationer pa att RD1 ar en viktig del av ESX-1,
dock ar RD1 bara en del av ESX-1 (se figur 1). Dessa upptéckter har gett nya insikter i hur
virulensen verkar hos M. tuberculosis och ledde till forskning med malet att identifiera de
molekyler som &r involverade i T7S, speciellt i hur virulensen ar kopplad till T7S (Majlessi et
al. 2015).

Viktiga substrat i ESX-1 och dess komplex
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Figur 1. Omritad frAn Majlessi et al. 2015. Den genetiska organisationen och dess geners namn i ESX-1 i M.
tuberculosis.

De forsta viktiga substraten som identifierades i ESX-1 var som tidigare sagt EsxA och EsxB
kodade av generna esxB och esxA, vilka ar lokaliserade i Region of Difference (RD1). RD1
kan dock komplimenteras i BCG och gor da bakterien virulent och leder bland annat till att
bakterien utsondrar EsxA och EsxB (Pym et al. 2003, Bitter et al. 2009). Bada proteinerna
beskrivs som antigener och kanns igen av de vita blodcellerna, T-lymfocyter, i naturliga
infektioner hos manniskor, oxdjur samt experimentellt infekterade djur (Ravn et al. 1999,
Aagaard et al. 2010) . De ar bada associerade med virulens i MTBC och &r bada nédvandiga
for att en fullstandig virulens ska ske i MTBC (Wards et al. 2000). Tillsammans bildar
proteinerna en heterodimer genom hydrofoba interaktioner (Renshaw et al. 2002, Brodin et al.
2005). Darmed sker utsondringen av EsxA tillsammans med sin proteinpartner EsxB i ESX-1
systemet (se figur 2).
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Figur 2. Omritad frAn Majlessi et al. (2015). Nutida schematisk bild av ESX-1 komplexet och négra av de
exporterade/utsondrade Esx och PPE/PE protein. EccB/C/D proteinet innehaller en transmembrandomén och ar
den membranbundna strukturen i alla ESX/T7S i det inre membranet. EccA &r cykliska AAA ATPaser. MycP &r
en negativ regulator for utséndringen av ESX-1 protein. EsxXA och EsxB bildar en heterodimer och &r de mest
undersokta proteinerna i T7S. Fragetecknet representerar den okanda mekanismen och lokaliseringen av
proteiner ut ur cellen (Majlessi et al. 2015).

Generna pe35 och ppe68 ar narliggande esxA och esxB och hittas alltsa ocksa i RD1. De
kodar for flera av PE och PPE proteinerna i ESX-1 (Majlessi et al. 2015). Det finns ett flertal
PE/PPE protein och de flesta av dessa utsondras av T7S. H37Rv genomet bestar till hela 7 %
av PE/PPE kodande baspar (Cole et al. 1998). De representerar tva stora genfamiljer som
finns i M. tuberculosis, deras namn kommer ifran deras speciella uppbyggnad, PE (prolin-
glutaminsyra) och PPE(prolin-prolin-glutaminsyra). Ppe68 tycks inte vara involverad vid
virulens, da en inaktivering av genen inte paverkar utséndringen av EsxA och EsxB
(Demangel et al. 2004). Pe35 ar dock involverad vid virulensen da en inaktiverad pe35gen
leder till en minskad utsondring av EsxA och EsxB och skulle kunna vara delaktig vid
regleringen av dessa proteiner (Brodin et al. 2006, Chen et al. 2013).

Vid pe35 och ppe68 hittar man generna Ecc (ESX-konserverade komponenter) och ESX-1
sekretions-associerade protein (Esp). En storre andel av Ecc-proteinen innehaller en eller flera
transmembran doméner och tros ligga i det inre membranet (se figur 3) (Bitter et al. 2009).
Den forsta biokemiska datan som visade pa hur T7S-komplexet ser ut kommer fran en studie
fran 2015. Den bestar av av fyra Ecc-protein (EccB/C/D/E) i ESX-5 systemet i M. marinum
och tros vara den membranbundna karnan i alla T7S-typer (se figur 3 och 4) (Houben et al.
2012). EccA protein har dock ingen transmembran-doman och anses vara cytosoliska AAA
ATPaser som associeras med flera olika aktiviteter i cellen (Houben et al. 2014).

MycP1 &r ett protein som & membran-associerat och som spelar en essentiell roll for en
funktionell ESX-1 utsondring. En bortaggning av MycP1 leder till att ESX-1 utsondringen
stoppas, medan en inhibering leder till en 6kad utsdéndring av ESX-1 protein. Detta kan tyda
pa att MycP1 har en negativ reglering pa ESX-1 systemet. Forfattarna spekulerar i att MycP1
ar involverad i flera ESX-1 komponenter. EspB verkar ocksa vara involverad i MycP1 och
kan vara den komponent som avaktiverar sekretionen i med hjéalp av MycP1 och dédrmed
ESX-1 sekretionen (Ohol et al. 2010).



ESpACD ér protein som kodas utanfor den genomiska regionen fér ESX-1/RD1. EsXA/EsxB
ar beroende av atminstone ESpACD och vice versa, for att en utsondring ska kunna ga till
(Fortune et al. 2005, MacGurn et al. 2005). Anmarkningsvart ar att operonet ESpACD enbart
hittas i de langsamt véxande och patogena mykobakterierna. Det finns inte heller ndgon
ortolog till EspACD operonet i de snabbt véaxande mykobakterier, trots att dessa alltsa ocksa
har ESX-1. Mer detaljerad information om ESpACD saknas, men deras funktion verkar vara
kopplad till hur ESX-1 utsdndringen regleras (Majlessi et al. 2015). Eftersom ingen ortolog
finns i de snabbt védxande mykobakterierna, ar det mycket mojligt att EspACD ar kopplad till
virulens i de langsamt véaxande patogena mykobakterierna.

EspG och espF é&r ytterligare protein som formodligen utséndras av ESX-1. EspG roll i
virulens &r inte klarlagd, men skulle kunna interagera med andra protein i ESX-1, sasom
PE/PPE (Brodin et al. 2006, Majlessi et al. 2015). Mutanter som saknar generna for espG
verkar inte paverka ESX-1 i M. tuberculosis, dock har samma deletioner for den snabbt
vaxande bakterien M. smegmatis en negativ paverkan pa utsondringen av EsxA/EsxB
(Converse & Cox 2005).

Esx-1 sekretion ut ur det yttre membranet

Man vet fortfarande inte hur transporten ut i den intill liggande miljon ser ut i ESX-1, darav
fragetecknet i figur 3. Antingen utsondras substraten direkt ut genom det speciella yttre
membranet hos bakterien eller stimulerar ESX-1 forflyttningen av det yttre membranet, det
vill saga om bakterien aktivt flyttar pa det yttre membranet. Man vet inte heller om substraten
ar akta exoprotein som direkt slapps ut ur bakterien eller om substraten sitter i det yttre
membranet, som med hjalp av ESX-1 skalas av vilket gor att substraten kommer ut ur
bakterien (Pym et al. 2002, Chagnot et al. 2013). | en studie gjorde man en deletion pa RD1 i
M. marinum, vilket sedan komplementerades med RD1 regionen och man jamférde vildtypen
med den komplementerade stammen. Det visade sig att exporten till cellvdggen av EsxA och
EsxB pagick, men att proteinerna inte utsdndrades ut ur mutantstammen, trots att en
komplimentering pa RD1 skett. Trots att ingen utsondring skedde av de tva antigenerna EsxA
och EsxB, var den komplimenterade bakterien anmarkningsvart nog fortfarande virulent, om
an inte lika virulent som vildtypen. Forfattarna kom fram till att de lyckats identifiera en
region utanfor RD1 som paverkar utséndringen av EsxA och EsxB (Kennedy et al. 2014). De
sag aven att EsxB i hogre grad an EsxA fanns i bakteriens cellvagg, vilket ocksa har visats i
en tidigare studie (Kinhikar et al. 2010, Kennedy et al. 2014). De sag tva forklaringar till att
den komplementara bakterien inte utsondrade de tva proteinen. Utsondringen av EsxA och
EsxB sker genom aktiv transport och det locus de identifierat ar involverad i den aktiva
transporten. Dock bor de da ocksa observerat en atminstone delvis aterstéllning av
transporten, vilket inte gjordes. Deras andra forklaring &r att nivan av EsxA/EsxB i cellvaggen
ar lagre for den komplementéra bakterien jamforelsevis med vildtypen. Om substraten i ESX-
1 passivt utséndras ut ur bakterien, ar det mojligt att nivaerna av EsxA och EsxB maste na en
viss niva for en utsondring (Kennedy et al. 2014). Allt &r dock fortfarande bara spekulationer
och inget definitivt svar har d&nnu getts. Det &r dessutom inte sékert att komplimenteringen var
helt lyckad, vilket ocksa kan forklara resultatet. | en studie spekulerade man i om EccE eller
EccC ar en del av det yttre cellmembranets komplex (Houben et al. 2012). EccE utsondras
inte av ESX-4, det aldsta T7S-systemet, vilket antyder att det snarare & EccC som ar en del av
komplexet (Gey van Pittius et al. 2001). Dock har valdigt fa mykomembran protein
identifierats hittills och deras egenskaper ar darmed inte klarlagda och man kan darfor inte
heller dra nagon generell slutsats (Houben et al. 2012).



ESX-1 systemet forflyttar bakterien och inducerar apoptos

Genetiska forandringar pa ESX-1 systemet som leder till en oformaga till substrat sekretion
till supernatanten in vitro leder till att bakterien forlorar sin virulens (Hsu et al. 2003, Stanley
et al. 2003, Guinn et al. 2004). ESX-1 inhiberar T-cellers responser samt den fagosomala
mognaden (MacGurn & Cox 2007, Samten et al. 2009). ESX-1 hjalper dven bakterien att
undvika den makrofaga vakuolen (de Jonge et al. 2007, Smith et al. 2008). Nar de vita
blodcellerna fagocyterar M. tuberculosis fors de till lysosomerna, med malet att doda
bakterierna. I en studie férhindrade man syntetiseringen av EsxA och EsxB hos M.
tuberculosis. Detta ledde till, som tidigare spekulerats i, till att bakterien inte tog sin ut till
cytoplasman hos den vita blodcellen. Detta starkte hypotesen att ESX-1 tillater M.
tuberculosis att forflytta sig till cytosolen hos vérden, samtidigt som forsoket visade att
bakterien foredrar att replikera sig i cytosolen snarare an i lysosomen hos den vita blodcellen
(van der Wel et al. 2007). De sag aven att ESX-1 inducerar celldod hos dendritceller, mer
specifikt i det har fallet, EsxA (van der Wel et al. 2007). Ytterligare studier har ocksa kunnat
visa att EsxA inducerar celldod hos vérdcellen (Derrick & Morris 2007, Yang et al. 2015). De
sag att apoptosen var hogst hos de dendritceller som infekterats av vildtypen av M.
tuberculosis, samt att betydligt fler celler hade détt som infekterats av vildtypen. Darmed
tycks apoptosen ocksa sammanfalla med forflyttningen till cytosolen i vardcellen (van der
Wel et al. 2007).

| en nyligen utford studie sag man att EsxA stimulerar apoptos i makrofager genom att sikta in
sig pa microRNA-155(miR-155)-Suppressor av cytokin signal(SOCS1) interaktionen. miR-
155 har visats vara en viktig regulator av det medfodda och adaptiva immunforsvaret. SOCS1
ar medlem av SOCS, vilka &r en cytokinfamilj som ar involverade i cytokininutsondring i
flera immunceller (Yang et al. 2015). Cytokiner dr sma proteiner som utséndras av celler och
har specifika effekter pa interaktioner och kommunikationen mellan celler (Zhang & An
2007). Toll-like receptor 2 (TLR2) &r dven involverad nar EsxA utséndras ur bakterien (Yang
et al. 2015). TLR2 ar medlem av TLR, vilka spelar en viktig roll i igenkénningen av
patogener och aktiveringen av det medfodda immunfdrsvaret. Vidare spekulerar Yang et al.
att TLR2/miR-155/SOCSL1 signaleringen, vilka alla har ett starkt samband med EsxA, skulle
kunna anvandas for att utveckla ett immunoterapeutiskt forsvar for kroppen mot EsxA. Om
nagot ar studien ett steg narmare for att vidare undersoka mekanismerna av EsxA vardcells-
immunitet mot mykobakteriella infektioner (Yang et al. 2015).

ESX-3 - zink och jarntransport.

| alla studerade bakterier i MTBC hittar man ESX-3, med undantaget M. chubuense, vilket
tyder pa att ESX-3 ar den forsta T7S duplikationen i MTBC (Newton-Foot et al. 2016). Det
kan dock ocksa vara ESX-4 som ar det aldsta T7S-systemet (Gey van Pittius et al. 2001).

Patogener har lange antagits tdvla om naringsdmnen med sin vardcell, dér bland de viktigaste
amnena ar metaller, som jarn och zink (Beisel 1977, Maciag et al. 2007). Manga patogener
som drabbar manniskan &r beroende av jarn och en strypt jarntillférsel till patogenen &r en
viktig strategi for vardens immunforsvar (Nairz et al. 2010). ESX-3 &r med stor sannolikhet
involverad i upptaget av zink (Maciag et al. 2007). En studie fran 2009 visade att ESX-3 &r
delaktig i upptaget av jarn. (Siegrist et al. 2009). En annan studie ocksa fran 2009 tycktes visa
att franvaron av zink aktiverade genklustret ESX-3 hos M. tuberculosis, dock inte hos M.
smegmatis. De sag dven att generna associerade med ESX-3 inducerades vid sura forhallanden
(pH 4.2), ett tecken pa att ESX-3 ar direkt involverad vid bakteriens 6verlevnad i makrofagen
(Maciag et al. 2009).



Patogener i MTBC tar upp jarn (Fe**) med hjalp av sideroforer, men &ven flera andra
bakterier, svampar och vaxter tar upp jarn pa samma satt. Sideroforer ar kelatkomplex som
binder till sig jarn (Chu et al. 2010). I studien fran 2009 kunde de dra slutsatsen att ESX-3
med stor sannolikhet interagerar med sideroforerna. De sag aven att ESX-3 ar ett
sekretionssystem som svarar pa borttagandet av jarn hos M. smegmatis samt i BCG. Nar ESX-
3 saknades hos BCG var tillvéaxten betydligt lagre i makrofager, &n hos vildtypen av M.bovis.
Detta tyder pa att pa att ESX-3 troligtvis dven ar viktig for tillvaxten i bade in vitro och in vivo
(Siegrist et al. 2009).

Substrat i ESX-3
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Figur 3. Den genetiska organisationen i ESX-3 och dess gener.

ESX-3 innehaller alla av de ESX konserverade komponenterna, som eccA, mycP, esx och
pe/ppe och aven espG vilka alla hittas i bade ESX-1 och ESX-5 (Newton-Foot et al. 2016).

ESX-3 kodar proteinerna EsxG och EsxH, vilka ar paraloga till EsxB och EsxA som kodas
utav ESX-1. Likt EsxB och EsxA bildar EsxG och EsxH ocksa en heterodimer tillsammans
(Wards et al. 2000, Siegrist et al. 2009). ESX-3 har visat sig vara nédvandig for att EsxH
skulle sekretas ut ur M. smegmatis i Siegrist et al. studie. Utséndringen av EsxH och EsxG
okar vid brist pa jarn (Siegrist et al. 2009). | M. smegmatis visade en studie att EccC, EspG
och EccD alla &r nédvandiga komponenter for jarnupptag och EsxG och EsxH export (Siegrist
et al. 2014). | M. tuberculosis verkar ocksa EsxH/EsxG stora den fagosamala mognaden,
genom att stora den endosamala sorterings komplexet (ESCRT) (Mehra et al. 2013). Darmed
verkar bade ESX-1 och ESX-3 paverka M. tuberculosis forflyttning till cytosolen i fagocyten.

ESX-5 - infektion och apoptos.

ESX-5 ér det enda ESX genklustret som man hittar i alla langsamt vaxande bakterier i MTBC,
men som saknas i de snabbt véxande bakterierna i MTBC. Det ar ocksa den senast evolverade
T7S-typen. Det skulle darfor kunna vara den typ av T7S som &r mest involverad i patogenitet
och i de langsamt vaxande bakteriernas fenotyp. ESX-5 innehaller flera gener for PE/PPE-
protein samt espG(Gey van Pittius et al. 2001, Newton-Foot et al. 2016)

ESX-5 styr hur vérdcellen reagerar pa en infektion, bibehaller en infektion och paverkar
celldéden hos vardcellen (Abdallah et al. 2011, Weerdenburg et al. 2012). Intressant nog
visade Abdallah et al. studie att ndr M. marinum saknade vissa ESX-5 associerade gener,
6kade virulensen betydligt i zebrafisk och saledes celldoden (Weerdenburg et al. 2012). | en
annan studie som undersokte ESX-5 i M. tuberculosis sag man dock inte denna ékning (Bottali
et al. 2012). Mojligtvis for att ESX-5 har en annan roll i M. tuberculosis. En deletion pa ESX-
5 regionen pa M. marinum komplementerades av en ESX-5 region fran M. tuberculosis. Det
ledde till att en viss del av ESX-5 utséndringen aterstalldes. Dock inte helt och hallet, vilket
visar att ESX-5 skiljer sig mellan de tva bakterierna (Bottai et al. 2012). Detta
sekretionssystem mojliggor upptaget av fettsyror hos bakterien, antingen genom ett av dess
substrat eller genom det direkta intaget av fettsyror. (Ates et al. 2015). ESX-5 paverkar ocksa
celldéden hos makrofager i manniskor. Samma studie visade dven att cellddden minskade
med upp till 70 % i makrofager infekterade med M. marinum som saknade ESX-5 eller ESX-1
jamfort med vildtypen (Abdallah et al. 2011).



Substrat i ESX-5 och dess komplex
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Figur 4. Generna i ESX-5 och dess organisation.

ESX-5 kodar for de tva proteinerna PPE41 och PPE25, vilka likt EsxG och EsxH samt ESxA
och EsxB ocksa bildar hetereodimerer (Abdallah et al. 2006, Siegrist et al. 2009, Bottai et al.
2012). Det &r dock EsxN som ar EsxA homolog i ESX-5 och det &r i nulaget oklart om EsxN
har en proteinpartner likt EsxA och EsxG har, da genen EsxM finns precis bredvid EsxN men
har en frameshift codon som darfor antas gor den trunkerad. Det finns dock fyra stycken
homologer till esxM/esxB genpar utanfor ESX-5 lokuset, och det &r troligt att det ar ett av
dessa alternativa EsxM-protein som bildar en heterodimer med EsxN (Bottai et al. 2012). Den
férmodligen viktigaste observationen av ESX-5 hos M. tuberculosis ar att den utsdndrar flera
PE/PPE proteiner. En stor del av genomet hos vildtypen H37Rv M. tuberculosis bestar av
gener i pe/ppe familjer. En sekvensering fran 1998 visade att 10 % av genomet bestod av
dessa gener (Cole et al. 1998). Identifieringen av virulensfaktorer som interagerar med
vardens immunsystem ar mycket viktigt for att forsta mekanismerna bakom patogenes och
immunogeniteten hos M. tuberculosis for att kunna utveckla nya vaccin. Flera PE/PPE
proteiners immunogenitet ar troligen beroende av ESX-5, oavsett om de kodas av ESX-5 eller
inte, da EccD, en transmembrankanal, troligen mojliggér utséndringen av PE/PPE protein.
Detta eftersom en icke uttryckt EccD gen inte uttryckte nagra PE/PPE-mediterade immun
responser (Sayes et al. 2012).
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Figur 5. Omritad fran Majlessi et al. (2015). Schematisk bild 6ver komplexet for ESX-5 som den ser ut idag.
EccB/C/D é&r den karnstruktur som finns i alla T7S/ESX-system och innehéller en transmembrandoman. EccA ar
cykliska AAA ATPaser. Alla de PPE/PE protein pa figuren exporteras/utsondras av ESX-5, dock kodas flera av
proteinerna utanfor ESX-5 locus. EsxN/EsxM, som kodas utanfor ESX-5 regionen, utséndras ocksa av ESX-5.
Den okdnda mekanismen och lokaliseringen av proteiner ut ur cellen representeras av fragetecknet i figuren
(Majlessi et al. 2015).



Diskussion

ESX-1

De beskrivna proteiner i ESX-1 tros vara bundna eller/och interagera med det inre
mykobakteriella membranet, de proteiner som ar associerade med det yttre cellmembranet har
man dock inte lyckats identifiera, se figur 3 for ESX-1 och figur 4 for ESX-3. RD1 &r utan
tvekan en viktig del i hur man ska forsta ESX-1 systemet, da flera studier har visat att
deletioner i detta omrade leder till att M. tuberculosis inte ar lika virulent. Darfor skulle det
kunna vara intressant med en medicin som pa nagot satt blockerar dessa gener for att
darigenom stoppa spridning av tuberkulos, aven innan den har brutit ut i kroppen. Att utveckla
vaccin som efterliknar bakteriestammar som forflyttar sig in i cytosolen ar troligtvis ett viktigt
och Kritiskt steg for att komma nérmare ett effektivt vaccin for tuberkulos (van der Wel et al.
2007).

ESX-3

ESX-3 paverkar jarntransport och zinktransporten in i mykobakterier (Siegrist et al. 2009).
Att vardceller och patogener tavlar om néaringsdmnen &ar sedan lange kéant, dar vardcellen
forsoker forhindra upptaget av naringsamnen av patogenen. Detta dr ett omrade som bor vara
val lampat for framtagningen av vaccin, eftersom forhindrandet av framfor allt jarnupptag
(Fe*") till M. tuberculosis sékerligen skulle leda till bakteriens dod. Exakt hur detta ska ga till
ar sjalvklart svart att svara pa, men att pa nagot satt paverka sideroforerna kdnns som en
logisk borjan. Eftersom sideroforer inte ar unika for M. tuberculosis utan &r vanligt
forekommande bland manga andra patogener, skulle man kunna dra lardom av eventuella
mediciner som framtagits for de manga andra patogenerna.

ESX-5

En komplimentering for ESX-5 visade att regionen i M. tuberculosis och M. marinum skiljer
sig. Det tyder troligtvis ocksa pa att vissa av substraten ar artspecifika, da flera av substraten
bor ha bildats, men alltsa inte utsondrades (Bottai et al. 2012). EccD mojliggor troligtvis
utséndringen av PE/PPE proteiner (Sayes et al. 2012). En storre forstaelse for detta skulle
kunna lara oss hur man stoppar utséndringen av PE/PPE proteiner. Da det ar sjalva
utsondringen som &r essentiell for M. tuberculosis dverlevnad och nagot som stoppar
sekretionen bor leda till bakteriens dod.

Slutsats och framtid

Eftersom M. tuberculosis ar en sa pass svar bakterie att undersoka av tidsméassiga och
halsovadliga skél anvands dven M. smegmatis, M. Bovis och M. smegmatis som
modellorganismer for M. tuberculosis. Detta dock inte utan problem, exempelvis upptéckte en
studie fran 2009 att ESX-3 inte ar involverad vid zinktransporten hos M. smegmatis (Maciag
et al. 2009). Darfor bor man vara forsiktig med att dra slutsatser om T7S, da nagot som é&r
applicerbart for en viss bakterie inte nddvandigtvis ar det for alla andra bakterier. Det kan
dock ge indikationer pa vad man bor undersoka. Ett verksamt vaccin mot tuberkulos ligger
troligtvis i nagon av tre typer av T7S som inverkar pa virulensen: ESX-1, ESX-3 och ESX-5.
Moijligtvis alla tre typer. Det som behdver goras i framtiden ar helt enkelt mer forskning pa
T7S. Exempelvis vidare undersoka exakt hur ESX-1 utséndrar substrat till den intilliggande
miljon, da utsondringen kan har vissa likheter med ESX-3 och ESX-5 utséndring.

Pa ESX-3 vidare undersoka EsxH/EsxG paverkan pa den fagosamala mognadsprocessen och
pa ESX-5 se hur PPE/PE proteinerna, dven de som inte direkt kodas av ESX-5, paverkar
vardcellen. Tuberkulos fortsatter vara ett stort problem i tredje vérlden, dar sjukvarden ofta ar
bristféllig. Ett effektivt vaccin mot tuberkulos skulle 6ka levnadsstandarden betydligt i dessa
lander och &r om nagot ett argument for att fortsatta forskningen pa T7S i M. tuberculosis.
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Etikbilaga

Ar typ VIl sekretion vagen till ett vaccin mot tuberkulos?
Andreas Juleshaug
Sjélvstandigt arbete biologi 2016

Fragestéllning och argument

Mycobacterium tuberculosis orsakar tuberkulos hos méanniskor. Bara 2014 blev 9,6
miljoner infekterade av M.tuberculosis (WHO 2015a). Tillsammans med HIV och
uppkomsten av multiresistenta bakterier blir spridningen dnnu vérre och drabbar
manniskor i sarskilt socialt utsatta omraden i véarlden (Corbett et al. 2003, Williams 2012,
Dheda et al. 2014). Studier som ligger till grund for forskningen inom detta omrade
grundar sig i mangt och mycket pa deletioner i bakterien. Dessa infekterar sedan
varddjuren. Vanligtvis anvands gnagare och fiskar som forséksdjur i studierna.

Likt hos manniskor kanner dven djur smarta och vi har ett etiskt ansvar for dessa. De
studier jag last har djuren blivit infekterade i 3 dagar till upp till 50 dagar. Fragan ar ju
dock om detta verkligen ar nodvéndigt, dd manga ekonomiskt starka lander bevisligen
inte behover ett vaccin mot tuberkulos for att halla sjukdomsfallen nere. Ar det ett
onodigt lidande forskare utsatter forsoksdjuren for?

Samhéllets hantering

Vanligast ar att manniskor med en tuberkulosinfektion enbart far en latent infektion. Mellan 5-
10 % av de med en latent tuberkulosinfektion kommer utsattas for en aktiv infektion. Risken
ar storre for personer med ett nedsatt immunfdrsvar, exempelvis HIV (WHO 2015b).
Anledningen till den stora spridningen av tuberkulos &r inte avsaknaden av ett effektivt
vaccin, det dr avsaknaden av ett effektivt sjukvardssytem i manga av dessa lander. Ett vaccin
mot tuberkulos skulle troligen bara vara en 16sning pa ett problem bland manga andra,
utbyggnad av exempelvis sjukvard och spridningen av allmén sjukdomskunskap ger mer
langsiktiga l6sningar pa mer &n bara en sjukdom.

Framtida férdjupning

Ur en viss synvinkel skulle man kunna argumentera att dessa djurs lidande ar
acceptabelt, da nyttan att framstalla ett vaccin kan tyckas vara ett andamal som helgar
medlen. Man bor dock fortfarande beakta vad det innebar for forsoksdjuren och det
géller bade fortsatt forskningen inom detta amne, men aven i alla studier som bedriver
nagot slags djurforsok.

Forskningsetik

I en studie infekterade forskarna zebrafiskars embryon samt vuxna individer med
patogenen M.marinum. Né&r dessa individer visade allvarliga symptom avlivades
dessa, det ar den enda studien jag lyckats hitta som har berattat om nagonting om hur
man gatt tillvaga for att pa nagorlunda sétt lindra djurens lidande (Weerdenburg et al.
2012). Olika perspektiv har getts i min uppsats anser jag, exempelvis har jamforelser
getts mellan samma sekretionssystem i olika bakteriearter i uppsatsen. Jag anser mig
ha anvant tillforlitliga kallor. Flera av kdllorna jag anvant mig av har jag hittat genom
oversiktsartiklar publicerade mellan 2013-2015 och bor darfor vara skrivna av
personer med stor insikt inom mitt valda amne. Flera ganger har jag dock behovt
djupdyka mer i referenser och det jag hittat har kants tillforlitligt. Jag tycker jag har
varit valdigt noggrann med att ange kéllor till mina stycken, men &ven mina egna
tankar i texten, de fa som finns dar.
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