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Antibiootit ovat vyleisin bakteerien aiheuttamien sairauksien hoidossa kéytetty laakeryhma.
Antibioottiresistenssi on kasvava ongelma, joka uhkaa bakteerien aiheuttamien sairauksien hoitoa. Yha
useammat bakteerit ovat antibiooteille resistentteja ja esimerkiksi vuonna 2019 resistenttien bakteerien
aiheuttamia kuolemia oli arviolta 1,27 miljoonaa. Kasvavan resistenttiysongelman lisaksi toinen
antibioottien kdytdn ongelma on niiden laaja-alainen kohdevaikutus myds elimiston hyviin bakteereihin.
Antibiootit tuhoavat taudinaiheuttajabakteerien lisaksi my6s esimerkiksi suolistobakteereja, joilla on
positiivinen vaikutus elimiston toimintaan. Bakteerien aiheuttamien sairauksien hoitoon tarvitaan uusia

la&keaineita, jotka kohdentuvat sairauden aiheuttaneeseen bakteeriin.

Bakteerisolun sisélla toimivia toksiini-antitoksiinijarjestelmia esiintyy lahes kaikissa bakteerilajeissa ja
kullakin lajilla on sille tyypilliset toksiini-antitoksiinijarjestelmat. Ne koostuvat bakteerin kasvua
rajoittavasta tai sen tappavasta toksiinista ja sitd neutraloivasta antitoksiinista, jotka normaalitilassa
muodostavat kompleksin, jossa toksiini ja antitoksiini ovat toisiinsa sitoutuneena. Kompleksin tiedetéén
hajoavan bakteerien kokemissa stressitilanteissa, kuten esimerkiksi faagi-infektiossa tai
ravintostarvaatiossa. Ajatellaan, ettd yksittaisten bakteerien kasvun hidastuminen tai kuolema hyodyttaa
bakteeripopulaatiota. Toksiini-antitoksiinijarjestelmien merkitys bakteerisolun toiminnan kannalta on

kuitenkin jaanyt vield suurelta osin tuntemattomaksi.

Bakteerien toksiini-antitoksiinijarjestelmat ovat lupaava ladkekehityskohde. Talld hetkelld pyritadn
kehittdmééan toksiini-antitoksiinijarjestelmiin kohdentuvia laékeaineita, jotka estéisivat toksiini-
antitoksiinikompleksin muodostumisen esimerkiksi asettumalla ja antitoksiinin valiin, allosteerisesti
antitoksiinin tai toksiinin rakennetta muuttamalla tai kiihdyttdmaélla antitoksiinin hajotusta. Tallin
toksiini pysyy vapaana ja tappaa bakteerisolun. Téllaisia l4dkkeit4 ei ole vield kliinisessd kdytdssa, mutta
prekliinisia ladkekehitystutkimuksia on paljon. Toksiini-antitoksiinijarjestelmaan kohdistetut ladkkeet
tarjoaisivat vaihtoehdon antibioottihoidolle. Nailla la&kkeilld olisi mahdollista myds kohdentaa

lddkevaikutus patogeenisiin bakteereihin ja sdastaa elimistélle hyodylliset bakteerit.



Tutkielmani tavoitteena on kuvata toksiini-antitoksiinijarjestelmien peruspiirteet ja tuoda esiin
muutamia mielenkiintoisia toksiini-antitoksiinijarjestelmiin keskittyvia prekliinisia
la&kekehitystutkimuksia.

Avainsanat: bakteeri, infektiotauti, ladkekehitys, toksiini-antitoksiinijarjestelmét
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1 Johdanto

Antibioottiresistenssi on  kasvava ongelma, joka uhkaa nykyajan terveydenhuoltoa.
Antibioottiresistenssi tarkoittaa, ettd bakteeri pystyy vastustamaan antibioottia, jolloin se tulee sille
resistentiksi. Talldin kyseista antibioottia ei voida enda kéyttaa sille resistentin bakteerin hoidossa. Mita
yleisemméksi antibioottiresistentit bakteerit tulevat ja mitd suurempi niiden mé&ard on, sitd
vaikeammaksi niiden aiheuttamien sairauksien hoito tulee ja ihmiset voivat kuolla tavanomaisiin
infektioihin, kuten esimerkiksi keuhkokuumeeseen. Osa bakteereista voi olla jopa moniresistentteja,
joka tarkoittaa bakteerin kykyé vastustaa monia eri ladkkeitd. Euroopassa kuolee vuosittain noin 33 000
ihmistd antibiooteille resistenttien bakteerien aiheuttamiin sairauksiin. T&std huolimatta Suomessa
antibioottien teho on edelleen hyvé, mutta muualla maailmassa tilanne on paikoitellen painvastainen ja
antibiooteille resistenttien bakteerien aiheuttamien kuolemien maaré oli yli 1,27 miljoonaa vuonna 2019.
Resistenttiysongelma on vain pahenemassa, minké vuoksi bakteerien aiheuttamiin sairauksiin tarvitaan

uusia ladkkeita. (1,2)

Yksi lupaava vaihtoehto antibiooteille on bakteerien toksiini-antitoksiinijarjestelmiin vaikuttavat
la&kkeet. Toksiini-antitoksiinijarjestelmat koostuvat bakteerin kasvua rajoittavasta tai sen tappavasta
toksiinista ja sitd neutraloivasta antitoksiinista, jotka normaalitilassa muodostavat kompleksin, jossa
toksiini ja antitoksiini ovat toisiinsa sitoutuneena (Kuva 1.). Kun kompleksi hajoaa, toksiini ja
antitoksiini eroavat toisistaan ja toksiini padsee tappamaan bakteerin tai hairitsemadan sen kasvua (Kuva
1.).

Bakteeri elaa Bakteeri kuolee

o ﬂ - ﬂ
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Kuva 1. Toksiini-antitoksiinijarjestelmien perusperiaate. A) Toksiini-antitoksiinijarjestelma

koostuu toksiinista ja antitoksiinista, jotka muodostavat kompleksin, jossa antitoksiini on kiinnittynyt
toksiiniin ja estda sen toksisen vaikutuksen. B) Kun kompleksi hajoaa ja antitoksiini irtoaa toksiinista,
toksiini vapautuu ja saa aikaan sille tyypillisen toksisen vaikutuksen, joka tappaa bakteerin tai rajoittaa
sen kasvua.



Eri bakteerilajeilla on niille tyypilliset toksiini-antitoksiinijarjestelmat, jotka vaihtelevat eri lajien
valilla. Ensimmadiset toksiini-antitoksiinijarjestelmét I6ydettiin 1980-luvulla, minkd jalkeen niihin
liittyvad tutkimusta on tehty paljon. On havaittu, ettd toksiini-antitoksiinikompleksi hajoaa bakteerin
kokemissa  stressitilanteissa, kuten  faagi-infektiossa ja  ravintostarvaatiossa.  Toksiini-
antitoksiinijarjestelmien merkitys on kuitenkin jaanyt vield suurelta osin tuntemattomaksi ja vield
todistamatta olevia strategioita niiden merkityksestd on paljon. Kuitenkin ajatellaan, etta toksiini-
antitoksiinijarjestelmat ovat osana mekanismia, jossa yhden bakteerisolun kuolema edesauttaa

populaation selviytymista. (3)

Koska toksiini-antitoksiinikompleksin hajoaminen aiheuttaa k&ytdnnossa joko bakteerin kuoleman tai
kasvun estymisen, on se herdttdnyt ajatuksen ndiden jarjestelmien hyddyntdmisesta
ladkekehityskohteena. Koska kullakin bakteerilajilla on yleisesti ottaen sille ominaiset toksiini-
antitoksiinijarjestelmat, voidaan néihin jarjestelmiin vaikuttavan mahdollisen l&4&keaineen vaikutus
kohdentaa vain haluttuun bakteeriin. Useita ladkekehitystutkimuksia on tehty ja paljon tutkimusta
tehdé&n edelleen. Toksiini-antitoksiinijarjestelmiin kohdennetut la4keainemolekyylit voivat saada
vaikutuksen aikaiseksi monella tavalla. Ne voivat esimerkiksi estdd kompleksin muodostumisen.
asettumalla toksiinin ja antitoksiinin valiin, estdé antitoksiinin toiminnan tai estda toksiinin toimintaa
tilanteissa, joissa se on bakteerille hyédyllinen. (3) Vaikka tutkimusta on tehty jo pitkaan, ei yhtakaan
toksiini-antitoksiinijarjestelmiin vaikuttavaa la&dkemolekyylid ole kliinisen vaiheen tutkimuksissa.

Prekliinista tutkimusta tehdadn silti paljon ja tieto toksiini-antitoksiinijérjestelmisté kasvaa kokoajan.

Tyoni tavoitteena on kuvailla toksiini-antitoksiinijarjestelmien peruspiirteitd ja esitelld kuusi
mielenkiintoista jarjestelmad, joihin kohdistuu ladkekehitystutkimuksia. Tydssani toksiini-
antitoksiinijarjestelmien peruspiirteiden kuvailuun on kéytetty katsausartikkeleita, silla kattavien

perustietojen Ioytdminen pelkkien alkuperdisartikkelien avulla osoittautui haastavaksi.



2  Bakteerien toksiini-antitoksiinijarjestelmaét

Toksiini-antitoksiinijarjestelmat ovat pienid geneettisia kokonaisuuksia, joita esiintyy suurissa maarin
bakteerin genomissa. Toksiini-antitoksiinijarjestelma (engl. toxin-antitoxin system) koostuu kasvua
rajoittavasta toksiinista ja sitd vastaavasta antitoksiinista. Toksiini-antitoksiinijarjestelmiad koodaavia
geenejé sijaitsee seké plasmideissa ettd bakteerien kromosomeissa. (4) Toksiini-antitoksiinijarjestelmia
on ldydetty l&hes kaikista eri bakteerilajeista ja usein eri lajit tuottavat niille tyypillisia muista lajeista
eroavia toksiini-antitoksiinijarjestelmia, mutta lajien valeilld on myds samankaltaisuutta (5).
Useimmiten toksiini inhiboi bakteerille térkeitd solunsisaisid toimintoja ja antitoksiini estéa
vastintoksiininsa vaikutuksen, jolloin muodostuu toksiini-antitoksiinikompleksi (3). Ensimmadiset
toksiini-antitoksiinijarjestelmat 16ydettiin 1980-luvulla, mutta niiden merkitys oli pitk&an tuntematon
(3,5). Aluksi ajateltiin, ettd toksiini-antitoksiinijarjestelmé on kahdesta geenistd koostuva tekija, joka
edistaa itsendisten plasmidien yllapitoa, mutta edellisen vuosikymmenen aikana on I8ydetty suuri maara
uusia toksiini-antitoksiinijarjestelmid ja tieto niiden merkityksestd bakteerisolujen toiminnalle on

kasvanut (3).
2.1 Toksiini-antitoksiinijarjestelmien luokittelu

Toksiini-antitoksiinijarjestelmat jaetaan kahdeksaan eri tyyppiin (tyypit I-VIII) ominaisuuksiensa ja
toimintamekanisminsa mukaan. Antitoksiinit ovat joko RNA:ta (tyypit I, Il ja VIII) tai proteiineja
(tyypit 11, IV-V1I) ja toksiinit pad&saantoisesti proteiineja (tyypit I-VI1) (Kuva 2.). (6)

Tyyppil Tyyppi ll Tyyppi lll
Tyyppi IV Tyyppi V Tyyppi VI
Tyyppi VII Tyyppi VI

= antitoksiini
E(P R
) . = toksiini
P = proteiini
R =RNA
E = entsyymi
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Kuva 2. Toksiini-antitoksiinijarjestelien tyypit I-VI11. Toksiinit ja antitoksiinit ovat joko RNA:ta tai

proteiineja ja niiden ominaisuudet vaihtelevat tyypeittdin.



Tyypin | toksiini-antitoksiinijarjestelmien antitoksiinit ovat ei-koodaavaa RNA:ta ja ne on transkriptoitu
vastakkaiseen suuntaan verrattuna toksiinin geenin transkriptioon. Antitoksiinit pystyvat kiinnittymaan
toksiinin l1&hetti-RNA-molekyyleihin ja muodostamaan kaksijuosteista RNA:ta, mikd aiheuttaa toksiini-
lahetti-RNA:n hajotuksen tai estdd sen Kiinnittymisen ribosomiin, jolloin toksiinin vaikutus estyy.
Tyypin | toksiinien ajatellaan kuuluvan kahteen eri ryhmaén, joista toinen sijaitsee solukalvolla ja toinen
solulimassa. Kalvolle sijoittuvat tyypin | toksiinit aikaansaavat vasteena solukalvon depolarisaation tai
lapdisevyyden muutoksen. Solulimassa sijaitsevat toksiinit aiheuttavat DNA:n ja RNA:n hajoamista.

Tyypin | toksiini-antitoksiinijarjestelmia ovat muun muassa hok/sok, SymE/SymR, ja zor/orz. (6)

Tyypin 1l toksiini-antitoksiinijarjestelmissé sek& toksiini ettd antitoksiini ovat proteiineja. Tyypin Il
jarjestelmét ovat eniten tutkittu toksiini-antitoksiinijarjestelmien tyyppi ja niitd on méaarallisesti eniten.
Ne koodautuvat samasta, kahdesta geenistd koostuvasta operonista, jotka ovat joko limittéin tai
muutaman eméksen valein. Toksiini ja antitoksiini muodostavat vakaan proteiini-proteiinikompleksin,
mutta kompleksin antitoksiini on toksiinia huomattavasti epadvakaampi ja sitd tuotetaan jatkuvasti
toksiinin neutraloimiseksi. Kun bakteerisolu altistuu epévakaille olosuhteille, pystyvét proteaasit
hajottamaan antitoksiinin, jolloin toksiini padsee vapautumaan kompleksista ja saamaan aikaan
bakterisidisen tai bakteriostaattisen vaikutuksen. Suurin osa tdman tyypin antitoksiinigeeneista sijaitsee
ylavirtaan toksiinigeeneihin ndhden. T&han on kuitenkin my6s poikkeuksia. CcdA/CcdB on
ensimmaéinen loydetty toksiini-antitoksiinijarjestelmd ja se kuuluu tyyppiin Il. (6) Muita tyypin Il
toksiini-antitoksiinijarjestelmia ovat esimerkiksi MbcTA, HigBA ja VapBC (7-9)

Tyypin 111 toksiini-antitoksiinijarjestelmissa seké toksiini ettd antitoksiini ovat RNA:ta. Antitoksiini
tarttuu suoraan toksiiniin ja inhiboi siten sen toksisuuden. Ensimmainen l8ydetty tyypin Il toksiini-
antitoksiinijarjestelmé on toxI/ToxN, joka aktivoituu bakteriofagien aiheuttaman infektion aikana.
Tyypin 111 toksiini-antitoksiinijarjestelmat on jaettu toksiinien emasjarjestyksien samankaltaisuuksien
perusteella kolmeen ryhmaan: toxl/ToxN, cptl/GptN ja tenpl/TenpN. In silico-tutkimukset ovat
osittaneet, ettd tyypin Il toksiini-antitoksiinijarjestelmia on maaréllisesti paljon ja ne ovat yleisia

monissa eri bakteereissa. (6)

Tyypin IV, V ja VI toksiini-antitoksiinijarjestelmien toksiinit ja antitoksiinit ovat proteiineja. Tyypin IV
jarjestelmissa antitoksiinit eivat suoraan vuorovaikuta toksiinien kanssa, vaan ne liittyvat
vastintoksiininsa vaikutuskohteeseen ja estdvat toksiinin sitoutumisen ja vaikutuksen aikaansaamisen.
Tyypin IV toksiini-antitoksiinijarjestelmia ovat esimerkiksi CbeA/CbtA (my6s tunnettu nimelld
YeeU/YeeV), AbIEi/AbiEii ja PygA/Pyg/T. Tyypin V ja VI toksiini-antitoksiineista ainoat tunnetut
esimerkit ovat GhoT/GhoS ja SocA/SocB. GhoT vaurioittaa bakteerisolun lipidikalvoja ja aiheuttaa

niihin reikien muodostumista ja lisda solun sinnikkyyttd. GhoS on RNaasi, joka hajottaa GhoT-toksiinin



ldhetti-RNA:n. SocA/SocB jarjestelméstd SocB vuorovaikuttaa B-kouran (engl. B clamp) kanssa ja estaa

replikaatiota. (6)

Tyypin  VII ja VIl toksiini-antitoksiinijarjestelmdt ovat viimeisimmat kuvatut toksiini-
antitoksiinijarjestelmat. Tyypin VII toksiini-antitoksiinijarjestelmassa seka toksiini etta antitoksiini ovat
proteiineja. Antitoksiinit ovat entsyymeja, jotka neutraloivat vastintoksiininsa geeninluennan jalkeisilla
muutoksilla. Tyypin VII toksiini-antitoksiinijarjestelmiin on varmuudella méaaritelty kuuluviksi kolme
eri jarjestelmaé: Hha/TomB, TgIT/TakA (MenTs/MenAs) ja HepT/MntA. Osa néisté jarjestelmistad on
happiherkki& ja niiden vaikutukset perustuvat happiherkkyyden vaikutuksiin, kun taas osa on RNaaseja.
Tyypin VIII jarjestelmissé seka toksiinit ettd antitoksiinit ovat RNA:ta. Yksi tamén tyypin jarjestelmista

on CreT/CreA, jossa toksiinin vaikutus on bakteriostaattinen. (6)

2.2 Toksiini-antitoksiinijarjestelmien toiminta ja merkitys bakteerisoluissa

Ensimmdinen 10ydds toksiini-antitoksiinijérjestelmien merkityksestd oli bakteerisolun jakautumisen
jalkeinen tappo, jossa toksiini-antitoksiinikompleksi aiheuttaa iséntdsolun tapon, jos tietty
plasmidikopio ei ole siirtynyt siihen jakautumisen yhteydessd. Isantasolun selviytyminen on
riippuvainen  toksiini-antitoksiinigeenien lasndolosta  (Kuva  3.). lImiétda  kutustaan
plasmidiriippuvuudeksi. Ensimmadiset tarkasti kuvatut toksiini-antitoksiinijarjestelmat ovat tyypin |
hok/sok ja tyypin Il CcdA/CcdB. hok/sok-jdrjestelmén Hok-toksiini aiheuttaa solujen muuttumisen
haamusoluiksi, jolloin solukalvo on syysta tai toisesta normaalitilaa lapéisevdmpi. CcdA/CcdB taas
koostuu CcdB-toksiinista ja CcdA-antitoksiinista, joista CcdB aiheuttaa solujen morfologisen
muutoksen ja SOS-jarjestelmén aktivoitumisen. Molemmissa tapauksissa bakteerisolun jakautumisen
jalkeinen tappo ilmiéna riippuu toksiinin ja antitoksiinin erilaisesta stabiilisuudesta. Toksiini on yleensa
vakaa proteiini, kun taas antitoksiini on epévakaa proteiini tai RNA. Jos haluttu plasmidi ei ole siirtynyt
soluun, toksiinin ja antitoksiinin tuotto loppuu, epdvakaa antitoksiini hajoaa, jolloin jaljelle ja&nyt
toksiini pédsee vapautumaan toksiini-antitoksiinikompleksista ja isédntdsolu kuolee toksiinin
vaikutuksesta. Plasmidien lisaksi toksiini-antitoksiinijarjestelmid koodaavia alueita sijaitsee myos
bakteerien kromosomeissa, joissa nhiitd koodaavat alueet ovat yleensa laajempia genomin alueita tai
yksittéisid genomisia saarekkeita. Kromosomaaliset toksiini-antitoksiinijarjestelmat voivat suojella
soluja jakautumisen jalkeiseltd tapolta neutraloimalla plasmidiperdisia toksiineja ja estamalld
isdntdsolun kuoleman, vaikka jokin plasmidi ei olisi solulle periytynyt. T&td kutsutaan anti-

plasmidiriippuvuudeksi (engl. anti-plasmidaddiction). (3)
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Kuva 3. Toksiini-antitoksiinijarjestelmien merkitys bakteerisoluissa. Toksiini-
antitoksiinijarjestelmat osallistuvat bakteerisoluissa plasmidien ylldpitoon, stressireaktioon ja
faagipuolustukseen. My6s muita toimintamekanismeja on esitetty, mutta niiden olemassaolosta ja

merkityksesta on eriavid mielipiteita.

Vaikka  plasmidiriippuvuus  oli  ensimmadinen  I0ydetty  toksiini-antitoksiinijarjestelmien
toimintamekanismi, se ei kuitenkaan ole toksiini-antitoksiinijarjestelmien yleisin toimintamekanismi
bakteereissa. Ajatellaan, ettd suurin osa toksiini-antitoksiinijarjestelmistda osallistuu bakteerien
stressireaktioon, silld toksiini-antitoksiinikompleksien transkriptio lisd&ntyy merkittavasti bakteerille
epasuotuisissa oloissa. Erityisesti tyypin 11 toksiini-antitoksiinien tutkimuksessa on todettu transkription
lisdantyvan jopa kymmenkertaiseksi kuitenkaan ilman, ettd jarjestelméstd vapautuu toksiinia.
Tietynlaiset stressitilanteet saattavat nopeuttaa antitoksiinien hajoamista, mutta tdtd kompensoidaan
kasvattamalla transkription maaréa, jolloin estetddn vapaan toksiinin ilmentyminen (Kuva 3.). (5)

Osa toksiini-antitoksiinijarjestelmista toimii myos solujen puolustuksessa bakteriofageja vastaan. Kun
bakteriofagi infektoi bakteerisolun, aktiivinen toksiini vapautetaan toksiini-antitoksiinikompleksista ja
isantasolu kuolee toksiinin vaikutuksesta. Tama estaa bakteriofagin replikaation bakteerisolussa ja estaa
uusien faagien tuoton. Infektoituneen solun tappo séastad ymparoivat bakteerisolut bakteriofagien
hyokkaykseltd (Kuva 3.). (5)

On myos ehdotettu, ettd toksiini-antitoksiinijarjestelmat edesauttaisivat niin kutsuttujen antibioottia
vastustavien solujen muodostumista (engl. antibiotic persister cells). Tallaiset solut pystyvét sietdmaan

hetkellisesti antibioottien Idsndoloa ilman periytynyttd antibioottiresistenttiyttd. Havaittu antibioottien
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lisdantynyt sieto johtuu lahinnd suuresta méaarastd toksiini-antitoksiinikomplekseja solussa, miké
aiheuttaa solun kasvun inhibition, jolloin kasvaviin soluihin kohdentuvat antibiootit eivat tehoa yhta
tehokkaasti. Antibioottien sieto ei siis suoranaisesti johtuisi toksiini-antitoksiinijarjestelman
aiheuttamasta suorasta vaikutuksesta. Taté teoriaa antibioottien siedosta pideta4n kuitenkin epdvarmana,
silla kaikkia tutkimuksia ei ole pystytty toistamaan tulosten vahvistamiseksi, mutta muutamat

tutkimukset my0s tukevat tata teoriaa esimerkiksi villityypin bakteerikannoissa. (5)

2.3 Toksiini-antitoksiinijarjestelmien saately bakteerisoluissa

Toksiini-antitoksiinijarjestelmat ovat tarkkaan séédeltyja, jotta homeostaattinen neutraali tila saadaan
yllapidettyd. Tama tarkoittaa tavallisesti sité, ettd antitoksiinia on ylimaari toksiinin méaréan verrattuna.
Useita sadtelymekanismeja on kuvattu jokaisella toksiini-antitoksiinijarjestelmien ilmentymistasolla.
Nama jarjestelmét ovat tarkkaan saadeltyja, silla sdatelyn epdonnistuminen on isantabakteerille haitaksi

ja voi aiheuttaa sen kuoleman. (3)

Suuri osa (erityisesti tyypin Il) toksiini-antitoksiinijarjestelmistd on koodattu genomiin niin, ettd
antitoksiini tuotetaan ennen toksiinia. Toksiinin ja antitoksiinin avoimet lukukehykset menevat hieman
toistensa péélle tai ne ovat muutaman eméksen véleilld toisistaan. Talla tavoin varmistetaan, ettd
antitoksiini on valmiina muodostamaan kompleksin heti toksiinin translaation jalkeen. Tyypin I
toksiini-antitoksiinijarjestelmissd tuottojarjestys on usein sama kuin tyypilld 1I, vaikka tyypin Il
jarjestelmét koostuvat RNA:sta. Lukukehysten sijainnissa toisiinsa nédhden saattaa olla myds eroja.
Kuitenkin useita tyypin Il toksiini-antitoksiinijarjestelmid on kuvattu, joissa toksiinia tuottava geeni
edeltdd antitoksiinia tuottavaa geenid. Tallaisen geenijarjestyksen omaavilla genomeilla on havaittu

olevan promoottoreita ennen antioksiinigeenia, jotka edistavat antitoksiinien tuottoa. (3)

Geenien tuottojarjestyksen lisaksi myds toksiini-antitoksiinikompleksit itsessddn toimivat oman
tuottonsa saatelijoind (engl. autoregulation). Erityisesti tyypin Il operoneissa tallaista itsesaatelya on
havaittu tapahtuvan. Tyypin Il antitoksiineissa on tyypillisesti DNA:ta sitova alayksikkd, joka tunnistaa
ja Kkiinnittyy tiettyihin toksiini-antitoksiinin promoottorin osiin sekd luontaisesti epajarjestynyt
alayksikko, joka laskostuu antitoksiinin Kiinnittyessé toksiiniin. Monissa tyypin Il jarjestelmissa
transkription véhentyminen liittyy toksiinin neutraloimiseen. Sellaisissa systeemeissd riippuen
toksiinien ja antitoksiinien mé&&rdn suhteesta, muodostuu erilaisia komplekseja, joilla on erilainen
affiniteetti geenin operaattorialueelle. Kun toksiinit ovat saturoituneet, on muodostuneiden kompleksien
affiniteetti promoottoriin heikko. Kun taas toksiinin maaré on ylittdmassé antitoksiinin méaréan, naiden
kompleksien vaikutusta véhennetéddn, mika mahdollistaa uusien antitoksiinien de novo transkription ja

translaation. N&issd jarjestelmissd antitoksiinilla on toksiinin neutraloimisen lisdksi myds
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saatelytehtdva. Kyseessd on negatiivinen palautesaately, jota kutsutaan myds ehdolliseksi
yhteistoiminnaksi (engl. conditional cooperativity), joka varmistaa tarkan homeostaattisen tasapainon
yllapidon, jossa toksiini ei vahingossa péése vapautumaan kompleksista. Tdma ilmid ei kuitenkaan pade
kaikille tyypin Il jarjestelmille ja esimerkiksi osassa jarjestelmistd antitoksiini muodostaa neutraloivia
rakenteita ilman toksiinin ldsndoloa. On myds useita esimerkkejd tyypin Il jarjestelmistd, joissa
transkriptionaalinen séately on kolmannen kokonaan jérjestelman ulkopuolisen komponentin vastuulla.
Tatd ja geenien tuottojarjestysté sadtelymekanismina kutsutaan transkriptionaaliseksi autoregulaatioksi,
joka on yksi kolmesta toksiini-antitoksiinijarjestelmien tarkeimmista sddtelymekanismien kategoriasta.
(3,10)

Toinen tarkeé kategoria on transkription jalkeinen saately, joka perustuu toksiineille komplementaarisiin
RNA-antitoksiineihin ja niiden aikaansaamaan saatelyyn. Tyypin | jarjestelmissd RNA-antitoksiinit
ovat koodattu vastakkaisessa juosteessa verrattuna toksiinia koodaavaan geeniin. Esimerkiksi hok/sok-
jarjestelméssa tapahtuu monimutkainen saatelyketju, jossa RNA:ta ja sekundaarirakenteita muovataan
ja ribosomit muodostavat erddnlaisen valmiustilan (engl. standby site) ylavirtaan toksiinia koodaavan
geenin ribosomia sitovasta kohdasta. Kun antitoksiinia ei ole, ribosomin 30S alayksikkd kiinnittyy
ylavirtaan toksiinia koodaavan geenin ribosomia sitovasta paikasta, jolloin toksiinin translaatio
kéynnistyy. Tyypin I RNA-antitoksiinit kilpailevat ribosomin kanssa ribosomia sitovaan alueeseen
kiinnittymisestd ja muodostunut toksiini-antitoksiini RNA-kaksoisyksikdt voidaan hajottaa RNaasi
II:Ila toksiinin hajottamiseksi. RNA-antitoksiinien on osoitettu olevan heikompia kuin tuotetut
vastintoksiinit, joka mahdollistaa toksiinin tuoton silloin, kun antitoksiinia ei ole tuotettu. Tyypin Il
jarjestelmissa transkription jalkeinen sdétely ilmenee esimerkiksi siten, ettd toksiinien translaatio on
huomattavasti heikompaa kuin antitoksiinien, joka mahdollistaa antitoksiinin ylimaaran toksiiniin
verrattuna ja varmistaa siten taydellisen neutralisaation. Tyypin Il jarjestelmissa transkription jalkeinen
RNA-antitoksiinien kypsyminen on edellytys toksiini-antitoksiinikompleksin muodostumiselle. RNA-
antitoksiinit koostuvat toistuvista sekvensseistd ja translaation jalkeen endoribonukleaasitoksiini
pilkkoo ja muovaa RNA-antitoksiinin sekvenssin oikeanlaiseksi, jolloin RNA-antitoksiini saa

oikeanlaisen rakenteen ja pystyy neutraloimaan toksiinin. (3)

Kolmas ja viimeinen sdatelymekanismien pédluokka on translaation jalkeinen séétely, joka perustuu
erityisesti tyypin 11 ja 111 jarjestelmilld antitoksiinin ja toksiinin muodostamaan kompleksiin ja sen avulla
toksiinin neutraloimiseen. Se, milla mekanismilla toksiini neutralisoituu vaihtelee eri tyyppien valilla.
Né&itd mekanismeja ovat esimerkiksi toksiinin katalyyttisen alueen tukkiminen, steerisen esteen
muodostaminen toksiinin ja sen substraatin vélille, sekundéarirakenteiden héiritseminen tai aktiivisten
toksiinidimeerien muodostumisen estdminen. On kauan sitten jo havaittu, ettd monen tyypin Il
jarjestelmien antitoksiinit ovat huomattavasti epdvakaampia verrattuna niiden vastintoksiineihin. T&ma

perustuu todennédkdisesti antitoksiinien sisaisiin epéjérjestyneisiin alayksikdihin (engl. intrinsic
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disordered domain), joita ATP-riippuvaiset proteaasit tunnistavat ja hajottavat. On kuitenkin havaittu
sekd invivo ja in vitro, ettd antitoksiinit ovat vakaampia, kun ne ovat muodostaneet kompleksin toksiinin
kanssa. On pitké&an ajateltu, ettd stressid lisd&vat olosuhteet vaikuttavat antitoksiinien kestavyyteen,
mutta viime aikoina muutamat tutkimukset ovat havainneet, ettd asia ei vélttdmattd olekaan ndin ja

stressi ei vaikuttaisi ainakaan kaikissa jarjestelmissé antitoksiinien kestavyyteen. (3)

Joissain tyypin Il jarjestelmissé on havaittu kolmas jarjestelmaan osallinen geeni, joka koodaa kaperonia
eli polypeptidiketjuihin sitoutuvaa proteiinia, jolla on monia eri tehtdvid. Kyseisissa jarjestelmissé
kaperoneita tarvitaan antitoksiinin oikeanlaiseen laskostumiseen, joka estdé antitoksiinin hajotuksen
ATP-riippuvaisten proteaasien vaikutuksesta. Jos kaperoneita ei ole, antitoksiinit eivat laskostu oikein
ja ne kasaantuvat (engl. aggregation), jolloin ne eivat pysty neutraloimaan toksiineja. Osalla tyypin Il
jarjestelmien toksiineista on havaittu aktiivisuuden aikaansaaminen post-translationaalisilla muutoksilla
kohteeseensa. Nailla samoilla toksiineilla on havaittu itsemuokkausta (engl. self-modify), jolla ne saavat
aikaan oman aktiivisuutensa inaktivoitumisen. Tadman mekanismin varsinaista merkitysta

bakteerisoluille ei ole kuitenkaan vielad saatu selville. (3)

Tyypin VII jarjestelmissd antitoksiinit ovat entsyymejd, jotka inhiboivat vastintoksiininsa post-
translationaalisilla muutoksilla tietyissd aminohappotéhteissd. Neutralisointi voi tapahtua toksiinin

fosforylaatiolla, AMPylaatiolla tai oksidaatiolla. (3)

2.4  Toksiinien vaikutukset bakteerisoluissa

Toksiinit ovat proteiineja, peptideja tai RNA-molekyyleja, jotka ovat aktiivisia bakteerin solulimassa
tai solukalvon sisapinnalla. Toksiineilla on monta mahdollista tapaa vaikuttaa bakteerisolun toimintaan
ja elinvoimaan. Toksiinit voivat esimerkiksi heikentdd DNA:ta tai haitata sen replikaatiota. Tamé voi
tapahtua esimerkiksi inhiboimalla DNA:n uudelleenkiinnittymista DNA-gyraasin katalyyttisessa
toimintakierrossa, jolloin DNA j& niin kutsuttuun pilkottuun muotoon. Seurauksena tastd
replikaatiohaarukat luhistuvat ja kaksoisjuoste hajoaa, jolloin SOS-vaste aktivoituu ja bakteerisolu
kuolee. Toksiinit voivat myts AMPyloida eli kiinnittad adenosiinimonofosfaatin kovalenttisesti DNA-
gyraasin tai topoisomeraasi 1V:n N-terminaalisen paahan, mik& estdd niiden ATP:n hy6dyntdmisen
energianldhteend ja siten inhiboi DNA dekatenaatiota (engl. decatenation) eli DNA-renkaan katkaisua
ja replikaatiota. Jotkin toksiinit voivat kohdentua suoraan bakteerin DNA:han ja aiheuttaa siihen
vaurion, jolloin SOS-vaste aktivoituu. Toksiini voi myds vuorovaikuttaa DNA-polymeraasin -kouran

kanssa ja haitata DNA:n replikaatiota. (3)
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Proteiinisynteesiin vaikuttaminen on tyypin Il toksiinien pdadvaikutusmekanismi. Monet naista
toksiineista ovat RNaaseja, jotka hajottavat RNA:ta ja siten vaikuttavat proteiinisynteesiin. Eri
toksiineilla on eriasteinen spesifisyys, joka tarkoittaa, ettd ne hajottavat erilaisia RNA-molekyyleja.
Jotkut hajottavat esimerkiksi lahetti-RNA:ta ja ribosomaalista RNA:ta ja toiset taas vain tiettya siirtaja-
RNA-molekyylia. Toksiinit voivat esimerkiksi kiinnittyd translatoivaan ribosomiin translaation aikana
ja pilkkoa lahetti-RNA:n. Monet toksiinit vaikuttavat siirtdja-RNA-molekyyleihin translaation
jalkeisilla muutoksilla. Ne voivat esimerkiksi fosforyloida tai asetyloida RNA:n tai sen toimintaan
vaikuttavan molekyylin tai liitt44 niihin erilaisia molekyyleja kuten pyrimidiinin tai pyrofosfaatin.
Askettain 10ydetty tyypin VII1 CreT toksiini voi jopa esta tiettyjen siirtaja-RNA-molekyylien toimintaa

ja keskeyttda bakteerin kasvun. (3)

Toksiinit voivat heikentaa bakteerien solukalvoa ja solun tukirangan (engl. cytoskeleton) yhtendisyytta.
Monet kooltaan pienet toksiinit aiheuttavat solukalvon depolarisaatiota ja protonivoimaa (engl. proton
motive force) solun sisédkalvoon liittymisen seurauksena. Ne myds voivat hdirita solunjakautumista
kéynnistimalld nukleoidien kondensoitumisen. Naméa pienet yksitdisestd heliksistd koostuvat
transmembraaniset peptidit kuuluvat tyypillisesti tyyppiin 1. Kahdesta heliksistd koostuvien
transmembraanisten proteiinien yli-ilmentyminen saa aikaa haamusolujen muodostumisen. Toksiinit
voivat vaikuttaa solukalvon ehjyyteen myds fosforyloimalla uridiinidifosfaattiglukoosia, joka osallistuu
useisiin sokeriaineenvaihdunnan reaktioihin ja siten vaikuttaa peptidoglykaanien ja lipopolysakkardien
biosynteesiin. Jotkin toksiinit inhiboivat solunjakautumista estdmélla MreB ja FtsZ -proteiinien
polymerisaatiota suoraan vuorovaikuttamalla niiden kanssa. MreB vastaa toiminnaltaan tumallisten

solujen aktiinia ja FtsZ tubuliinia, jotka osallistuvat solun tukirangan yllapitoon. (3)

Hiljattain kuvatut toksiinit voivat hajottaa tai syntetisoida pienid metaboliitteja, jotka saavat aikaan
metabolisen stressin ja inhiboivat bakteerisolun solunsisdisid toimintoja. Tallainen toksiini on
esimerkiksi tyypin Il MbcT-toksiini, joka hydrolysoi ja vahingoittaa NAD*-molekyylia, jolloin sen
toiminta heikkenee. Jotkin talla tavalla vaikuttavat toksiinit saavat vaikutuksensa aikaan myods

esimerkiksi pyrofosforylaariolla. (3)
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3 Prekliinisen vaiheen ladkekehitystutkimukset

Prekliinisten laakekehitystutkimusten yhtend perusajatuksena on estdd toksiinin ja antitoksiinin
kiinnittyminen toisiinsa ja siten kompleksin muodostuminen, jolloin toksiini jad vapaaksi ja tappaa
bakteerisolun (Kuva 4.). Talla tavoin aikaansaatu l&dkevaikutus on kohdennettu, jolloin se siis
kohdentuu vain haluttuihin bakteereihin ja sééstdé elimiston muut bakteerit, joista osa on ihmisen
elimiston toiminnalle hyddyllisia. La&kekehitystutkimusta toksiini-antitoksiinijarjestelmille on tehty jo
pitkddn, mutta yhtakaan ladketta ei ole vield kliinisessa vaiheessa. Prekliinista tutkimusta tehddén
kuitenkin paljon. Seuraavissa kappaleissa esitelladn toksiini-antitoksiinijarjestelmia, jotka talla hetkella
ovat  prekliinisen  vaiheen  l&8kekehitystutkimuksen  kohteina. Esitellyistd  toksiini-
antitoksiinijarjestelmistd kaikki paitsi CreTA kuuluvat tyypin Il jarjestelmiin. Tyyppi Il on eniten
tutkittu toksiini-antitoksiinijarjestelmien luokka ja siihen kuuluvista jarjestelmista tiedetéén eniten, joten

iso osa ladkekehitystutkimuksista on kohdennettu tyypin Il jarjestelmiin.

Bakteeri elda Bakteeri kuolee

w

Antitoksiini

Created with BioRender.com
Kuva 4. Toksiini-antitoksiinijarjestelmien yleistetty toimintaperiaate ladkekehityskohteena.
Ladkekehityksen perusideana on, ettd ladkemolekyyli pystyy estaméén toksiini-antitoksiinikompleksin
muodostumisen asettumalla ndiden kahden véliin (esitetty kuvassa vihrealla tahdelld). Vaikutus voi olla

my0s esimerkiksi allosteerinen.

3.1 MbcTA toksiini-anitoksiinijarjestelma

Mycobacterium tuberculosis on maailmanlaajuisesti merkittdvd, ihmisten terveyttd uhkaava
tuberkuloosia aiheuttava bakteeri, joka aiheuttaa vuosittain miljoonia sairaustapauksia ja esimerkiksi
vuonna 2018 tuberkuloosiin kuoli 1,5 miljoonaa ihmistd. Yha useammat sairastapaukset johtuvat

antibiooteille resistenteistd Mycobacterium tuberculosis -kannoista, jonka vuoksi tuberkuloosiin
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tarvitaan antibioottien liséksi uusia ladkkeitd. (11) Téhdn mennessa MbcTA toksiini-
antitoksiinijarjestelmésta on julkaistu kaksi tutkimusartikkelia, jotka kuvaavat sen ominaisuuksia ja

mahdollisuuksia ladkekehityskohteena (8,11).

Mycobacterium tuberculosis -bakteerin genomista on I0ydetty yli 80 erilaista toksiini-
antitoksiinijarjestelmad, joiden ajatellaan osallistuvan sen patogeenisyyteen ja kestavyyteen (engl.
persistence). Naista jarjestelmistd kolmen antitoksiinit ovat essentiaaleja Mycobacterium tuberculosis -
bakteerin elinvoimaisuuteen, jolloin niiden vastintoksiinien voidaan ajatella olevan letaaleja
Mycobacterium tuberculosis -bakteerille. Néistd jarjestelmistd yksi on Rv989c-Rv1990c eli MbcTA
(mycobacterial cidal toxin (MbcT) and antioxin (MbcA)), joka on tyypin Il toksiini-
antitoksiinijarjestelmé eli sekd toksiini ettd antitoksiini ovat proteiineja. Kyseinen jarjestelmé
tunnistettiin ensimmadisen kerran in silico. MbcT:n aktiivisen keskuksen oli ennustettu siséltavan kolme
konservoitunutta polaarista R-E-S ryhméé eli Arg47, Glu69 ja Ser126. MbcTA jarjestelméa on siis jo
ailemmin kuvattu, mutta sen toimintamekanismia ja merkitysta bakteereissa ei ole tiedetty. Sen maaran
oli kuitenkin havaittu kasvavan stressid lisddvissa tilanteissa, kuten hapettomissa olosuhteissa ja
ravintostarvaatiossa. MbcTA:ta on havaittu myds muilla mykobakteerisilla lajeilla ja sen liséksi

ympariston bakteereissa, joista niiden on ajateltu joskus siirtyneen mykobakteerisille bakteerilajeille.

(8)

MbcTA:n hyddyntaminen ladkekehityskohteena edellyttdd sen toimintamekanismin tuntemista ja
todentamista, ettd MbcT todella on bakterisidinen eli bakteerin tappava. Sen ilmentymistd, toimintaa ja
maaria tutkittiin erilaisilla promoottoreilla, vektoreilla ja bakteereilla monenlaisissa olosuhteissa, joiden
avulla osoitettiin MbcTA:n olevan bakterisidinen. MbcTA:n tarkka kiderakenne on selvitetty (Kuva 5.)
ja sitd verrattiin  muiden molekyylien Kkiderakenteisiin, jotta saataisiin selville MbcTA:n
toimintamekanismi. Kiderakenteen tunteminen mahdollistaa potentiaalisten l&dkemolekyylien etsinndn
myO6hemmin ladkekehitysprosessissa. MbcT:n rakenteessa havaittiin  samankaltaisuutta ART-
ribosyltransferaasientsyymeihin, joiden tehtdvana on NAD+:ien siirto molekyylien valilla ja NADaasien
eli NAD+:n glykohydrolaasien kanssa, mutta rakenteessa oli kuitenkin eroja. Tasta paateltiin, etta
MbcT:n toksisuuteen liittyy NAD+, mutta sen toimintamekanismi on erilainen kuin ART-
ribosyltransferaasientsyymien ja NADaasien. MbcT:n toimintamekanismin selvittdmiseksi villityypin
toksiinia eristettiin ja sen toimintaa tutkittiin inkuboimalla rekombinanttiproteiinia eri bakteerisolun
osasten kanssa (engl. cell fraction). Sen toimintaa seurattiin ja tutkimuksessa havaittiin lisdéntynyt
NAD+ hajoaminen, ADP-riboosin tuotto ja ADP-riboosi-17-fosfaatin ilmentyminen, jonka méaéara
riippui MbcT:n maarastd. Naista tuloksista paateltiin MbcT:n toimivan NAD+ fosforylaasina ja useiden

lisdtutkimusten avulla sen todettiin olevan MbcT:n toksisuuden lahde. (8)
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Kuva 5. MbcTA:n kiderakenne Mycobacterium tuberculosis -bakteerista. Kuvassa sinisella on
esitetty MbcT-toksiini ja keltaisella MbcA-antitoksiini. Toksiinin ja antitoksiinin sitoutumiskohdan

muodostavat aminohapot on esitetty oikealla. Kuva lahteesta (8).

MbcT:n ilmentdminen Mycobacterium tuberculosis -bakteereissa vahensi kyseisten bakteerien maéréa
in vitro. MbcT:n toksisuutta Mycobacterium tuberculosis -bakteereille tutkittiin myds in vivo
doksisykliinill& indusoitavan promoottorin alla ja havaittiin, ettd MbcT-indusoidut immuunipuutteiset
SCID hiiret elivét 40 % pidempdaén tuberkuloosi-infektion kanssa kuin kontrollihiiret. Tutkimusta tehtiin
myds C57BL/6-hiirilla ja niilld havaittiin samankaltaisia tuloksia eli bakteerimaaran vahentymista
MbcT:n indusoitumisen jalkeen. Tuberkuloosin hoidossa yleisesti kéytetyn isoniatsidin ja MbcT:n
indusoitumisen kanssa yhdessa havaittiin synergistinen vaikutus, silld ndméa yhdistamalla bakteeritaakka

pieneni kymmenkertaisesti verrattuna pelkkaan isoniatsidihoitoon. (8)

Edelld mainitut 16ydokset mahdollistavat molekyyli-inhibiittorien etsinndn, joiden avulla MbcTA-
kompleksi voidaan hajottaa tai MbcA-antitoksiinin toimintaa estdd. Mycobacterium tuberculosis -
bakteereihin kohdennettuja molekyyli-inhibiittoreita voitaisiin kayttad hyodyksi tuberkuloosin
la&kehoidossa. (11)
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3.2 HigBA toksiini-antitoksiinijarjestelma

Steptococcus pneumoniae on gram-positiivinen bakteeri, joka aiheuttaa ihmisilld monenlaisia
hengitystiesairauksia (12,13). S. pneumoniae on neljanneksi yleisin kuolemaan johtavien
bakteerisairauksien aiheuttaja ja sen aiheuttamia sairastapauksia on vuodessa noin 14,5 miljoonaa, joista
suurin osa on Aasiassa tai Afrikassa (12). Vuonna 2019 keuhkokuumeeseen kuoli yli 740 000 lasta ja S.
pneumoniae on yleisin pneumonian aiheuttaja alle 5-vuotiailla lapsilla (14). S. pneumoniae -bakteerin

resistenttiys antibiooteille on lisdantynyt jo monen vuosikymmenen ajan ja se on kasvava ongelma (15).

Tdhadn mennessd S. pneumoniae -bakteerista on I0ydetty seitseman erilaista tyypin Il toksiini-
antitoksiinijarjestelméaa, joista yksi on HigBA. HigBA jdrjestelmid on erilaisia ja niiden valill4 HigB
toksiinien sekvenssin homologia on rajallista ja HigA-antitoksiinien rakenteiden vélilla on merkittavaa
eroavaisuutta (16-18). S. pneumoniae -bakteerin HigBA jarjestelman tarkka rakenne on onnistuttu
selvittdmaan rontgenkristallografialla (7). Jarjestelman rakenteen tarkka tuntemus on tarked osa
la&kekehitystd, silld sen avulla kompleksin muodostumisen estdvida l&dkeainemolekyyleja on
mahdollista etsid. HigBA-kompleksin rakenne on asymmetrinen heterotertrameeri, jossa HigB-toksiini
ja HigA-antitoksiini muodostuvat kummatkin kahdesta heterodimeeristd (Kuva 6.) (7). Rakenteen
tutkimuksessa havaittiin, ettd HigB-toksiinilla on ribonukleaasiaktiivisuutta eli se pilkkoo RNA:ta
pienemmiksi palasiksi in vitro ja sen vaikutus bakteeriin on bakterisidinen (7). Rakenneanalyysissa
havaittiin myos, ettd HigA-antitoksiini ei sitoudu HigB:n aktiiviseen kohtaan, vaan sen aikaansaama
vaikutus on allosteerinen eli se sitoutuu muualle toksiiniproteiiniin ja saa siten aikaan sen toiminnan
muutoksen ja inhiboitumisen (7). HigBA:n toiminnasta on saatu selville, ettd HigA s&atelee
transkriptiota sitoutumalla DNA:han ja siten muokkaamalla sen toimintaa (7). Kuitenkin on myos
havaittu, ettd HigBA kompleksin affinitetti DNA:han on HigA:ta suurempi ja on ehdotettu, ettd HigBA-
kompleksilla on enemman kuin yksi transkriptionaalinen saatelymekanismi HigA:n s&ételytoiminnan
liséksi (7).
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Kuva 6. HigBA:n selvitetty heterotetrameerinen kiderakenne Steptococcus pneumoniae -
bakteerissa. HigB-toksiinin rakenteet A ja C on esitetty vihrealla ja HigA-antitoksiinin rakenteet B ja
D keltaisella. Kuva lahteesta (7).

Samassa tutkimuksessa, jossa S. pneumonieae -bakteerin kiderakennetta ja sen ominaisuuksia
selvitettiin, tutkittiin myds HigBA:n mahdollisuutta toimia ladkekehityskohteena. Tutkimuksessa
kehitettiin peptideja, jotka HigA:n tapaan sitoutuisivat HigB:hen allosteerisesti ja sitd kautta inhiboisivat
sen toksisuuden. Samankaltaisia allosteeriseen saatelyyn viittaavia piirteitd on havaittu HigBA-
jarjestelmissd myds muissa bakteereissa. Peptidin tarkoituksena olisi estdd HigA:n tai HigB:n
sitoutumiskohdan saavutettavuus. Tutkimuksessa havaittiin, ettd yksi pistemutaatio sitoutumisalueella
HigBA-kompleksissa ei riitd saamaan aikaan HigB:n toksista vaikutusta. Kuitenkin havaittiin, etta
sitoutuvaa aluetta matkiva peptidi héiritsi HigBA-kompleksin muodostumisen taysin. Kyseisissa
peptideissa oli useita sitoutumisalueen kanssa vuorovaikuttavia osia. In vivo havaittiin, ettd HigBA
kiderakenteen perusteella suunnitellut peptidit onnistuivat lapéisemaan myos solukalvon ja siirtymaén
S. pneumoniae -bakteerin sisddn ja saamaan aikaan kasvua rajoittavan vaikutuksen. Tdmé mahdollinen
antimikrobiaalinen mekanismi on tdysin uusi verrattuna jo olemassa oleviin antibiootteihin. Tutkitut
peptidit siis estivdt HigBA-kompleksin muodostumisen, jolloin HigB jai vapaaksi. Kyseisessa
tutkimuksessa ei kerrota ndiden ldydettyjen peptidien rakenteista mitddn, mutta se todistaa ndiden
peptidien voivan toimia antimikrobiaalisesti S. pneumoniae -bakteereissa. Tutkimuksessa on erikseen
mainittu, ettd seuraava vaihe olisi parannella 16ydettyjen peptidien ominaisuuksia, jotta niista saataisiin

tulevaisuudessa antimikrobiaalinen la&keaine taudinaiheuttajabakteereja vastaan. (7)
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3.3 VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelma

VapBC (engl. virulence-associated proteins) toksiini-antitoksiinijarjestelma on MbcTA tapaan 16ydetty
tuberkuloosia aiheuttavasta Mycobacterium tuberculosis -bakteerista, mutta kyseinen jarjestelma on
havaittu my6ds monissa muissa bakteerilajeissa. VapC-toksiinilla on pilusta liikuttava moottori (engl.
Pilus retraction motor) N-terminaalisessa alayksikkdssa (engl. domain), jolla on nukleaasiaktiivisuutta.
VapC siis pilkkoo RNA:ta vaimentaakseen bakteerin metabolista aktivaatiota. VapC:n aktiivinen kohta
koostuu happamista téhteistd, jotka tekevét sen aktiivisesta kohdasta negatiivisesti varautuneen, johon
voi koordinoitua kahdenarvoisia metalli-ioneja. VapB on antitoksiini, joka inhiboi VVapC:n toksisuuden
ja sen rakenteessa on kaksi funktionaalista osaa, joista N-terminaalinen osa sitoutuu DNA:n toksiini-
antitoksiinijarjestelméé koodaavaan operoniin ja C-terminaalinen osa VapC-toksiiniin mitétdiden sen
toksisen vaikutuksen. VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelma kuuluu tyyppiin 1l ja seka toksiini etta
antitoksiini ovat proteiineja. VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelmaan kuuluu monta erilaista alalajia,
joita ovat esimerkiksi VapBC2, VapBC5, VapBCl1l, VapBC15, VapBC26 ja VapBC30, joiden
rakenteet eroavat keskenédan (Kuva 7). (19)

M. tuberculosis VapBC15 complex M. tuberculosis VapBC26 complex M. tuberculosis VapBC30 complex

Kuva 7. Eri VapBC-jarjestelmien kiderakenteita Mycobacterium tuberculosis -bakteerissa.
Kuvassa on esitetty VapBC2, VapBC5, VapBC11, VapBC15, VapBC26 ja VapBC30 rakenteet. Kuvissa
VapC-toksiinit on esitetty vihrealld ja VapB-antitoksiinit violetilla. Kuva l&hteesté (19).

VapBC:sta ja sen mahdollisuuksista laakekehityskohteena on tehty monia tutkimuksia. Esimerkiksi
Mycobacterium tuberculosis -bakteerin VapBC26 yksityiskohtainen kiderakenne on pystytty
selvittdmdan ja siihen on onnistuttu kehittdm&an inhibiittoreita, jotka estavéat toksiini-

antitoksiinikompleksin - muodostumisen. VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelmat ovat térkeé
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tutkimuskohde Mycobacterium tuberculosis -bakteerissa, silla VapBC-jarjestelmien mééra verrattuna
muihin mykobakteereihin on huomattavasti suurempi Mycobacterium tuberculosis -bakteerissa.
VapBC26:lla on kolme ominaisuutta, joiden vuoksi se on lupaava laddkekehityskohde: hapettomissa
olosuhteissa VapB26:den maéra vaihtelee huomattavasti, mika viittaisi sen olevan tarked bakteerille
stressid aiheuttavissa tilanteissa, VapC26 on ribotoksiini, joka pilkkoo bakteerin normaalin toiminnan
kannalta tarkean SRL-proteiinin (engl. sarcalumenin protein) ja VapC26 toksiinilla on osoitettu saavan
aikaan voimakas bakteerien kasvun esto E. coli ja M. smegmatigs -bakteereissa. VapC26 siis estda
kohdesolun kasvua ja inhiboi sen translaatiota. Nama tekijat yhdessé tekevét VapBC26:sta lupaavan
la&kekehityskohteen ja siihen on onnistuttu 16ytdmaan VapC26:den kaltaisia peptidejd, jotka estivat
VapC26:den ja VapB26:den kompleksin muodostusta jopa 80 % normaalitilaan verrattuna. Toksiinia
matkiva peptidi saa aikaan antitoksiinin kiinnittymisen siihen varsinaisen toksiinin sijasta, jolloin
toksiinin toksinen vaikutus ei esty. Ndiden peptidien ominaisuuksia, kuten solun lapdisevyytta, pitaa
kuitenkin vield kehittdd, ennen kuin kyseessd on varsinainen mahdollinen potentiaalinen

ladkemolekyyli. (20)

Mycobacterium tuberculosis -bakteerin VapBC30-, VapBC2- ja VapBC21-jarjestelmiin on myds
yritetty kehittdd kohdennettuja ladkkeitd. VapBC30 -jarjestelmddn on onnistuttu kehittdméaan
inhibiittoreita, jotka estévat toksiini-antitoksiinikompleksin muodostumisen. Monissa VapBC toksiini-
antitoksiinijarjestelmissd on havaittu antitoksiinin hairitsevan kahdenarvoisia metalli-ionien, kuten
Mg?* tai Mn?*, sitoutumista VapC-toksiiniin ja sitd kautta hairitsevan sen toksisuutta. Nain on myos
VapBC30 -jarjestelmassad. VapBC2 ja VapBC21 rakenteiden perusteella on péaatelty, ettd ne voisivat
olla lupaavia laakekehityskohteita, mutta niihin ei ole onnistuttu kehittdmaan vield potentiaalisia
inhibiittorimolekyyleja. (21,22)

VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelmid on I0ydetty myods muista bakteereista. VapBC1 toksiini-
antitoksiinijarjestelmd on I0ydetty Haemophilus influenzae -bakteerista, joka aiheuttaa erilaisia
hengitystieinfektioita ja keuhkoahtaumataudin pahenemista. Haemophilus influenzae -bakteerista on
nykypdivana kehittynyt myds resistentteja kantoja, joiden hoito timanhetkisilla laakkeilla on haastavaa.
VapBC1l-jarjestelmén kéyttd ladkekehityskohteena eroaa muista tdssd tydssa esitellyistd toksiini-
antitoksiinijarjestelmistd siten, ettd antitoksiinin sijaan yritetddn kehittdd inhibiittori toksiinille eli
VapCl:lle. T&mé& johtuu siité, ettd VapCl saa aikaan Haemophilus influenzae -bakteereissa kasvun
rajoittumisen tappamatta bakteeria, jolloin bakteeri ei kuole antibioottihoidon aikana, silla antibioottien
teho yleisesti kohdistuu jakautuviin bakteereihin. VapC1l:seen kohdistuvia inhibiittoreita on etsitty
virtuaalisella seulonnalla etsimalla VapB1 antitoksiinin kaltaisia molekyyleja. Seulonnasta 16ytyneet
osumat (engl. hit) testattiin myds E. coli -bakteereilla ja I10ytyneiden molekyylien havaittiin paasevan
bakteerin sisadn ja vuorovaikuttavan solun siséisen kohteen kanssa. Niiden ei kuitenkaan havaittu

inhiboivan VapC1-toksiinia tarpeeksi voimakkaasti estdékseen kasvun rajoittumisen yhta tehokkaasti
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kuin VapB1l-antitoksiini. Nama molekyylit kuitenkin tarjoavat ldhtokohdan VapC1l-inhibiittorien

etsinnélle Haemophilus influenzae -bakteerin aiheuttamien sairauksien ld&kehoitoon. (23)

VapBC toksiini-antitoksiinijarjestelmia on myds I0ydetty Klebsiella pneumoniae -bakteerista, joka
aiheuttaa verenmyrkytyksia, ylahengitys- ja virtsateiden infektioita sekd keuhkokuumetta. VapBC on
ensimmaéinen toksiini-antitoksiinijarjestelméa, joka on l6ydetty Klebsiella pneumoniae -bakteerista.
Klebsiella pneumoniae -bakteerilla on erityisen helposti muovautuva genomi, joten se muuntuu helposti
antibioottiresistentiksi ja se on jo resitentti jopa karbapeneemeille. Klebsiella pneumoniae -bakteerin
VapC-toksiinilla on alhainen sekvenssin samankaltaisuus esimerkiksi Haemophilus influenzae -
bakteerin VapCl ja Mycobacterium tuberculosis -bakteerin VapC26 toksiinien kanssa. Klebsiella
pneumoniae -bakteerin VapBC-jarjestelmaan on myds I6ydetty kaksi peptidia, jotka estavat toksiini-
antitoksiinikompleksin muodostumien, jolloin toksiini vapautuu ja sen vaikutus tappaa bakteerin.
Klebsiella pneumoniae -bakteerin VapC:n toksisuus perustuu sen RNAasi aktiivisuuteen ja kykyyn
pilkkoa RNA:ta. Tassakin tapauksessa ladkekehitys on sellaisessa vaiheessa, ettd mahdollisia peptideja

on ldydetty, mutta niiden ominaisuuksien kehitys ja parantelu on kesken. (24)

3.4  CreTA toksiini-antitoksiinijarjestelma

CreTA on toksiini-antitoksiinijérjestelmd, jota CRISPR-Cas kaskadi transkrptionaalisesti séatelee.
CRISPR-Cas on bakteerien puolustusmenetelmd viruksia ja muuta vierasta DNA:ta vastaan ja sen
toiminta perustuu vieraan DNA:n hajotukseen. CRISPR-Cas:illa on myds haitallisia ominaisuuksia
isantabakteerille, kuten autoimmuniteetti tai sille hyddyllisten plasmidien tuhoaminen. Naméa haitat
voivat useissa tapauksissa johtaa CRISPR-Cas systeemin menetykseen, josta johtuu hyvin hajanainen
CRISPR-Cas -elementtien jakautuminen jopa laheisten bakteerisukujen valilla. Bakteerien genomeissa
on kuitenkin oletettu olevan mekanismeja, jotka estdisivdt CRISPR-Cas geenien hé&vidmisen ja yksi
naistd esitetyistd mekanismeista liittyy CreTA toksiini-antitoksiinijarjestelmaan. CreTA kuuluu
tyyppiin VIII ja molemmat seka toksiini etta antitoksiini ovat RNA:ta. CreT (engl. Cascade-repressed
toxin) on bakteriostaattinen RNA, joka hajottaa tiettyd siirtdja-RNA:ta. CreA taas on CRISPR:in
RNA:ta muistuttava RNA, joka tarvitsee Cas6 endoribonukleaasin kypsyakseen (engl. maturation).
CreA:lla ja creT-promoottorilla on osittainen komplementaarisuus, jonka avulla CreA ohjaa CRISPR-
Cas kaskadin estdmaan toksiinin tuoton. TA&m4 tarkoittaa, ett CreA toimii antitoksiinina vain CRISPR-
Cas kaskadin lasndollessa. Yksinkertaisuudessaan siis CRISPR-Cas kaskadia koodaavat cas-geenit ovat
essentiaaleja CreT toksiinin tuoton estamiseksi ja koska kyseisten geenien sdilyttdminen bakteereissa
on erityisen tarkedd, niin silloin myds CRISPR-Cas puolustusmekanismi sdilyy bakteereissa. On myds

ajateltu, ettd CRISPR-Cas kaskadiin liittyvat toksiini-antitoksiinijarjestelmat aiheuttaisivat
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bakteerisolun siirtymisen horrostilaan tai jopa bakteerisolun kuoleman, jos CRISPR-Cas
puolustusmenetelmé pettdd eikd se pysty suojelemaan bakteerisolua. CreTA oli pitk&d&n tuntematon
jarjestelmd, mutta sen ominaisuuksien perusteella voidaan olettaa, ettd sen kaltaisia jarjestelmia on

paljon enemman kuin tdhadn mennessa on osattu 10yta4 tai ajatella. (25)

CRISRP-Cas jarjestelmad voidaan kayttaa hyodyksi ladkekehityksessd esimerkiksi ohjaamalla
CRISPR-Cas hajottamaan bakteerille hyddyllisia geenejd, kuten antibioottiresistenssigeeneja.
Kyseisesséd strategiassa on  kuitenkin  ongelmana, ettd vaikka CRISPR-Cas tuhoaisi
antibioottiresistenssigeenin bakteereista, yleensd muutama bakteeri jaa silti jaljelle, jolloin bakteerien
aiheuttama infektio ensin vaikuttaisi paranevan ja sitten paheneekin uudestaan jaljelle ja&neiden
bakteerien méaran kasvun takia. Taméan vuoksi on kehitetty antimikrobiaalinen strategia ATTACK, joka
yhdistdd CRISPR-Cas jdrjestelmédn ja CreTA toksiini-antitoksiinijarjestelmén. Tassa strategiassa
CRISPR-Cas ensin tuhoaa bakteerin antibioottiresistenssigeenin, jolloin bakteerit tulevat taas herkiksi
antibiooteille. Pieni osa bakteereista jad henkiin, koska ne onnistuvat inaktivoimaan CRISPR-Cas
effektori-RNA:n, jolloin CreTA vapauttaa CreT toksiinin, joka tappaa jéljelle jaaneet bakteerit. CreTA
siis tehostaa CRISPR-Cas:in antimikrobiaalista vaikutusta ja saa aikaan tehokkaamman vasteen.
Haasteena kuitenkin on, ettd CreTA on hyvin pieni molekyyli ja sen sekvenssi ei ole konservoitunut ja
sen sekvenssin samankaltaisuuden avulla on 1dydetty vain kaksi samankaltaista molekyylid. Tallaisten
CRISPR-Cas jérjestelman kanssa yhdessé toimivia toksiini-antitoksiinijérjestelmia on haastavaa l16ytaa,
mutta niitd oletetaan olevan huomattavan paljon enemmaéan kuin tdhdn asti on ldydetty. Tutkimusta
tarvitaan lisdd ndiden jarjestelmien l6ytdmiseksi ja laékekehityskohteiden Ioytamiseksi, mutta tdhan
mennessa tehdyt havainnot CreTA:sta tarjoavat tarkedn pohjan uudenlaisten antimikrobiaalisten
ladkkeiden kehitykselle. (26)

3.5 RelBE toksiini-antitoksiinijarjestelma

Pseudomonas aeruginosa on bakteeri, joka aiheuttaa vaikeita tulehduksia, joista suurin osa sijoittuu
terveydenhuoltoon (27). Sen aiheuttamilla infektioilla on suuri kuolleisuus ja sen aiheuttamia
komplikaatioita on esimerkiksi sairaalakeuhkokuumeessa, keuhkoahtaumataudissa ja kystisessa
fibroosissa (27). P. aeruginosa -bakteerin aiheuttamien sairauksien hoidossa suurin haaste on sen
resistenttiys suurta maaraa eri antibiootteja vastaan (28). Sen hoitoon on vuosien saatossa kdytetty monia
eri antibiootteja, mutta se on muuttunut resistentiksi lahes kaikille niille (28). Jotkut tutkimukset jopa
luokittelevat P. aeruginosa -bakteerin aiheuttamat sairaudet ei-parannettaviksi (29). P. aeruginosa -
bakteerin kyky muuntua resistentiksi liittyy vahvasti sen kykyyn tuottaa biofilmid (30), joka suojaa
bakteereja antibioottien tunkeutumiselta bakteerien sisddn ja samalla estdd niiden altistumista

antibiooteille (31). Kuitenkin jos antibiootin pitoisuus kasvaa suureksi, pystyy sitd tunkeutumaan
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biofilmin rakenteen sisaan, mutta biofilmin sisalla on erilaisia keinoja puolustautua antibiooteilta, kuten
efflux-pumput ja inaktivoivat entsyymit (31). Biofilmi suojaa bakteereja niitd ymparoivaltd ymparistolta
luoden niille turvallisen nichen kasvaa, miké johtaa usein krooniseen infektioon (30). Useat tutkimukset
ovat osoittaneet tyypin Il RelBE toksiini-antitoksiinijarjestelmén osallistuvan eri bakteerien biofilmin
muodostukseen ja kyseinen jarjestelma on I0ydetty myds P. aeruginosa -bakteerista (30). RelBE:n

kiderakenne on onnistuttu selvittdmaan E. coli -bakteereissa (Kuva 8.) (32).

RelB’

Kuva 8. relBE:n selvitetty heterotetrameerinen kiderakenne Escherichia coli -bakteerissa. Kuvaan

on nimetty erikseen jokainen ketju. Kuva lahteesta (32).

Koska aikaisempien tutkimusten perusteella oli tiedossa RelBE:n rooli biofilmin synnyssa ja RelBE
I0ydettiin P. aeruginosa -bakteerista, haluttiin ReIBE:n roolia tutkia P. aeruginosa -bakteereissa, koska
biofilmin muodostuksen tiedettiin olevan tarkedd P. aeruginosa -bakteerin patogeenisyyden kannalta.
RelBE ldydettiin kaikista biofilmia tuottavista P. aeruginosa -bakteerin isolaateista. Tutkimuksen
aikana havaittiin, etti osassa isolaateista havaittiin relBE:t4, vaikka niilla ei ollut biofilmien tuottoa.
Geenin tuottamaa proteiinia ei kuitenkaan havaittu, joten oletettiin reIBE:n olevan hiljennetty sellaisissa
isolaateissa, joissa biofilmid ei tuoteta. Tutkimuksessa havaittiin, ettd mitd enemman biofilmia tuotettiin,
sen suurempi oli relBE:n ilmentyminen. relBE myds yhdessa tutkimuksen vaiheessa poistettiin
kokonaan genomista, jolloin biofilmin tuotto loppui lahes kokonaan. Tama 16ydos ei kuitenkaan ollut

taysin yksiselitteinen, silla kontrolliryhméssa havaittiin samankaltaisia tuloksia, mikd on kyseisen
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tutkimuksen tekijoiden myodntama tutkimuksen heikkous. Kuitenkin villityypin kantaan verrattuna
tuloksista voidaan paitelld RelBE toksiini-antitoksiinijarjestelman  vaikuttavat  biofilmin

muodostumiseen ja siten se voisi olla lupaava la&kekehityskohde. (30)

Samankaltaisia tuloksia on saatu muissakin tutkimuksissa, joten voidaan ajatella kyseisen tutkimuksen
I6ydosten olevan edes suuntaa antavasti paikkansa pitavia (33,34). Aiheesta tarvitaan kuitenkin lisaa
tutkimusta ennen lopullisia johtopéaéatoksia RelBE:n soveltuvuudesta ladkekehityskohteeksi (30). RelBE
toksiini-antitoksiinijarjestelmén mahdollinen vaikutusmekanismi la&kekehityskohteena on erilainen
verrattuna muihin tdssa tyossa esiteltyihin toksiini-antitoksiinijarjestelmiin. Tdma on hyvé esimerkki
siitd, ettd ladkevaikutus voidaan yrittdd kohdentaa myds bakteerien eri ominaisuuksiin, eika valttdmatta
suoraan itse bakteeriin. P. aeruginosa -bakteerin tapauksessa biofilmin muodostus edesauttaa sen
patogeenisyyttda ja ladkeresistenssin syntyd, joten laakevaikutuksen kohdentaminen biofilmin

muodostukseen voi parantaa sen ladkitsevyytta (30).

3.6 MazEF toksiini-antitoksiinijarjestelméa

MazEF toksiini-antitoksiinijarjestelmia on ldydetty muun muassa Enterococcus faecalis -,
Mycobacterium tuberculosis -, Klebsiella pneumoniae -, Escherichia coli - ja Staphylococcus aureus -
bakteereista, joista kaikista ndisté tavataan antibiooteille resistentteja kantoja. MazEF kuuluu tyypin Il
toksiini-antitoksiinijarjestelmiin. MazF toksiini on endoribonukleaasi, joka katkaisee lahetti-RNA:ta
bakteerilajista riippuen kolmen, viiden tai seitsemén emaksen patkiin ja hairitsee siten bakteerien
translaatiota. MazE-antitoksiini inhiboi MazF-toksiinin toiminnan. On havaittu, ettd MazEF osallistuu
bakteereissa stressitilanteiden sietoon seka biofilmin muodostukseen ja siten muun muassa edistaa

bakteerien antibioottiresistenttiytta. (35-39)

Vaikka MazEF:n olemassaolo on tiedetty jo pitk&&n, ei siihen kohdistuvassa ladkekehityksessé ole
paasty kovin pitkalle. Kuitenkin E. coli -bakteereissa on havaittu, ettd MazE antitoksiinin estdminen
PNA-oligomeereilla (engl. peptide nucleic acid) saa aikaan bakteerin kasvun estymisen. MazF-toksiinin
indusoiminen on onnistuttu aikaansaamaan myds thyA-geenin estolla, joka johtaa tymiinin véhdiseen
méaéraan ja sitd kautta MazF-toksiinin aktivaatioon. Menetelma on erilainen verrattuna tavallisesti
kaytettyyn suoraan toksiini-antitoksiinikompleksin muodostumisen estoon (Kuva 3.). MazEF:n
kiderakenne on onnistuttu selvittdmaan Klebsiella pneumoniae -bakteerista ja sen on todettu olevan

heteroheksameerinen. (37,39)
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Kuva 9. MazEF heteroheksameerin selvitetty kiderakenne Klebsiella pneumoniae -bakteerissa.

Maz E:n ja MazF:n ketjut on nimetty kuvaan. Kuva lahteesta (39).

E. coli -bakteerista peréisin olevan MazF-toksiinin on havaittu pienentdvén kasvaimia in vivo.
Tutkimuksessa immuunipuutteisiin hiiriin inokuloitiin  T-Rex 293- mazF -solulinjaa, joka on
alkiokautinen munuaissolulinja, johon on lisétty tetrasykliinilla indusoituva MazF-toksiini. Kaikkien
hiirten kasvaimet pienenivat, kun MazF saatiin ilmentymaan. Kyseinen tulos havainnollistaa, etta
toksiini-antitoksiinijarjestelmia voidaan mahdollisesti tulevaisuudessa kayttdd my6s muihin

terapeuttisiin k&yttotarkoituksiin bakteerisairauksien hoidon lisaksi. (40)
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4 Johtopaattkset

Toksiini-antitoksiinijarjestelmiad on tutkittu jo pitk&an ja niiden ominaisuuksista on saatu paljon tietoa.
Monien jarjestelmien rakenteista, toimintamekanismeista ja esiintymisestd eri bakteerilajeissa tiedetadn
jo paljon, mutta tdh&n mennessd ldydetty tieto on kuitenkin murto-osa siit4, mitd toksiini-
antitoksiinijarjestelmien syvalliseen tuntemukseen tarvitaan. Vaikka monia eri jérjestelmid on jo
I0ydetty, on niitd ennustettu olevan moninkertainen maara vield 10ytdmattd. Naiden jarjestelmien
merkityksesta bakteereille tiedetddn jo jonkin verran, mutta niiden todellinen merkitys bakteerisolun

toiminnalle on ja&nyt vield suurelta osin tuntemattomaksi.

Toksiini-antitoksiinijarjestelmiin kohdentuvaa ladkekehitystutkimusta on tehty muun tutkimuksen
ohella jo pitk&dan. Mahdollisia la&kekehityskohteita on ldydetty ja niihin on onnistuttu kehittdmaan jo
peptidejd, jotka esimerkiksi estavat toksiini-antitoksiinikompleksin muodostumisen. Kuitenkin niin kuin
tassakin tyossd esiteltyjen toksiini-antitoksiinijarjestelmien kohdalla havaitaan, monen jérjestelmén
osalta la&kekehitys ei ole kovin pitkalla. Moniin jérjestelmiin on onnistuttu kehittdmaan kompleksin
hajottavia peptidejd, mutta tutkimus on jaanyt vaiheeseen, jossa seuraavana on ldydettyjen peptidien
ominaisuuksien optimointi. Toksiini-antitoksiinijarjestelmistd haastavan ladkekehityskohteen tekee se,
ettd sen lisaksi ettd mahdollisen ld&keainemolekyylin pitéa hajottaa toksiini-antitoksiinikompleksi, tulee
sen paéstd tehokkaasti bakteerisolun sisélle solukalvon l&pi. Myds tiedon puute monelta néiden
jarjestelmien osa-alueelta hankaloittaa l1adkemolekyylien ja la&dkekehityskohteiden 16ytdmistd. Monien
haasteiden vuoksi yhtédk&an julkaistua toksiini-antitoksiinijarjestelmiin kohdennettua la&dkemolekyylia

ei ole kliinisen vaiheen tutkimuksissa, vaan kaikki tutkimukset tdhdn mennessa ovat prekliinisia.

40 vuoden aikana tiedon maara toksiini-antitoksiinijarjestelmien ensimmaisen havaitsemisen jalkeen on
kasvanut kuitenkin valtavasti ja tietoa tulee kokoajan lisd4. Antibioottiresistenttiysongelman kasvaessa
paine 10ytaa uusia laakkeitd bakteerien aiheuttamien sairauksien hoitoon kasvaa. On siis oletettavissa,
ettd toksiini-antitoksiinijarjestelmien osalta niihin kohdistuvan tutkimuksen maara lisdéntyy ja sita
kautta myds saadun tiedon maard. Uusia toksiini-antitoksiinijarjestelmid tullaan varmasti 16ytdmaan ja
todennakoisesti myds mahdollisia ladkekehityskohteita. On odotettavissa, etta tulevaisuudessa ndihin
jarjestelmiin kohdistuvat tutkimukset paasevét kliinisiin kokeisiin ja toivottavasti myos kliinisessé
kéaytossé oleviksi ladkkeiksi. Voisi ajatella, ettd kun ensimméinen potentiaalinen ladkeaineeksi
soveltuva peptidi 10ydetadn ja sen ominaisuudet saadaan optimoitua sopiviksi, niin se edesauttaisi
muiden vastaavien peptidien kehittdmistd. Vaikka bakteerien toksiini-antitoksiinijérjestelmét
vaihtelevat eri lajien valilla, on niissda myds samankaltaisuutta, jolloin samoja hyvaksi havaittuja
ominaisuuksia voitaisiin hyddyntad myos muissa mahdollisissa ladkeainepeptideissa. Yhteenvetona: on
oletettavissa, ettd toksiini-antitoksiinijarjestelmiin kohdistuva tutkimus lisdantyy ja tulevaisuudessa

niihin kohdistuvia la&kkeit4 pystytdén kehittamaan.
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