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Sammendrag

Streptococcus pneumoniae en bakterie som kan forarsake flere sykdomowedet har blitt
observert gkende antibiotikaresistens blant pneokiak. Essensielle gener, altsd gener
bakterien er avhengig av for fullstendig cellefuypksog overlevelse, utgjar potensielle mal for
antibiotika. Dette gjgr studier av essensielleegeriktig. Essensielle gener er vist & veere
vanskelig & studere, siden man ikke kan se konsskeve av mangel pa genproduktet far
cellene dar. Dette er gjort mulig ved & uttrykkeessensielt gen ektopisk fra en regulerbar
promoter ved hjelp av en induser, noe som muligdgiesjon av det native genet. Slik kan man
manipulere uttrykket av genet ved tilsetting awiser, og overuttrykke eller deplete genet. Slik
kan man se hvordan bakterien pavirkes, og fa enoidehvilke prosesser det essensielle
genproduktet er involvert i. ComRS-systemet indeseav peptidet ComS, som aktiverer
transkripsjonsregulatoren ComR som videre regulegegrskripsjon av gener fra promoteren
Pcomx Ved & sette inn et gnsket essensielt gen bakg g skru av den native varianten av
genet, kan man ved tilsetting av gnsket konsewntneasy ComsS kontrollere uttrykket av genet
bak Romx Et annet system mye brukt system et'ZAystemet. Her kan man regulere uttrykket

av gener fra promoterenztbved 4 tilsette Z4t til vekstmediet.

| dette arbeidet ble 15 modifiserte peptider (SHSyntetisert med utgangspunkt i ComS*.
Hensikten var & se om en av disse hadde andre dmslgenskaper enn ComS*. Testede
egenskaper var bl.a. maksimums induksjon, hvordiley lav konsentrasjon av peptider som
trengtes og hvor raskt peptidet ble degraderiéselLuciferase reporterassay viste at et peptid
S1, induserte til hgyere luciferaseaktivitet veeela konsentrasjoner enn ComS*. Luciferase
reporterassay og depletion-forsgk viste at pepéd&® og S6 ga raskere nedgang
luciferaseaktivitet og raskere depletion. Noe sanfoedelaktig for & fa en rask effekt av
fraveeret av et genprodukt. Dermed kan man antd aigSS6 degraderes raskere i cellen enn
ComsS*. | tillegg ble det nyetablerte ComRS-systesasimenlignet med det veletablertéZn
systemet 5. pneumoniaeDeres evne til & kontrollere genuttrykk, og tdeéplete et essensielt
gen ble undersgkt. Luciferase reporterassay ogetiepiforsgk viste at ComRS-systemet er
best egnet til overuttrykkelse av et gen. En vikgignn til dette er at hgye konsentrasjoner av
Zn?* har negative effekter pa cellen. ZZ4systemet gir derimot noe raskere depletion. Erignul
forklaring kan veere at Zninngar i flere cellefunksjoner og dermed rasketgbopp av cellen.
ComRS-systemet er ogsa vist & egne seg godt tititam Totalt sett er det mindre usikkerhet
ved bruk av ComRS-systemet, siden ComS* ikke hareakjente virkninger i cellen enn

induksjon.



Abstract

Streptococcus pneumornga bacterium that may cause several diseasg,iateen observed
increasing antibiotic resistance among pneumocdtssential genes, that is to say genes a
bacterium relies on to maintain completely celldiion and survival, constitute potential
targets for antibiotics. Studies of essential gaarestherefore important, but difficult because
you do not have the time to see the effects ofldbk of the gene product before cell lysis.
Studies are possible by expressing an essential @&opic from a regulative promoter using
an inducer, which allows deletion of a native geimethis way, one can manipulate the
expression of the gene by addition of inducer, anerexpressing or deplete the gene. This
shows that the bacteria is affected, and get anafleshich processes the essential gene product
is involved in. The ComRS system is induced by pleptide ComS, which activates the
transcription regulator ComR, which further regeatranscription of genes form the promoter
Pcomx By inserting a desirable gene behirehR and turn of the native variant of the gene you
could, and by adding desirable concentration of Spgontrol the expression of the gene
behind Romx Another system that is widely used is thé*Zsystem where you can regulate the

gene expression from the promotesPby adding ZA* to the growth medium.

In this work 15 modified peptides (S1-S15) wheretbgsized based on ComS*. The purpose
of the peptides where to find out if a peptide diker properties than ComS*. Tested properties
including maximum induction, how high or low contrerion of peptides needed, and how fast
the peptide degrades in the cell. Luciferase repagsay showed that a peptide S1, induced to
higher activity of luciferase by lower concentrasadhan ComS*. Luciferase reporter assay and
depletion experiments showed that S4 and S6 pepbidvides a faster depletion than Coms*.
This is advantageous to see a fast effect of tledha gene product. Thereby, one can assume
that S4 and S6 degrades faster in the cell thanSZoim this work, the newly established
ComRS system was compared to the establishé&tsgatem irS. pneumonia€rheir ability to
control gene expression, and their ability to deplan essential gene were investigated.
Luciferase reporter assay and depletion experimsmsved that the ComRS system is best
suited to over expression genes. A reason to thibdt high concentrations of Zrhave
negative effects on the cell. However, theé*Zsystem provides a slightly faster depletion. A
possible explanation is that Zns included in many other cell functions and thgrfaster used

by the cell. The ComRS system is also shown to &lésuited to depletion. Totally, it is less
insecurity by use of the ComRS system, because €dm8ot have any other known function

in the cell than induction.
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Introduksjon

1. Introduksjon

1.1 Streptococcus pneumoniae

1.1.1 Fylogeni, morfologi og metabolisme
Bakterier innen slekte8treptococcugr Gram-positive og tilhgrer grenen for lavt intthav

G + C (36-46 %) (Garrity et al. 2004). Slektstmeptococcusilhgrer fylumFirmicutes @vrig

taksonomi finnes i Tabell 1.1. Videre deler n&tneptococcusnn i seks ulike grupper basert
pa 16s rDNA sekvensanalyse. Disse gruppene hetegepgs, mitis, salivarius, bovis,
anginosus og mutans. En fylogenetisk oversikt alektenStreptococcuer illustrert i Figur

1.1.S. pneumoniaglhgrer mitis-gruppen (Kawamura et al. 1995), hderfleste medlemmene
er kompetente for naturlig genetisk transformagjéitian et al. 2008). Naturlig genetisk
transformasjon er en prosess hvor ekstracelluldg/ Dlir tatt opp av cellen, og ved homolog

rekombinasjon blir DNAet integrert i genomet til ttakeren (Chen & Dubnau 2004).

Tabell 1.1 Oversikt overStreptococcusslektens taksonomi (Garrity et al. 2004)

Taxon Navn

Domene Bacteria

Fylum Firmicutes
Klasse Bacilli

Orden Lactobacillales
Familie Streptococcacea
Slekt Streptococcus

Morfologiske egenskaper hdS. pneumoniaeer at enkeltcellene har oval form som en
rugbyball. Enkeltcellene henger sammen som péagltsadiplokokker, eller de danner korte
kieder. De er ikke-mobile og ikke-sporedannendesuPtokokker er ogsa katalase-negative
(Hardie & Whiley 1997). En mate & ski® pneumoniafta andre streptokokker er deres evne
til hemolyse ved dyrking pa blodagas. pneumoniaeer alfahemolytisk og produserer
hydrogenperoksid som oksiderer hemoglobin til methglobin (Kilian et al. 2008). Pa en
blodagarplate karakteriseres dette ved en grgne sordt koloniene. En annen morfologisk
egenskap hos pneumokokker er at de har en kapsééhde av polysakkarider som omgir

cellen. Dette er den viktigste egenskapen knyfiptraot pneumokokkers virulens (Andrew et
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al. 2008). De involverte genene for denne polysatlkapselen finnes i et kapsellokus. | dette
arbeidet erS. pneumoniaeR6 brukt som utgangsstamme. Hos R6-stammen er dette
kapsellokuset defekt. Dette gjar at stammen ikkeskiaen til & danne kapselen, og er dermed

avirulent.

mitis group

)
S. thermophilus
S. vestibularis
S. salivarius
salivarius group
i, dlactolyticus

bovis group

S. acidominimus

nutans S. cricetus

S. dowi
S. sobrinus

mutans group NJ 0.01

S. pleomorphus

S. macacue

Figur 1.1 Fylogenetisk kart for slektenStreptococcusinndelingen av slekten er basert pd 16S rRNA aealy

og delt inn i seks hovedgrupp&. pneumoniatlhgrer mitisgruppen. Figurkilde: Kawamuetal. (1995).

S. pneumoniaer en fakultativ anaerob bakterie, altsa vokseratgimalt med liten tilgang pa
oksygen. For & generere energi til vekst og celilegléermenterer den karbohydrater med laktat
som hovedendeprodukt (Kilian 1998%. pneumonia®6 har ikke genene som koder for en
fullstendig elektrontransportkjede eller for enzymae TCA-syklus (Hoskins et al. 2001)
Pnemokokker krever at vekstmediet bestar av kadbaigr, vitaminer, peptider, salter,

pyrimidiner, puriner og aminosyrer (Kilian 1998).
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1.1.2 Naturlig genetisk transformasjon hosS. pneumoniae

Som nevnt tidligere er naturlig genetisk transfagjoa en egenskap hvor en bakteriecelle kan
ta opp fritt ekstracellulzert DNA. Videre integredstte DNAet i bakteriens genom ved hjelp
av homolog rekombinasjon. Pa den maten kan en fakiiegne seg en egenskap den ikke
hadde i utgangspunktet (Claverys et al. 2004). ériekl Griffith jobbet i 1928 med & utvikle
en vaksine mot lungebetennelse. Under dette arbejgelaget han pneumokokkenes evne til
naturlig genetisk transformasjon. Griffith injisertlevende pneumokokker uten kapsel
(avirulente) sammen med dgde pneumokokker med kgfisdente) inn i friske levende mus.
Da han injiserte dem hver for seg forble musenende, men da han injiserte de to typene
pneumokokker sammen, dgde musene. Videre isolemevirulente pneumokokker (med
kapsel) fra de dgde musene. Med andre ord haddensen hos de dgde pneumokokkene blitt
transformert, til de avirulente levende pneumokalekéGriffith 1928). Hvordan dette hadde
skjedd ble ikke umiddelbart forstatt, mevidere studier gjort av Oswald T. Avery (1944 bl
det oppdaget at det var DNA som blitt overfgrt mellpneumokokkene. Dette var fgrste gang
DNA ble identifisert som beaerer av genetisk inforjoas og at genetiske egenskaper ble
nedarvet fra DNA (Avery et al. 1944).

En bakterie som kan utfgre naturlig genetisk trammsésjon kalles kompetent. Disse bakteriene
har ulike systemer for blant annet regulering aptak av DNA. Disse systemene kalles for
kompetansesystemer (Johnsbetgal. 2007). Kompetansesystemet som finnes ngthds
pneumokokker kalles ComCDE-systemet. Dette systbastfir av komponenter som regulerer
og transkriberer tidlige og sene kompetansegenesrstF transkriberes de tidlige
kompetansegenene som bestar av ~20 ulike genewur(Fig2). Noen av de tidlige
kompetansegenene er avgjgrende for at cellen slakere til kompetanse. Viktige tidlige
kompetansegenar blant annetcomCDEog comX (Lee & Morrison 1999). Induksjon av
kompetanse i dette systemet induseres av «compegtintulating-peptide» (CSP). CSP blir
kodet awomC ComC bestar av en ledersekvens og det modnielpe@SP. Nar ComC binder
til membranbundet ComAB, spaltes ledersekvensengamodent CSP blir sendt gjennom
membranen og ut av cellen. CSP kan indusere kompethos andre celler i nzerheten nar
konsentrasjonen nar et visst grensepunkt (Havarsteil. 1995a; Havarstein et al. 1995b). Sma
variasjoner i sekvensertomGgenet gjar at CSP virker kun pa neert beslekteatarser. Ved
sekvensering avsomCkan man identifisere en bakterie ofte helt nedtimme-niva. Det er pa
grunn av stammespesifikk variasjon i sekvensen bauE det kommer il

aminosyresammensetning og lengde (Havarstein é0al). CSP induserer kompetanse ved
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at den binder til en membranbundet histidin kin@septor kalt ComD. ComD kodes @mD
som er blant de tidlige genene. Nar CSP bindeCtmD farer det til fosforylering av
responsregulatoren ComE. ComE fungerer som erktipapnsaktivator for de tidlige genene
(Peterson et al. 2004). Blant disse finnes genet lsnder for den alternative sigmafaktoren
ComX. Denne alternative sigmafaktoren regulerarsikapsjon av de sene kompetansegenene
(Lee & Morrison 1999). De sene kompentasegeneng@ibas ca. 60 gener som blant annet
koder for apparatet som sgrger for selve opptageekombinasjonen av det ekstracelluleere
DNAet under transformasjon (Claverys et al. 200dtePson et al. 2004). For systematisk

oversikt over systemet, se Figur 1.2.

| ComE 8} ComE

Early gene promoter

Figur 1.2 Systematisk oversikt over ComCDE-systemekiguren viser en oversikt over kompetenssyster8et i
pneumoniaeMan kan se av figuren at pre-CSP finnes i cellerdén spalter av modent CSP som sendes ut av
cellen via ComAB. Figuren illustrerer ogsa den katske loopen hvor CSP (grgnne bokser utenfor cbéder
membranbundet ComD (bla boks i membranen i cellenpktigert ComE aktiverer transkripsjon av de tidlige
genene. Den viser enkelte av de tidlige genene (CoBovhCDE, ComX og ComW) og at ComX transkriberer
de sene genene fra promotesR  Figurkilde: Johnsborg og Havarstein (2009b).

Ikke alle bakterier er naturlig kompeten&.pneumoniaeer det vi kaller naturlig kompetent
for genetisk transformasjon (Havarstein et al. 300@oriene om hvorfor naturlig genetisk
transformasjon er en egenskap som har blitt beyannom evolusjon er mange. Teorier er at
det gir en celle muligheten til & reparere seg,seét farer til gkt genetisk diversitet, for
ernaeringsmessige arsaker, og for & generelt skaffeegenskaper (Finkel & Kolter 2001;
Redfield 2001). Sebert et al. (2011) viste at kowmpe induseres i pneumokokker som en

respons pa starre forekomst av biosyntetiske feleu proteinsyntesen (Sebert et al. 2011). Det

4
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har blitt vist at en protease kalt HtrA, er invalve kompetanseregulering ved at den
undertrykker kompetanse. Maten den undertrykkergetemse pa er a bryte ned CSP nar det
er lav mengde ufoldede proteiner i cellen (Sebeel.e2012). Sebert og hans medarbeidere
(2011) spekulerer ogsa i om kompetanse i tilleggréparere skader, er et middel for & handtere
ufoldede proteiner. Grunnen til dette er at gener koder for proteaser og proteiner som bidrar
til folding av andre proteiner (chaperoner), emblde sene kompetansegenene (Sebert et al.
2011; Sebert et al. 2012). Det er ogsa en risikaefobakterie & ta opp fremmed DNA, fordi
DNAet kan kode for gener som er skadelig for ce{leinkel & Kolter 2001). Som nevnt over,
finnes det ulike mekanismer og systemer for komptgduksjon. De ulike systemene er

omtalt neermere i avsnitt 1.2 - 1.5.

1.1.3 Epidemiologi, vaksinering og penicillinresigns

S. pneumoniaeopptrer stort sett som en kommensal mikroorganisom forbigande
koloniserer nasofarynks uten a fare til sykdom. Bengsa en patogen mikroorganisme som
forarsaker sykdommer hos mennesker og dyr. Pneukkekdkan gi sykdommmer som
bakteriemi (sepsis), meningitt (hjernehinnebetesejel atritt (leddbetennelse), endokarditt
(hjerteklaffbetennelse) og bakteriell pneumoni gebetennelse) (Hermans et al. 2004). Den
kan ogsa fare til mindre alvorlig sykdommer sontistiedia (mellomgrebetennelse) og
sinusitis (bihulebetennelse) (Hiller et al. 20@nt pa 1800-tallet isolerte bade Georg Stenberg
og Louis Pasteur de fagrste pneumokokkene. Koretidr hadde man funnet mange av de
infeksjonene bakterien kan forarsake (Austrian }98Blant virulensfaktorene hos
pneumokokker er som tidligere nevnt polysakkaridiedgn som omslutter cellen den viktigste.
Den beskytter bakterien fra fagocytose. Variasjonenne polysakkaridkapselen gir grunnlag
for omtrent 92 ulike serotyper, hvor enkelte sgpetyer mer hissige enn andre (Hoskins et al.
2001; Kilian 1998). Det finnes serotyper som ikke patogene for individet bakterien
koloniserer, men spesielt for mennesker med svekkeiunforsvar finnes det serotyper som
kan gi alvorlig sykdom (Henriques-Normark & Norma&®10). | ar 2000 viste WHO i en studie
at det blant barn under 5 ar, var omtrent 14,5ioniéir tilfeller av infeksjoner forarsaket av
pneumokokker (O'Brien et al. 2009). Det er ogsémest 1.6 millioner dgdsfall tilknyttet
pneumokokkinfeksjoner, hvor 0,8-1 million av digséarn (Levine et al. 2006). Dette har fart
til at S. pneumoniaer fatt en viktig plass i verdenshistorien bade aet kommer til tapte

menneskeliv og forskning innen genetikk, mikrobglog immunologi.
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Et mal ved vaksinering mds. pneumonia@r polysakkaridkapselen, noe som gjgr at det
vaksineres med et utvalg av kapselserotyper. D@ @ierotypene gjgr at vaksinene ma veere
sveert spesifikke. Golubchik et al. (2012) har isetdie vist atS. pneumonia&an ta opp
kapselgener ved naturlig transformasjon og dermkiftesserotype. Det fgrer til at
pneumokokkene kan erverve serotyper som det ikkbligtrvaksinert mot, og slik mister
vaksinen sin effekt (Golubchik et al. 2012).

Penicillin ble oppdaget av Alexander Fleming i 192§ i 1940 ble den tatt i bruk som medisin
mot infeksjoner forarsaket av pneumokokker (Flenieg9). De oppdaget penicillinresistens
hos pneumokokker sent pa 1960-tallet, og snartigapavist resistens over hele verden. Den
gkte bruken av penicillin oppgjennom arene har kam &ammenheng med utviklingen og
spredningen av penicillinresistens. Ungarn og Spande landende i Europa hvor penicillin er
mest utbredt (Dowson et al. 1997; Hakenbeck 1999hrge er forekomsten fortsatt lav, og i
2009 ble det rapportert at 2-3% av norske pneumdkolater viser nedsatt falsomhet av
penicillin (Simonsen 2009). Resistensen er vistrtsétte & gke, og antibiotikaresistens har fatt
stgrre oppmerksomhet verden over de siste areneneDatviklingen er bekymringsfull i
forhold til & kunne behandle sykdommer forarsakepraeumokokker i fremtiden (Henriques-
Normark 2007). Det har fort til at bruken av argtika har blitt noe skjerpet, noe som er viktig
for & hindre videre utbredelse av resistens (Rietial. 2007). P& grunn av gkningen i resistens
er videre forskning om antibiotikaresistens velsligtig, slik at man ogsa i framtiden kan

benytte penicillin til & bekjempe sykdommer.

Penicillinbindende proteiner (PBPer) er malet fenipillin og andreB-laktamantibiotika.
PBPene er sentrale komponenter i celleveggsyntdstaktamer binder kovalent til det aktive
setet hos PBPene ved & konkurrere med PBPenedigetubstrat. Nar penicillin binder til
PBPene, vil derfor celleveggsyntesen stoppe oppedfare lysis av bakterien (Hakenbeck et
al. 1999). En mate pneumokokkene kan oppna penielistens pa er ved mutasjoner i
bindingssetene til PBPene. Mutasjoner her fgreeduksjon i PBPenes affinitet fitlaktamet.

En annen mate a erverve penicillinresistens pée@naturlig genetisk transformasjon av gener
som koder for lavaffinitets PBPer og andre resideterminanter. Dette farer til at man ma
gke konsentrasjonen av antibiotikumet for & hemmBedPes aktivitet (Hakenbeck 2014).
Pneumokokkenes evne til & tilpasse seg gjgr dentiékkstra stor trussel og behandlingen av
sykdommer knyttet til dem enda vanskeligere a beleagiiller et al. 2007).
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1.2 Essensielle gener og studier av essensielleegered hjelp av
heterologiske/induserbare promotersystemer

Essensielle gener er en betegnelse pa gener soer kmdgenprodukter som en celle er
avhengig av for optimal cellefunksjon og for & deee. Fraveer av et essensielt gen er altsa
letalt for cellen. De essensielle genene koder ragsévis for komponenter som er viktig i
karbohydrattransport, metabolisme og synteseveiarfor eksempel celleveggsyntese (Song
et al. 2005). Song et al. (2005) identifiserte £38ensielle genelS. pneumoniaeBlant disse

ble genene som koder for de penicillinbindendegineine PBP2b og PBP2x identifisert (Song
et al. 2005).

Det & «skru av» et gen, er en vanlig mate & finrmruet gen er essensielt eller ikke. Man kan
skru av et gen enten ved a sla genet ut av geneflatyved a innfgre mutasjoner rettet mot
sentrale posisjoner i proteinet som for eksempakgtt sete. Studier av essensielle gener kan
veere utfordrende. Grunnen til det er hvis man §esller skrur av genet fra bakteriens genom,
vil cellen dg fgr man rekker & se konsekvensenaangelen pa det essensielle genet og dens
genprodukt. For & gjagre studier av essensielle rgamgig, har man benyttet seg av ulike
induserbare promotersystemer. Ved a sette det genewnsker 8 undersgke bak en regulerbar
promoter kan man uttrykke genet ektopisk. Videremai skru av det native genet. Slik vil
den eneste varianten av genet vaere det som befiegeibak promoteren. P4 den maten kan
man kontrollere uttrykket av genet ved a tilsettereluser som aktiverer transkripsjon fra den
regulerbare promoteren (Berg et al. 2011). En ddpere funksjonelle studier av essensielle
proteiner, er ved depletion av gener. Dette er etode hvor man gradvis fjerner induser fra
cellene, slik at transkripsjonen av det essensgdleet skrus trinnvis av og dets genprodukt
dermed tappes (depletes) fra cellen. Slik vil manre studere hvordan en gradvis reduksjon i
mengden av et essensielt protein pavirker cellendefi kommer til for eksempel vekst og
cellemorfologi. Denne gradvise effekten avhengehwaw raskt en depletion skjer (Berg et al.
2013).

1.2.1 Ektopiske promotersystemer

Det finnes flere forskjellige ektopiske promotetsyser som er tatt i bruk med hensikt & studere
essensielle gener. For mange av disse systemepgdseindusere som cellene er avhengig av
for & kunne transkribere det essensielle genpredtra den ektopiske promoteren. Et eksempel

er et system brukt av blant annet Chan et al. (2(D8tte er et system som er basert pa en
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promoter Rsk regulert av sukkeret fukose. Dette systemet hestravikke virke optimalt fordi
aktiveringen har fart til uttrykk av ugnskede gesem befinner seg i samme operon, samt at
det har veert usikkerhet rundt hvorvidt fukose melisbres av cellen og slik pavirker
metabolismen hos bakterien. Til tross for dette diitte fukosesystemet fortsatt brukt. Det er
fordi det er vist & kunne brukes til & studere gir@r som er essensielle for cellene ved a titrere
ned nivaet av protein. Nivaet protein kontrolleved a kontrollere mengde induser (Chaalet
2003). Andre systemer som har blitt utviklet, esteyner hvor promoteren er regulert av
bakteriocinet nisin og antibiotikumet tetracyclifn til at disse systemene har vist seg ikke &
veere optimale er at fordi bade nisin og tetracyiclityangspunktet er skadelig for bakteriene.
Dermed vil promoterene ha en smal titrerbar rekddei (Apfel et al. 1999; Eichenbaum et al.
1998).

1.3 Zr?*-systemet
Metallioner er viktig for mange av cellens funksgponSpesielt er de viktig i enzymers og

regulatoriske proteiners struktur og funksjon. Seivde er viktige, kan store konsentrasjoner
av metallionene veere skadelig for cellen. Dette gjpbakteriecellene har systemer som
regulerer opptak og utstramming metallioner (Hantk@05). Det finnes flere slike
opptakssystemerS. pneumoniaett viktig regulatorisk system regulerer opptakefiuks av
Zn?*-ioner og kalles her Zisystemet. Her tas Zhioner opp i cellen ved hjelp av PsaBCA
permease (Dintilhac et al. 1997; Lawrence et é888).90pptakssystemet for Zrkalles ABC
opptakssystem og genene finnes blant en samliggaer kaladcCBA(Dintilhac & Claverys
1997). Kuipers et al. (2007) fant ut i sitt arbaidet gen kaltzcDi S. pneumoniaeoder for
proteinet CzcD som er involvert i Zraresistens. CzcD beskytter mot hgye nivaer a4 Bas
cellen ved a virke som en utstrgmmingspumpe foi* Zibakterien. | tillegg responderer
promoteren tilczcD (Pezep) pa konsentrasjonen av andre metallioner, og Gegfdlerer ogsa
konsentrasjonen av disse. Transkripsjon #mofPeguleres av regulatoren SczA, som videre
induseres av Zn, Co?* og NP*. En sekvensanalyse gjort av Kuipers et al. (2003te at
oppstreams for Bco befinner det seg sju baser, etterfulgt av en gedimsekvens.
Palindromsekvensen og de sju basene utgjgr sammgw In Rett nedstrems forcfb finnes

et motiv 2, som er identisk til den andre halvdederpalindromsekvensen. Motiv 1 og motiv 2
er illustrert i Figur 1.3. Videre fant Kuipers dt €007) ut at fraveer av 2hvil fare til at
regulatoren SczA binder til motiv 2 nedstrgms fexd® Denne bindingen farer til blokkering

av Rzcp, 0g en polymerase vil bli hindret i & binde ognslaribere fra Beo. Dersom ZA* er
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tilstede i cellen vil ZA" binde SczA, som videre farer til at SczA bindettima. Bindingen til
motiv 1 farer til aktivering av transkripsjon fraz&(Kuipers et al. 2007). Dette er illustrert i
Figur 1.3.

Zn?*-systemet kan benyttes til studier av essensialeey Ved & sette inn en kopi av det
essensielle genet bak-&» kan man ved tilsetting av Zhioner i mediet drive transkripsjon fra

Pczen. Slik uttrykkes en kopi av det essensielle gekaipsk, noe som tillater fijerning av det

native genet fra genomet. Dermed kan man konteoliirykket av gnsket gen ved tilsetting av
Zn?* (Veening et al. 2009).

- Znt* [ . X Repression
e —

Motif 1 Matif 2

Pl
e L_ == AeSvelion

Figur 1.3 Oversikt over hva som skjer i Zr#*-systemet ved fraveer av Z#* og ved tilgang pa Zg*i S.

pneumoniae Pilen definerer B:n Den svarte ovale sirkelen illustrerer en DNA polyaser;, og den gra sirkelen
viser SczA. Figurkilde: Kuipers et al. (2007)

Hgye nivaer av Zi kan som tidligere nevt fare til skader og i verfa# lysis hos en
bakteriecelle. Dette er fordi sink kan reagere rttedler og dermed blokkere essensielle
reaksjoner i cellen (Hantke 2005). Metallioner som* er som tidligere nevnt, ofte essensielt
for mange regulatoriske proteiner og enzymer. @mn#terfor viktig for cellenes funksjoner og
er en viktig faktor for mange av cellens reaksjoimtte gjgr at Z#t kan aktivere uttrykk av
flere gener enn det som befinner seg bakoRKuipers et al. 2008; Veening et al. 2009).
Dermed kan dette gjgre at systemet ikke er optiforktudier av essensielle gener. SideftZn
ved hgye konsentrasjoner kan fare til lysis avecelVil det fare til at konsentrasjons-spennet
av Zre* som kan benyttes er begrenset. Likevel h&t&ystemet vist & vaere et egnet system

for studier av essensielle gener.
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1.4 Det heterologe promotersystemet ComRS

1.4.1 Kompetanseregulering med ComRS-systemet

| Streptococcus thermophilu$treptococcus salivariugbegge fra salivarius-gruppen) og
Streptococcus mutanBnnes det naturlig et kompetansereguleringssyskah ComRS-
systemet. Dette systemet bestar av transkripsjgust®ren ComR, dens induserpeptid ComS
0g promoteren Bmx, jf. Figur 1.4. ComS tas opp i cellen via membramtet Ami-transporter.
Inne i cellen binder ComS til bindingssetet i ComBenne bindinger fgrer til en
konformasjonsendring av ComR, som igjen gir akinggrav ComR (Fontaine et.&2010).
Aktivert ComR farer til transkripsjon fra promotesem bestar av en ECom-boks. Denne
ECom-boksen bestar av to «inverted repeatsmxRar en slik ECom-boks, og aktivert ComR
vil transkribere gener herfra. GereamXbefinner seg bakcdbhnx 0g koder for ComX. | likhet
med kompetansesystemeSi pneumonia®mtalt i avsnitt 1.1.2, stdA ComX ogsa her for
transkripsjon av sene kompetansegener. Genet sdar kor Pre-ComScpom$ har ogsa en
ECom-boks i sin promoter og vil aktiveres av CorbiRrmed dannes en autokatalytisk loop
hvor Pre-ComS omdannes til modent ComS og sendas atllen (Fontaine et al. 2010).
ComRS-systemet er ikke beslektet med ComCDE-systdfneillustrasjon av systemetS.

thermophiluser vist i figur 1.4.

1.4.2 Peptidet ComS

Pre-ComS syntetiseres som et propeptid pa 24 agrEoen modne native sekvensen av
ComS bestar av de siste 11 C-terminale aminosy(@uenSa-24 NH2-IAILPYFAGCL-
COOH) og er et hydrofobt peptid (Gardan et al. 20D@t vist av Fontaine et al. (2010) at en
versjon pa 8 aminosyrer gir full aktivering av Comdraktivitet: Com$-24 NH2-LPYFAGCL-
COOH Ved alanin-scanning (der hver aminosyre trinnvesijttet ut med alanin, bortsett fra
i posisjon 21 som ble byttet ut med glycin) fantntane og medarbeidere (2013) ut at
aminosyrene i posisjon 19, 20 og 24 var kritiskéorhold til bindingen til ComR. De
oppsummerte med at det var to krav til struktur @mmS*-aktivitet. Den farste er at det i
posisjon 19 og 20 ma det veere aromatiske aminosigtede. Det er ogsa vist at det i posisjon
24 er en konservert leucin, men at leucinet ogsabyates ut med enten isoleucin eller valin
(Fontaine et al. 2013).

10
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Figur 1.4 Visualisering av det native ComRS-systemetd. thermophilus Figuren illuserer
kompetansesystemet ComRS.ithermophilusned dens komponenter, samt den genetiske sekvenshd®
Peomx0g ECom-boksen. Figuren viser ComS, Ami-transportege@omR. Den viser ogsa aktivert ComR og at
denne aktiveringen farer til transkribering@mSog comX,som igjen farer til transkribering av de sene
genene. Figuren er lant med tillatelse av Dr. KalieHe Berg.

1.4.3 Transkripsjonsregulatoren ComR og aktiveringred ComS

ComR er et Rgg-lignende protein. Rgg-proteiner [Eleuchot et al. (2011) beskrevet som en
«stand-alone» transkripsjonell regulator hos Grasitiye bakterier med lavt G-C-innhold. De
er typisk bygd opp av et Helix-Turn-Helix DNA-binade domene i N-terminal ende og en
konservert C-terminal ende (Fleuchot et al. 200\ det er en direkte interaksjonen mellom
ComS* og ComR er ikke bevist, men det er bevidbiatingen skjer i C-terminal ende av
ComS* (Mashburn-Warreet al. 2010). For medlemmer av Rgg-familien enasttat det skjer
en konformasjonsendring ved Helix-Turn-Helix-del@d binding av det aktiverende peptidet.
Det er denne konformasjonsendringen som gjgr atitgfien til ECom-boksen gker (Declerck
et al. 2007; Ferain et al. 1996). Denne konfornresgadringen er ikke vist direkte for ComR,
men den er vist i andre homologe regulatoriskeigeptDermed kan man spekulere i om denne

konformasjonsendringen ogsa skjer for ComR (Foatgiral. 2010).

11
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1.4.4 ComRS som et heterologt promotersystensi pneumoniae

Basert pA ComRS-systemet utviklet Berg et al. (@1 fjen-depletionsystensi pneumoniae
Hensikten med dette systemet er a studere essemngaker hos pneumokokker. Dette systemet
ble introdusert iS. pneumoniasitt genom ved atomRog Romx ble klonet inn pa ngytrale
omrader. | tillegg ble en 8-aminosyre lang versgmnComsS (her kalt ComS*) syntetisert il
bruk som induser (Berg et al. 2011). For illustwaspg oversikt over ComRS-systemes.i

pneumoniaeises det til Figur 1.5.
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Figur 1.5 lllustrasjon av ComRS-systemet 5. pneumoniaeFiguren viser oversikt over ComRS-systemet
utviklet i S. pneumoniad.ysgule rundinger indikerer syntetisk ComS*. Densynderen illustrerer
membranbundet oligopeptid permease. Rad runding iretikkomR og grgnn runding med lysegul runding
indikerer ComR aktivert av ComS*. Figuren er lantnilatelse av Dr. Kari Helene Berg.

Ved bruk av ComRS-systemet til studier av essdesieiner vil fgrst en kopi av det essensielle
genet settes inn nedstrams for den induserbaregieoem (RPomy). Syntetisk ComS* som
tilsettes i vekstmediet tas opp av cella og akévgEomR intracelluleert. Dermed aktiveres
transkripsjon av genkopien frad@x Nar en kopi av det essensielle genet uttrykkespisk
muliggjer dette mutagenese eller knock out av dét/e genet. Ved & sla ut og ved mutasjon
av sarbare posisjoner i genomet, vil bakteriecellam overleve dersom ComS* befinner seg
i vekstmediet slik at det essensielle genet freegleittrykkes i cella. &mx er en titrerbar

promoter. Det vil si at uttrykket av genet nedstsevil variere med og reflektere mengden

12
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induser som finnes i mediet. Fordelen med en dlilkerbar promoter, er at man da kan
kontrollere uttrykket av et gen, og slik bestemrheilken grad det skal uttrykkes. Siden ingen
komponenter i ComRS-systemet har naere naturligeolom@r iS. pneumoniaéBerg et al.

2011), vil ikke regulering av genuttrykk pavirkele&unksjon.

| studiet til Berg et al. (2011) ble genet som koide enzymet luciferaseauc) transformert inn
nedstrgms for &mx (Pcomx:luc) mellom kapselgenenespN og cspQ Genet som koder for
ComR og dens native promotercdf® ble satt inn i Ami-locuset. | tillegg ble en sgtisk
konstitutiv promoter (B satt inn oppstrams forcghrfor & gke transkripsjonen @omRog
dermed gke uttrykket fra cfhx (Berg et al. 2011; Johnsborg & Havarstein 2009a).
Organiseringen aecomR(med promotere) ogchhxi S. pneumoniaer vist i Figur 1.7. Ami-
locuset er et naytralt omrade i genomet. Det afifatrdet inneholder en degenerert transposase
(sprl70). S. pneumoniakar native oligopeptidpermeaser som tar opp CongSramsporterer
det over membranen og inn i cellen. Av den grurnikite Ami-transportersystemet satt inn i
S. pneumoniaegenom. ComS* binder og aktiverer ComR intracelltla®omR vil igjen
aktivere transkripsjonen auc som er lokalisert bak cBx Enzymet luciferase spalter D-
luciferin (tilsatt til medium) til oxyluciferin. Satidig med denne reaksjonen vil lys eksiteres.
Lyset som eksiteres kalles luminescens og kan niflekte som Relative Light Units (RLU).
Transkripsjonsraten duc reflekteres altsa av luciferaseaktivitet som makss lysintensitet i
RLU.

]
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Figur 1.6 Oversikt over ComRS-systemet iS. pneumoniae Figuren viser konstruktenec.Rx:luc og
P1::Peomr:cOmR Nederst vises sekvensen til ECom boksencggPP:omrer den native ComR-promoteren, og P1

er en syntetisk konsitutiv promoter. Figurkilde: et al. (2011)

13



Introduksjon

Videre studier viste at konsentrasjonen av Com$ekterte den malte luciferaseaktiviteten.
@kt konsentrasjon av ComS* farte til gkt aktiviget luciferase (Berg et al. 2011). Dette tydet
pa at systemet hadde titrerbare egenskaper avhandignsentrasjonen av ComS*. Dette ble
vist ved at det ble konstruert en dobbel knockaugenendicD1 oglicD2 (AlicD1 AlicD2).
Dette er gener som bidrar i teikoinsyresynteseavderet av begge disse genene samtidig er
letalt for cellen, fordi pneumokokkene ikke kan sekuten disse teikoinsyrene. Cellen
overlever imidlertid dersom ett av genene er &tist(Zhangt al. 1999). Ved 4 tilsette ComS*
til vekstmediet og dermed uttrykkieD1 ektopisk fra Bmx ble det mulig & sla ut begge de
native genene. Hvilken konsentrasjon av ComS* sartef tii normal morfologi og
veksthastighet, ble sammenlignet med en villtypm $ortsatt hadde begge de native genene
inne. En depletion ble satt opp hvor ComS* blerfgerfra mediet, og en 2-fold fortynningsrekke
forte til at uttrykket avicD1 ble gradvis redusert. Det tok mellom fire og femer far fierning

av ComS* ga utslag pa veksthastigheten. En mubg & at degradering av intracelluleert
ComS* er en ganske langsom prosess. Dette visiestgmet var egnet til & deplete essensielle
gener, vist vedicD1 i enAlicD1 AlicD2-bakgrunn (Berg et al. 2011).

Senere gjorde Berg et al. (2013) et depletionfolsak de essensielle gengugp2bog pbp2x
ble gradvis depletet fra cellen. Kell et al. (1998 vist atpbp2b og pbp2xer blant de
essensielle geneneS. pneumoniaeOgsa i dette eksperimentet ble de essensiellengen
depletet relativt langsomt fra cellen. Dermed fiklan gradvis se hvilke og hvor store
konsekvenser mangelen pa PBP2b og PBP2x fikk farfalegien og veksthastigheten pa
cellene. Disse resultatene viste at ved depletid?BP2b endret celles morfologi ved at cellene
hadde en linselignende form og vokste i kjeder. |[Elgm av PBP2x ga celler med en
sitronlignende form som ikke vokste i kjeder. Dadteresultater som for fgrste gang viser at
PBP2b er involvert i perifeer celleveggsyntese, dg PBP2x er involvert i septal

celleveggsynteseS. pneumoniaéBerg et al2013).

1.5 Méalet med oppgaven
Denne oppgaven bestar av to deler. | den farsendal oppgaven var malet & forsgke og

optimalisere ComRS-systemet ved a undersgke anduserpeptider som var modifisert med
utgangspunkt i ComS*. Med dette peptidet var dekelig & oppna godt genuttrykk med en
titrerbar range, men som eksempelvis ble bruttrasklere og lettere ble tappet fra cellen. Pa

den maten kunne man kanskje oppna en raskere ofplisézndig depletion.
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| den andre delen av oppgaven var formalet a safignenComRS-systemet og Zrsystemet

i S. pneumoniaeDet var av interesse a undersgke maksimalt uttfiykkruk ved overuttrykk
av gener), titrerbar range, konsentrasjon som agfivihuttrykk og pavirkning av induser pa
cellen for & finne ut om induseren innvirker palefehksjoner. Det var ogsa interessant a
sammenligne i hvilkken grad systemene egnet seg dgpletion i forhold til
utgangskonsentrasjon, hvor raskt induser tappeseftan og om depletion skjer raskere med
det ene systemet enn det andre. Fordeler og ulemeeémraktisk bruk for begge systemene

ble ogsa vurdert.
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2. Materialer

2.1 Stammer avS. pneumoniaeg plasmider

Tabell 2.1 Oversikt ovelS. pneumoniastammer og plasmid brukt i dette arbeidet med eglev

genotypebeskrivelse

Stammenavn/plasmid Genotype/relevant karakteristikk Referanse/kilde

S. pneumoniae

RH1 Aegb::spg EnR, Sp& (Johnsborg et al. 2008)
RH425 R704, men Shved transformation (Johnsborg &
gﬁg CP1200 kromosomalt DNA, Ery Havarstein 2009a)
SPH130 comRi Ami-locus, Romx:luc, KarR (Berg et al. 2011)
SPH158 SPH157, menlytA::Spg, (Berg et al. 2013)
Peomx:pbp2h Sni, Sp&
SPH165 SPH164, menlytA::Sp9g, (Berg et al. 2013)
Peomx:pbp2x Snf, Sp&
Plasmid:
pJWV101 Beerer promoterenr:k. TefR Gave fra Veenig-

gruppen (Veening et al.
2014).

Tabell 2.2.Oversikt over mutanter konstruert i dette arbeided deres genotypebeskrivelse og en kort

beskrivelse av hvordan de ble konstruert.

Stammenavn Genotype/relevant Konstruksjon
karakteristikk

KW10 RH425, men plasmidet KW10 ble konstruert ved & transformere RH425
pJWV101 i bgaA-locus, med plasmidet pJWV101 inn i bgaA-locus ved
EryR, Snf, TeR selektering pa Tet.cRpble dermed satt inn og

TefR ble ervervet.
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KwW11 KW10, men KW11 ble konstruert ved & transformere inn en
Pczenijanus EnR, Januskasett nedstrgms fegcBi KW10. KarR
KarR, Tef® ble ervervet.

KwW12 KW11, men KW12 ble konstruert ved & transformere KW11
Ajanus:luc, EnR, Sn®, medAjanus:luc.
Tef

KW14 KW11, men KW14 ble konstruert ved a transformere KW11
Ajanus:pbp2x,EryR, medAjanus:pbp2x.
Sni, Tef

KW15 KW14, men KW15 ble konstruert ved & transformere KW14

Apbp2xt:janus, Enf,  medApbp2x::janus. Kar® ble ervervet.
Tef, KarR

2.2 Sekvenseringsprimere

Tabell 2.3 Oversikt over sekvenseringsprimere som ble brukt edetieidet med nukleotidsekvens og

beskrivelse
Primer-  Oligonukleotidsekvens (5°-3") Beskrivelse Referanse
navn
kbh260  GAATCCTATGTAAGAGAGCAAC 400 bp nedstrgms fra Dr. Kari
start forpbp2x Helene Berg
khb261  CTGGCAACAACGCAACGAC 900 bp nedstrgms fraDr. Kari
start forpbp2x Helene Berg
khb262 GGATTTCAGTGACCCAGACG 1400 bp nedstrgms friar. Kari
start forpbp2x Helene Berg
khb263  TCTTCAAACAACAGCTAAGGC 1900 bp nedstrgms frdr. Kari
start forpbp2x Helene Berg
2.3 Primere

Tabell 2.4 Oversikt over primere som ble brukt i dette arbeidet! oligonukleotidsekvensen samt en kort
beskrivelse.

Primer-  Oligonukleotidsekvens (5°-3) Beskrivelse Referanse

navn
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Rpsl41l.R CTTTCCTTATGCTTTTGGAC

gs64

khb417

kw6

kw9

kw10

kw13

kw16

kw17

kw19

kw20

kw21

GATTAACTAATAAGGAGGACAAA

CGTTTGATTTTTAATGGATAATGTG

CACATTATCCATTAAAAATCAAA
CGTTTGTCCTCCTTATTAGTTAAT

GATTAACTAATAAGGAGGACAAA
CATGAGATCCGCCAAAAACATAA

TTATGTTTTTGGCGGATCTCAT
GTTTGTCCTCCTTATTAGTTAAT

TACGGCGGTCAATGTTAGTC

CAGACATGGCCTGCCCGGT

GTCCAAAAGCATAAGGAAAG CT

TGAATACAACTTCAACTCTC

GGCGGAAAGCCCAAATTGTAA
CTTGAATACAACTTCAACTCTC

GATTAACTAATAAGGAGGACAAA
CATGAAGTGGACAAAAAGAGTAA
TC

Reversprimer for
Januskassetten
Luc.R

Pbp2x.R

Binder forward i

Johnsborg
et al. 2008
Dr. Gro
Stamsas
Dr. Kari
Helene berg
Dette

Janus. Har overheng arbeidet

i PczeD

Binder revers i Ben.

Dette

Har overheng i Janusarbeidet

Binder forward iluc.

Har overheng i 8o

Binder revers i Bcn.

Har overheng luc.

Binder ca. 600 bp
oppstrgms for 8o
Binder revers i GFP
i pPJWV101.
Binder ca. 480 bp
forward i GFP i
pJWV101 Har
overheng i Janus
Binder ca. 480 bp
forward i GFP i
pJWV101. Har
overheng iuc.

Binder i forward

Dette

arbeider

Dette

arbeidet

Dette
arbeidet
Dette
arbeidet
Dette

arbeidet

Dette

arbeidet

Dette

pbp2x Har overheng arbeidet

i PczchD.
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kw22 ATTACATTAACTTTAGGAGACTA Binder ca. 480 bp  Dette
ACTTGAATACAACTTCAACTCTC forward i GFP. Har arbeidet
overheng pbp2x
kw23 GATTACTCTTTTTGTCCACTTCAT Binder revers i Bco. Dette
GTTTGTCCTCCTTATTAGTTAAT Har overheng i arbeidet
pbp2x

2.4 Peptider

Tabell 2.50versikt over peptider brukt i dette arbeider rilsrende aminosyresekvens og stocklgsning. Det

er ogsa beskrevet lgseligheten av enkelte av peptidshé/ NaAc.

Peptid Stamme Aminosyresekvens Stock- Produsent
(NH2 > COOH) lgsning
CSP-1  S. pneumoniae EMRLSKFFRDFILQRKK 100 pg/ml
R6

ComS* LPYFAGCL 500 uM Genosphere
Biotechnologies

S1 LPYYAGCL 500 pM Genosphere
Biotechnologies

S2 LPYFAGVL 500 pM Genosphere
Biotechnologies

S3 LPYFAGSL 500 uM Genosphere
Biotechnologies

S4 LAYFAGCL 250 uM Genosphere
Biotechnologies

M1 MGLDWWSL 500 pM Genosphere
Biotechnologies

V1 VPFEMIYY 250 uM Genosphere
Biotechnologies

S5 LAFFAGCL 250 uM Genosphere
Biotechnologies

S6 LAYYAGCL 500 uM Genosphere

Biotechnologies
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S7 LTYFAGCL 500 uM Genosphere
Biotechnologies
S8 LGYFAGCL 500 uM Genosphere
Biotechnologies
S9 LVYFAGCL 250 uM Genosphere
Biotechnologies
S10 LNYFAGCL 250 uM Genosphere
Biotechnologies
S11 LDYFAGCL 500 uM Genosphere
Biotechnologies
S12 LKYFAGCL 500 pM Genosphere
Biotechnologies
S13 SGSGSLAYFAGCL 250 pM Genosphere
Biotechnologies
S14 SGSGSLVYFAGCL 250 uM Genosphere
Biotechnologies
S15 LPYFAGC 500 uM Genosphere

Biotechnologies

2.5 Molekylvektstandarder, enzymer og nukleotider

Tabell 2.6 Oversikt over molekylvektstandarder, enzymer odeutider som ble benyttet i dette arbeidet.

Navn Stock- Produktnummer  Produsent
konsentrasjon

1 kb DNA ladder 50 ng/ul i N3232 New England
loadingbuffer og BioLabs® Inc.
MQ-vann

dNTPer 10 uM 4026 Takara

LytA 5 mg/ml

Phusion™ High-Fidelity 2,0 U/ul MO0530 New England

DNA Polymerase BioLabs® Inc.
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2.6 Antibiotika
Tabell 2.7 Oversikt over antibiotika brukt i dette arbeid#gres konsentrasjon av stocklgsning og

brukskonsentrasjoner for selektiv dyrking.

Antibiotikum  Stocklgsning Brukskonsentrasjon Produktnummer Leverandgr

Kanamycin 100 mg/mi 400 pg/ml K4000 Sigma Aldrich
Streptomycin 100 mg/mi 200 pg/mi S6501 Sigma Aldric
Tetracyclin 12,5 mg/ml 0,2 pg/ml T7660 Sigma Altiric
2.7 Kit
Tabell 2.8 Oversikt over Kit brukt i dette arbeidet med kantkiaring av bruksomrade, produktnummer og
produsent
Navn Bruksomrade Produktnummer Produsent
NucleoSpin® Gel Rensing av DNA fra 740609 Macherey-Nagel

and PCR Clean Up agarosegel

2.8 Dataprogrammer

Tabell 2.9 Oversikt over dataprogrammer som ble brukt i detteidet med en kort beskrivelse av deres

bruksomrade.
Dataprogram  Bruksomrade Tilgjengelig fra
BioEdit Redigering av http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
sekvenseringsresultater
ClustalWw?2 Analyse av http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
sekvenseringsresultater
Reverse Reverskomplementere http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.
Complement DNA-sekvenser html
2.9 Kjemikalier

Tabell 2.100versikt over kjemikalier brukt i dette arbeidetdnderes kjemiske formel.

Navn Kjemisk formel Leverandar Produktnummer
Acetonitril CHCN Sigma 34998
Acrylamid GHsNO Saveen Werner B1AC41
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Adenosin

Agar

Agarose

Aktivt kull

Albumin

Ammonium persulfat
(APS)

Asparagin monohydrat
B-mercaptoetanol

Bacto’™ Casitone

Bacto™ Todd Hewitt
Broth

Biotin

Bocillin™ FL penicillin,
sodium salt
Bromfenolbla 1%
Celite

Cholin klorid

D-Luciferin

di-kalium hydrogenfosfat
di-natrium
hydrogenfosfat

Dimethyl sulfoksid
(DMSO)

Eddiksyre

EthylenediaminetetraaceticCioH16N2Na0O9.2H20

acid (EDTA)
Gjeerekstrakt granulert
Glassull

Glukose 20%

Glycin

@oH13Ns04

(NH4)2S20s

ABlsN203.H20
£SO

C10H16N203S
C3oH31BF2NsNaGsS

@H9BrsOsSNa

GH14aNO.ClI

KHPO:

NaeHP Oy

(CHs)2SO

CHCOOH

6H1206
CHsNO2

Sigma A9251

Merk 1.01614.1000
Merk 15510-027
Merck 1.02182.1000
Sigma Aldrich ~ A7906
Sigma A3678
Sigma Aldrich  A4284
Sigma-Aldrich  M6250

BD Diagnostic 249240
Systems
BD Diagnostic 212750
Systems

Sigma-Aldrich 19606
Molecular B13233
probes
Sigma B-5525
Acros Organics 206352500
Sigma C1879
Thermo Fisher 88291
scientific
Merck 1.05104.1000
Merck 1.06580.1000
Sigma Aldrich  D5879
Merck 1.00063.2500
VWR 20.296.360
Merck 1.03753.0500

Sigma G4649
VWR 101176K
Merck 1.04201.1000
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Glyserol

Jernsulfat heptahydrat
Kalsium klorid dehydrert
Kalsium panthothenat
Kobbersulfat pentahydrat

L-Aspargine monohydrat

L-Cystein Hydrochloride CsH7/NO2S.HCI.H:O

Monohydrat
L-Glutamin
L-Tryptofan
Mangan(ll)-klorid
tetrahydrat
Metanol

Metanol for HPLC

Natriumacetat

Natrium di-hydrogenfosfat

Natrium pyruvat
Nikotinsyre
Paraformaldehyd
PegGREEN

Pyridoxin hydroklorid
Riboflavin

Saltsyre

Sodium dodecy! sulfat
(SDS)

Sinksulfat heptahydrat
Sucrose

TEMED

Thiamin hydroklorid
Trizma® base
Tris-HCL

Uridin

GHs(OH)s
Fe®7H0
Cagl
168H32CaNeO10
Cua6H0
4E1sN203.H20

C5H10N203
GiHi2NaG:
MnCl2.4H0

CHOH
CHOH
eH3sNaO,
NaiR
GHsNaGs
GHsNO2
(CiD)n

@H11NOs.HCI
Ci7H20N40s

HCI
NaCi2H2s5Qu

ZnSOH0
@H24012
CeH16N2
@H17N4OS.HCI
NH2C(CHOH)3

NH.C(CHOH)3.HCI

CoH12N206

Sigma

Fluka

Fluka

Sigma

Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka
Fluka

Riedel-de Haén

Merck

Sigma

VWR

Merck

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma Aldrich
Peglab (VWR)

Fluka

Sigma-Aldrich
Merck

AppliChem

Fluka
BHD
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

49781
44970
21075
C8731
61240
A8381
30130

49419
93660
31422

1.06009.2500
34885
27650.292
1.06349.1000
P8574
72309
P6148
37-5000
95180
R-7649
1.00317.2500
UN1325

96500

102754C
T9281
67038
T1503

u6382
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2.10 Utstyr

Tabell 2.110versikt over utstyr og maskiner brukt i dette atbemed deres modell og produsent.

Utstyr Modell Produsent
Anaerobe dyrkingsposer AnaeroG¥n Oxoid
Autoklav cv-el 121/ 18L Certoclav
Beholder for anaerob Oxoid
dyrking

Bordsentrifuge | Centrifuge 5424 Eppendorf
Bordsentrifuge Il Centrifuge 5430R Eppendorf
Bordsentrifuge Il Multifuge 3S-R Heraeus
Bordsentrifuge PCR-rar Ministar silverline VWR
Elektroforesekar til Mini-Sub Cell® GT BioRad
agarosegelektroforese

Elektroforesekar til SDS-  Mini PROTEAN ® Tetra BioRad
PAGE elektroforese Cell

Engangskyvetter 759015 Brand
Gass Fireboy

Gass Integra Fireboy

Glasskyvetter 104-QS Hellma
Filter 0,2 uM Sarstedt
Fotoprinter P91 Mitsubishi
Geldokumentasjon GelDoc Biorad

Geldokumentasjon SDS-
PAGE

Inkubatorskap
Inokuleringslupe
Magnetrgrer |
Magnetrgrer |
Mikroskop

Mikroplate-avleser

Mikrotiterplate, 96 brgnner

PCR-maskin |
PCR-maskin Il

Typhoon 8600 Variable

mode Imager

86.1562.010
M22/1

MR3001 K

LSM T-PMT 700

Synergy H1 hybrid reader

3604
PTC-10¢
2720 Thermal cycler

Molecular Dynamics

Termaks
Sarstedt
Framo Geratetechnik
Heidolph
Zeiss
BioTek
Corning
MJ Research, Inc.

Applied biosystem
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pH-meter

Pipetter

Pipetter
Spektrofotometer
Spektrofotometer I
Sprayter til sterilfiltrering
Sterilbenk
Strgmforsyning til agarose
gelelektroforese
Strgmforsyning til SDS-
PAGE elektroforese
Vannbad

Vannbad

Vekt

Vekt for finveiing

Vortexer

PHM210

MeterLab®

Finnpipetter (0,01-10 pl, 10-Thermo scientific

100 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml,

1-10 ml)
612-1684
LKB Novaspec Il
DU 800 Spec

Div volum

Power pac 200

Power pac 1000

7A

TW20

Entris

CP 124 S
Press-to-mix 34524

VWR
Pharmacia
Belkman Coulter
BD Plastif@
KEBO productions
BioRad

BioRad

Julabo
Julabo

Sartorius
Sartorius

Snijders

2.11 Oppskrifter — Dyrkningsmedier, lgsninger og bifere

2.11.1 Dyrkingsmedier

Pre C-medium:
Til 4 liter:

0,045 g L-cystein HCI

8 g Natrium Acetat

20 g Bacto ™ Casitone

0,024 g L-tryptofan

34 g di-kaliumhydrogenfosfat gkiPQy)
MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 4 liter. 150 rak Igsningen ble fordelt pa flasker og

autoklavert ved 129C i 15 minutter. Lgsningen ble oppbevart pa romtemaur.
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C-medium:

Til 150 ml pre C-medium tilsettes:
150 pl 0,4 mM Manganklorid

1,5 ml 20% Glukose

3,75 ml ADAMS Il

110 pl 3% Glutamin

2,25 ml 2% Natrium pyruvat

95 ul 1,5M Sukrose

1,5 ml 2mg/ml Uridin/ Adenosin
1,5 ml 8% Albumin

3,75 10% Gjeerekstrakt
L@sningen ble oppbevart i opptil én dadC4

Zn?*fritt C-medium:

Til 150 ml pre C-medium tilsettes:

150 pl 0,4 mM Manganklorid

1,5 ml 20% Glukose

3,75 ml ADAMS Il uten Sink sulfat heptahydrat
110 pl 3% Glutamin

2,25 ml 2% Natrium pyruvat

95 ul 1,5M Sukrose

1,5 ml 2mg/ml Uridin/ Adenosin

L@sningen ble oppbevart i opptil én dadC4

Todd Hewitt Agar (THA):

For 500 ml:

15 g Todd Hewitt buljong

7,5 g agar

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 500 ml. Lgsningautoklaveres ved 12C i 15
minutter. Ved 60C ble eventuell antibiotika tilsatt mediet til geskonsentrasjon.

Lasningen ble sa stgpt pa skaler og oppbevarstgmaer ved 4C.
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2.11.2 Lasninger og buffere
Lasninger til C-medium:
Gjeerekstrakt
40 g gjeerekstrakt
360 ml MQ-vann
6 ml 12 N/37% HCI
16 g aktivt kull
40 g gjeerekstrakt ble lgst i 360 ml MQ-vann. pHjbktert med saltsyre til 3,0. 16 g
aktivt kull ble tilsatt. Lasningen ble sa rart i dnutter pa magnetrgrer, og oppbevart
pa 4°C i 2 timer. S& ble lgsningen filtrert over natmjom en kolonne pakket med
glassull og celitt. Deretter ble pH justert til 7y&d hgymolar NaOH, og sluttvolum
ble justert til 400 ml. Lasningen ble sterilfiltted ml ble tilsatt til 15 ml-falconrgr og

oppbevart ved -86C.

ADAMS |

0,15 ml 0,5 mg/ml Biotin

75 mg Nikotinsyre

87,5 mg Pyridoxine hydroklorid (oppbevares i kj&bgs)

300 mg Kalsium panthothenate (oppbevares i kjgfgska

80 mg Thiamin hydroklorid

35 mg Riboflavin

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 500 ml og pH jest til 7,0. Deretter ble lgsningen
sterilfiltrert og oppbevart ved %4C.

ADAMS Il — 10X

500 mg Jernsulfat heptahydrat

500 mg Kobbersulfat pentahydrat

500 mg Sink sulfat heptahydrat

200 mg Mangan(ll)- klorid tetrahydrat

10 ml konsentrert HCI

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 100 ml. Lgsningéle sterilfiltrert og oppbevart
ved 4°C.
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Sinkfritt ADAMS |l — 10X

500 mg Jernsulfat heptahydrat

500 mg Kobbersulfat pentahydrat

200 mg Mangan(ll)- klorid tetrahydrat

10 ml konsentrert HCI

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 100 ml. Lgsningele sterilfiltrert og oppbevart
ved 4°C.

ADAMS llI

128 ml ADAMS |

3,2 ml ADAMS Il - 10X

1,6 g Aspargin monohydrate

0,160 g Cholin klorid

0,4 g Kalsium klorid dehydrert

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 800 ml og pH Qlestert til 7,6. Deretter ble
lzsningen sterilfiltrert og oppbevart ved@. Sinkfritt ADAMS lil ble lagd pa
tilsvarende mate, bortsett fra at vanlig ADAMS 16X ble byttet ut med sinkfritt
ADAMS Il — 10X.

Lasninger og buffere til staping av SDS-PAGE geler:

10 % Ammonium persulfat (APS)

0,02 g APS

200 pl MQ-vann

Lgsningen ble laget rett far bruk og burde brulesrae dag.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
30,28 g Tris base ble lgst i 400 ml MQ-vann. Derdile pH justert med HCI til 6,8
og MQ-vann ble tilfart til sluttvolum 500 ml. Lasigen ble oppbevart i

romtemperatur.

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
90,83 g Tris base ble lgst i 400 ml MQ-vann. Deretle pH justert med HCI til 8,8
0og MQ-vann ble tilfart til sluttvolum 500 ml. Lgsmgen ble oppbevart i

romtemperatur.
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10 % SDS
50 ml 20 % SDS ble Igst i MQ-vann til sluttvolumQL@l. Lasningen ble oppbevart i

romtemperatur.

Lasninger og buffere brukt ved SDS-PAGE:

10 x Tris-Glycin Runningbuffer

30 g 0,25 M Tris Base

144 g 1,92 M glycin

50 ml 20 % SDS (1 % v/v)

Sluttvolum ble justert med MQ-vann til 1 liter. Lesgen ble oppbevart ved
romtemperatur. Til SDS-PAGE ble det benyttet 1xwingbuffer.

2x SDS samplebuffer (Laemmli buffer)

1 ml 20% SDS (4 % v/v)

1,176 ml 85 % glyserol (20 % v/v)

1,250 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (0,125 M)

0,1 miB-mercaptoetanol (2 % v/v)

0,01 % bromfenolblatt

Justert til sluttvolum 5 ml med MQ-vann og korttiggbevart pa 4C.

Lgsninger og buffere til agarose-gelelektroforese:

50x TAE (Tris-Acetat EDTA)

242 g Tris base

57,1 ml eddiksyre

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

MQ-vann ble tilsatt til sluttvolum 1 liter. Oppbewag pa romtemperatur. Til
gelstagping og —elektroforese ble 1x TAE brukt.

10x loadingbuffer

2 ml 1% bromfenolblatt (0,13 % Vv/v)
5 ml 50 % glyserol (16,7 % v/v)

8 ml autoklavert MQ-vann.

Oppbevaring ved 4C
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2.5 @vrige lgsninger og buffere

2.5.1 Natriumfosfatbuffer
En lgsning med 1 M Na2HPO4 ble laget ved at 89 #°Rable lgst i 500 ml MQ-vann.

Lgsning med 1 M NaH2PO4 ble laget ved at 69 g #°&d ble Igst i 500 ml MQ-vann.

For & lage 100 mL 0,1 M pH = 7,2 blandes 68,4 nil lla2HPQs med 31,6 mL 1 M
NaH:PQu.

2.5.2 Fikseringslgsning for mikroskopering
7,5 % (w/V) paraformaldehyd lgses i PBS (pH 7,25p4C vannbad. Nar lgst ble 1,8 %
(w/V) glutardialdehydlgsning (i PBS) til sluttkomgeasjon 0,0018 %.

Til 200 ml fikseringslgsning:

7,89 g 95 % paraformaldehyd ble Igst i PBS (pH=7,2)

1,8 % glutardialderhydlgsning ble laget ved a [88@ pl 25 % glutardialdehyd i PBS
(pH7,2), og 1 ml av lgsningen ble tilsatt til pamahaldehydlgsningen. Sluttvolum ble sa
justert til 2700 ml med PBS.400 pl fikseringslgsniig blandet med 1 mL kultur til en
sluttkonsentrasjon pa 2,5 % paraformaldehyd og8%@lutardialdehyd.

Phosphate-buffered Saline (PBS):

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NaHPO,

2 MM KH2POy

| 400 ml MQ-vann ble 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 144gN®O: og 0,24 g KHPOQ: Igst.

pH ble justert til 7,2 med HCI. MQ-vann ble tilsattsluttvolum 1 liter. Lgsningen ble
oppbevart ved 4C.
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3. Metode

3.1 Dyrking og oppbevaring avS. pneumoniae

Kulturer avS. pneumoniable dyrket i flytende dagsferskt C-medium. Foikdiesat cellene er

i eksponentiell vekst og er tilfart ferskt vekstrad etter frysing, dyrkes ofte cellene opp pa
nytt for videre forsgk (cellene «fordyrkes»). Veddyrking av celler ble startkulturer tint opp
og celler spunnet ned med sentrifuge (4000 rpmirG 4PC). Supernatanten ble sa kastet og
cellepelleten lgst i C-medium til gnsket utgangss@Dg dyrket ved 37C. Celletetthet ble
bestemt ved bruk av spektrofotometer og maling ptic@l Density (OD)S. pneumoniabar

en generasjonstid pa ca. 30 minutter. Etter enstitidtepa vannbad eller nar @~ 0,3, ble

cellene hgstet pa nytt og lgst opp til 8- 0,05 far eksperimenter settes opp.

Frysestokker og startkulturer ble laget ved at nmaler fra en tidligere frysestokk ble tilsatt i
C-medium. De fikk vokse pa vannbad til @b~ 0,3, og 50 % glyserol ble tilsatt til
sluttkonsentrasjon 15 %. Bade startkulturene ogefstokkene ble oppbevart pa -80.

3.2 Opplgsing av peptider i natriumacetatbuffer

De fleste peptidene var 8 bp lange og inneholdenraminosyrer som er veldig hydrofobe. De
hydrofobe aminosyrene som finnes hos de flestaqe er leucin, tyrosin, fenylalanin, alanin
og glysin. Alle peptidene ble Igst i 0,1 M natriwsetat (NaAc) med pH 6,2. NaAc ble brukt
som lgsemiddel pa grunn av peptidenes hydrofohisi@Ac har kjiemisk formel C\«LOONa,
noe som gjar det til et hydrofilt lasemiddel songedt egnet til & lgse bade polare og upolare

komponenter. Oversikt over peptidene og deres ayesekvens finnes i Tabell 2.2.

Peptidene ble Igst i det volumet NaAc som ga ettksinsentrasjone pa 500 uM for hvert peptid
(ProtParam ble brukt for a finne molar masse fla péptidene)Eksempelvis ble fgrst molar
masse for S1 bestemt til 899 Mm. Videre ble massepeptidet 0,01 g, delt pa den molare
massen. Dette ga stoffmengde n=1.11*1fol som igjen ble delt pa gnsket konsentrasjon
0,0005 M. Volumet S1 skulle Igses i, ble derme@24l.. Videre ble de fordelt pa 1,5 ml ragr
og oppbevart ved -8tC.

Enkelte av peptidene var tungt Igselige i 0,1 M NaBerfor ble det forsgkt & tilsette mer NaAc
for & se om dette hjalp pa lgseligheten. Det béddgrsakt a lgse opp de tungtlaselige peptidene
i forskjellige lasemidler. De ble forsgkt Igst edanitril (ACN), dimetyl sulfoksid (DMSO) og

metanol i ulike konsentrasjoner. Alle disse kjertidw@e er polare og sterke lgsemiddler som er
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mye brukt for opplgsning av tungtlgselige kompoeer®Peptidene som ble forsgkt Igst med
disse lgsemidlene var blant annet S4 og S9. ggllele det konstruert varianter av peptidene
S4 og S9, som i N-terminal ende hadde residueneGSGfran de @vrige aminosyrene.

Hensikten med dette var & gke lgseligheten tiligepe. Disse peptidene ble kalt S13 (S4-
variant) og S14 (S9-variant).

3.2.1 Bestemmelse av peptidenes konsentrasjon

Som nevnt i avsnitt 3.2 var noen av peptidene \eiggk & lgse opp. Dette gjorde at
konsentrasjonene for de forskjellige peptidene ikkedvendigvis nadde forventet
sluttkonsentrasjon. Derfor ble det brukt flere ndetofor & preve a finne ut av den faktiske
sluttkonsentrasjonen for de peptidene som var mesessante. En metode som ble brukt, var
HPLC (High-Performance_Liquid Chromatography). Betr en metode som separerer
komponentene i en Igsning og kvantifiserer dem (lag2004). Dermed vil peptidene komme
som en topp i en kromatogram hvor man ved a sanigmenied en kontroll hvor man veit
konsentrasjonen, kan bestemme konsentrasjonenpaidgtel lgsningen. Konsentrasjonen ble
ogsa forsgkt malt ved UV i et spektrofotometed A206 og A280 som er de bglgelengdene
proteiner absorberer ved. Ved 280 nm vil de arskataminosyrene i peptidene absorbere,
mens peptidbindingene absorberer ved 206 nm. Vsskdiglgelengden vil de aromatiske
aminosyrene og peptidbindingene i peptidene abserlys, og mengden lys som slippes
gjennom Igsningen vil bli malt. Ved haye konsertmasr vil lite lys slippe gjennom lgsningen,
mens det ved lave konsentrasjoner vil slippe mys [gjennom (Layne 1957).
Spektrofotometeret ble ferst nullstilt med NaAc feptidene ComS*, S4 og S6 ble malt
direkte.

3.3 Luciferase genreporterassay og undersgkelse peptidenes aktivitet

Malsetningen med oppgaven er & se hvordan ulikeéidegp som er varianter av ComS*,
induserer til transkripsjon fra promoterend For & male peptidenes evne til & indusere ble et
reporterassay brukt. Ved & benytte et reportergkrilamx, der genproduktet har en detekterbar
egenskap, kan man male transkripsjonsraten til tgenelette arbeidet ble luciferase
genreporterassay brukt for & male de ulike pepégexktivitet. Luciferasegendug) koder for
enzymet luciferase. Luciferase spalter D-lucifeftiisettes til kulturen) til oxyluciferin.

Samtidig i denne reaksjonen vil lys emitteres. ®etitterte lyset kalles bioluminescens og
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kan males som relative ligth units (RLU) (Fan & Wo2007; Wilson & Hastings 1998). Det
gir et mal pa transkripsjonsraten tilc-genet samtidig som det indirekte gir et mal pa

transkripsjonsraten  til  gnsket gen eller aktivitete tii  aktuell promoter.

3.3.1 Protokoll luciferase genreporterassay

Stammers. pneumonia8PH130 ble brukt. Denne hlac bak Romx Kulturen ble tint opp og
satt til fordyrking (som forklart i avsnitt 3.1) @e37°C til ODsso~ 0,3, fgr de ble fortynnet i
rent C-medium til OBso~ 0,05. Videre ble kultur indusert med aktuelt pbpil @nsket
sluttkonsentrasjon. Sa ble 280 ul indusert kulwertert til en 96-brgnners mikrotiterplate og
tilsatt 20 upl D-luciferin (sluttkonsentrasjon 10 mMPlaten ble sa inkubert i en
mikrotiterplateleser ved 37C hvor avlesning av luminescensen (RLU) og vekdd4d2) ble

malt automatisk. Blank prgve bestod av rent C-nmadiilsatt D-luciferin til 10 mM.

3.4 Vekstforsgk for SPH165
Et vekstforsgk ble satt opp for & se hvordan Wikesentrasjoner av peptidene pavirket veksten

avS. pneumonia8PH165. SPH165 ble satt opp til fordyrking som begét i punkt 3.1 med
0,2 uM av peptidene ComS*, S4 og S6. Videre blefdlds fortynningsrekker satt opp over
12 rgr og indusert med ComS*, S4 og S6 i rent Ciumedned en startkonsentrasjon pa 0,4
UM. 150 ul av hver fortynning ble tilsatt i hvenddrgnn i en 96-br@gnners mikrotiterplate.
Videre ble 150 ul celler fordyrket med de respekfpeptidene (O30~ 0,05) tilsatt i brgnnene
med tilsvarende peptid. Slik ble peptidkonsentrasipi fgrste brgnn 0,2 puM. Videre ble
konsentrasjonen i brgnnene fglgende: 0,13 uM, @N90,06 uM, 0,04 pM, 0,26 pM, 0,02
UM, 0,01 uM, 0,008 uM, 0,005 uM, 0,003 uM og 0,p02. Mikrotiterplaten ble sa inkubert

i plateleseren ved 37 °C. Plateleseren leste av @B automatisk.

3.5 Depletion ved bruk av ComRS-systemet
Depletion er en metode for a studere effektengnadvis tamme (deplete) cellen for produktet

fra essensielle gener. Et essensielt gen er es@arbakteriecellen er avhengig av for & oppna
normal cellefunksjon. Til studier av disse brukeketerologt promotersystem med en ektopisk
promoter som reguleres av en induser. En kopi testensielle genet man gnsker & undersgke,
settes inn bak den regulerbare promoteren. Vedl d slet native genet, vil man kunne regulere

uttrykket av den ektopiske kopien av genet vedsétte gnsket konsentrasjon av induser for
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aktivering av transkripsjon fra promoter. Ved arrje induseren fra vekstmediet, stopper

transkripsjonen av det essensielle genet, og mpnasmendepletion.

| denne oppgaven ble ComRS-systemet (Berg et all)2fenyttet. Her erdnxden titrerbare
promoteren, ComS* er induseren og ComR er transjmsaktivatoren. Man setter opp en
fortynningsrekke av celler som ikke far tilgang®amS* i vekstmediet. | disse fortynningene
av celler er den eneste induseren tilstede, den ongjen intracellulsert. Som nevnt i
innledningen degraderes ComS* sent i cellene. Vsett& opp en fortynningsrekke av celler
oppnar man gjennom celledeling gradvis a tappemelfor resterende intracellulaert ComS*.
Utover i fortynningsrekka vil man derfor se en griaceffekt pa cellevekst og andre fenotyper
av den reduserte genekspresjonen feam®PNar induseren etter hvert nar et kritisk lavtayiv
stopper transkripsjonen av det essensielle gead&tdnxopp og cellen dgr. | dette arbeidet ble
depletion brukt for & finne ut om peptidene S4 @ékBnne gi en raskere depletion av de
essensielle genempbp2xog pbp2benn ComS*. Det ble ogsa brukt for & sammenlign&-Zn

systemet med ComRS-systemet.

«Depletion» er et engelsk uttrykk. | denne sammegée vil det bli brukt for & beskrive en
gradvis nedregulering av ektopisk uttrykk av et.geé grunn av at det mangler et godt norsk
uttrykk som er dekkende for dette, vil «depletidsibbenyttet i denne oppgaven. For ulike

bayingsvarianter av ordet, vil ogsa engelske véeidnli benyttet.

3.5.1 Protokoll depletion

Ved depletion apbp2xble S. pneumoniaeSPH165 brukt, og for depletion @bp2bble S.
pneumonia&PH158 brukt. Stammen SPH165 plap2xuttrykt ektopisk fra Bmxog det native
genet er fijernet fra genometcéx:pbp2x Apbp2xt). Stammen SPH158 habp2b uttrykt
ektopisk fra Bomxmens det native genet er fjernet fra genomeinPpbp2bApbp2hv). Farst

ble startkultur tint opp og cellene ble spunnet wed 4000 rpm i 5 minutter pa %C.
Cellepelleten ble sa lgst opp i rent C-medium genigpunnet ned pa samme mate. Ved dette
trinnet vaskes cellene og ekstracellulzere rest€@@uS* fra startkulturen fiernes. Videre ble
cellepelleten Igst opp igjen i rent C-medium til §83 0,05 og fordelt pa tre rar. Kulturene ble
sa fordyrket med aktuelt peptid ved & tilsette Cn$ eller S6 til en peptidkonsentrasjon pa
0,2 uM og inkubert ved 37C. Nar ODso~ 0,3 ble cellene hgstet og vasket pd samme mate
som forklart tidligere. Videre ble kulturene lggtpoi rent C-medium til OB~ 0,05 og satt

opp i 2-folds fortynningsrekker av celler. Den terfortynningen besto av ufortynnet kultur
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(ODsso~ 0,05), og ble fortynnet 2-fold over 12 rar til oged 2048x fortynnede celler. Oppsettet
er illustrert i Figur 3.1. Hver av rekkene med yortede celler ble delt i to paralleller, hvor en
ene ble indusert med samme peptid til samme korasgom som ved fordyrking. Den andre
parallellen ble ikke tilsatt induser. Fortynningdtene ble sa tilsatt en 96-brgnners

mikrotiterplate og inkubert i en mikrotiterplatetes/ed 37°C og ODw2 ble malt automatisk.

750“, 7501 750pl 7504l 7504 750ul 750ul 750pl 750u1 750pl

BYAYAYAYAVATAYAYA

UWUUUWWW

750u|

4x 128x 256x S12x 1024x 2048x

Figur 3.1 2-folds fortynningsrekke av celler for depétion. Denne figuren illustrerer oppsettet ved
cellefortynninger som ble satt opp ved ulike deplétmspk. Farst ble celler av gnsket kultur vasket ogogad

til fordyrking med gnsket induserpeptid fra @8- 0,05. Nar OBso~ 0,3 ble celler spunnet ned, vasket og opplast
pa nytt til OD550 ~ 0,05. Fra denne fortynningerceNer, ble de fortynnet ytterligere i en tofoldstinningsrekke

til og med 2048x fortynnede celler.

3.6 SDS-Page og Bocillin-merking av PBPer

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamid_geletdrese) er en metode som brukes til
a separere proteiner etter stgrrelse. Gelen damdest akrylamidmonomerer polymeriserer til
lange kjeder og videre krysslinkes. Polymerisenmger katalysert av N, N, N’, N’-
tetrametyletylendiamin (TEMED) og N, N’-metylen-bigylamid gjar at krysslinkingen skjer.
Ammonium persulfat driver polymeriseringen med fhjal/ frie radikaler. Separasjonsevnen
avhenger av porestgrrelsen i gelen, og porestgrrelshenger igjen av konsentrasjonen av

akrylamid.

Pragvene i en SDS-PAGE separeres vertikalt gjenneleng Far amplifisering pa gelen, ma
prgvene prepareres med en sample buffer. Sampéebnffoestar av Tris-HCL (pH 6,8),
bromfenolblatt, glyserol, SDS digmerkaptoetanol. Bromfenolblatt er et fargestofhaigrerer
sammen med prgvene i gelen slik at man ser hvgt wvene har vandrgtz=merkaptoetanol
reduserer intra- og intermolekylaere disulfidbindindgSDS er en anionisk detergent som binder

til proteinene og @delegger deres tredimensjortaldtsir. Prgveprepareringen foregar pa ca.
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95 °C, som ogsa bidrar til & denaturere proteinene.aearingen av proteinene gjor at de
separeres etter stgrrelse og ikke etter struktimdiBgen av SDS skjer uavhengig av
proteinsekvens og gjgr at proteinoverflaten faratiegadning. Slik vil proteinene vandre mot
positiv pol nar strgm sendes gjennom gelen/syste®gn SDS-bindingen skjer uavhengig av
proteinsekvensen, vil store proteiner ha stgrreatiedpadning enn sma og vil vandre kortere
enn sma proteiner som migrerer lettere gjennomneorgelen. Proteinene kan visualiseres i
gelen pa flere mater. | dette arbeidet var heesikt visualisere PBP2b for & se hvordan
proteinmengden gradvis ble depletet gjennom foitygsrekken. Derfor ble proteinene merket
med det fluorescerende penicillinderivatet Bocilib. Bocillin FL vil pa linje med andre
penicillinerp-laktamer binde til PBPer som PBP2x (Zhao et al99)9 Styrken pa
fluorescenssignalet vil gi en indikasjon pa menggeatein i prgven. Penicilliner er et
konkurrerende substrat for PBPene. Dette gjgr &Bfeene bindes opp til penicillin og ikke til
peptidoglykan og celleveggsyntesen stopper opp.

3.7.1 Protokoll SDS-PAGE av Bocillin-merkede praver

Forst ble en bakteriekultur satt opp som beskresesnitt 3.5 med SPH158 ddx:pbp2h.
Deretter ble en depletion satt opp for hver kulardyrket pa hvert peptid i volum pa 15 ml i
en 2-folds fortynningsrekke av celler over 12 iipog med 2048x fortynnede celler. 1 tillegg
ble det satt opp en positiv kontroll bestaende xafottynnede celler indusert med 0,2 uM av
tilsvarende peptid. 300 ul av hver av cellefortyiggne, samt kontrollen, ble overfart til en
mikrotiterplate og inkubert i plateleser ved 87 hvor ODi2 ble lest av hvert 5 minutt for &
falge veksten. Det resterende av fortynningsrekkenkontrollen ble inkubert i varmeskap pa
37°C. Nar ODBsofor hver av fortynningene nadde tilnzermet 0,2&,16) ml av prgven spunnet
ned ved 4000 rpm i 5 min p&°€. Videre ble cellepelleten Igst i 100 ul Natriusfttbuffer
(0,1 M, pH= 6,2). Deretter ble cellene lysert vidsketting av LytA til en sluttkonsentrasjon pa
25 pg/ml og inkubert i vannbad pa %2 i 5 minutter, far de ble fryst og oppbevart v8a 2C.

Bocillin FL ble lgst i metanol til en bruksstock pquM. Videre ble prgvene tint opp og tilsatt
Bocillin FL til sluttkonsentrasjon 3,3 uM, far deebinkubert pa vannbad pa 3C i 30 minutter

for innmerking. | tillegg til pravene fra depletioppsettet og den positive kontrollen, ble ogsa
en villtypestamme RH1 preparert pa samme mate.tleefgle 2x SDS samplebuffer tilsatt i

forholdet 1:1, og prgven inkubert i vannbad pd@6i 10 minutter. Pa forhand var en 10 %
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separasjonsgel med stackinggel stgpt og sattmlarrunning buffer. 10 pul av hver prgve ble
applisert pa gelen. Det ble benyttet en spennin§¥ inntil prevene hadde migrert ut av
stackinggelen, fgr de videre ble separtert ved \1&D loadingbufferen hadde migrert ut av
gelen. Deretter ble de separert ytterligere 1,®tipgé 160 V. Til slutt ble det fluorescerende
signalet i gelen visualisert i Typhoon 8600 Var@alhode imager (Molecular dynamics,
Amersham Pharma Biotech) hvor alle de 6 PBPen&hpaeumoniable visualisert. Bocillin
FL eksiterer emmitert lys som kan males ved bgtgglen ca. 530 nm (Zhao et al. 1999).
Innstillingene som ble brukt var fglgende - Acquiisi mode: Fluorescence. Fluorescein Filter:
526 sp. 800V. Pixel size: 100. Laser: Green 532 nm)

3.7 Mikroskopering

Mikroskopering ble i dette arbeidet brukt for aose forventet fenotype, som falge av lavere
nivaer av PBP2b i cellene ble oppnadd (Berg e2@13). Hensikten var & sammenligne nar
fenotypen inntraff for celler som var depletet 8¢, sammenlignet med tilsvarende fortynning
av celler som var depletet for ComS*. En positintoll for hver av depletionforsgkene ble
ogsa mikroskopert. Disse var indusert med henh@dy2 uM S4 eller 0,2 uM ComS*. Far
mikroskoperingen ble en depletion satt opp somreesk i avsnitt 3.5. | tillegg til & sette opp
fortynningsrekker i mikrotiterplaten, ble en pae#lifortynningsrekke satt opp i r@r, og inkubert
i varmeskap pa 37C. Nar ORso~ 0,3 ble 1 ml celler tatt ut og tilsatt 400 pldékingslasning
for & stanse biologiske reaksjoner, bevare morfadgggjere prgven stabil. Dette er altsa en
kjiemisk fiksering hvor de protein-krysshindende ge@sene paraformaldehyd og
glutardialdehyd blir benyttet. Videre ble cellem&tibert en time pa is, far de ble oppbevart i

kigleskap fram til mikroskopering. For mikroskopeyi ble lysmikroskop brukt.

3.8 Inhiberingsforsgk

Det ble satt opp forsgk for & finne ut om peptistEn ikke induserte transkripsjon av genet bak
Pcomx kunne konkurrere om bindingssetet til ComS*, agnaed inhibere eller redusere
transkripsjonen av genet selv om ComS* var til stektiviteten ble ogsa her malt ved uttrykk
av luciferasegenet og luminescens (se avnistt B@%t bleS. pneumonia8PH130 dyrket opp
og forbehandlet som beskrevet i avsnitt 3.3, masi@aeller indusert med ulike kombinasjoner
av peptider. En kombinasjon hvor bade ComS«ingktivt» peptid var tilsatt fra start, en hvor

kun ComS* var tilsatt fra start og «inaktivt» pephble tilsatt etter ca. 30 minutter (@R~
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0,15), og til slutt en hvor gnsket «inaktivt» pdpbie tilsatt fra start og ComS* tilsatt ca. 40
minutter etter inkubering (Qdgz~ 0,15).

3.9 PCR med Phusion DNA-polymerase

3.9.1 Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en metode fatrmamplifisering av DNA-fragmenter.
For & kunne amplifisere DNA ved hjelp av PCR, temgnan DNA polymerase,
deoxynukleotidtrifosfater (dNTP), oligonukleotidprere med en ledig 3' OH-ende som
hybridiserer til et templat-DNA, og buffer som opftholder pH i reaksjonslgsningen. | tillegg
til dette ma ingrediensene gjennomga ulike trinm searierer i tid og temperatur. De
tidsbestemte variasjonene i temperatur skjer auisknaen PCR-maskin. | det fgrste trinnet
denatureres dobbeltradig templat-DNA, slik at etetttradig templat blir tilgjengelig. Dette
skjer ved en temperatur pa 98. Lengden av dette trinnet varierer med hvilkgretyemplat
som brukes. De ulike templatene som kan benyttésler celler, genomisk DNA isolert fra
celler, plasmider eller tidligere PCR-produkter. iMtxenger 100-200 ng DNA per 50 pl
reaksjon. | neste trinn skjer hybridiseringen awmerene. Primerene er designet for a
hybridisere med de komplementeere sekvensene samkeflr det omradet som skal
amplifiseres. De er ogsa designet til & hybridise 60°C. | neste trinn justeres temperaturen
til 72 °C. Det er ved denne temperaturen DNA-polymerasekeni og elongeringen av
templatet skjer ved pasetting av dNTPer. Varigheteririnnet avhenger av typen templat,
antall basepar templatet bestar av og effektivitete polymerasen. Etter at elongeringstrinnet
er ferdig, begynner reaksjonen fra denatureringsétiigjien, og samme prosedyre gjentas 25-
30 sykluser slik at nok kopier av DNA er amplifisefeorien er at antallet DNA-trader
fordobles for hver syklus, altsd far man en eksptiek gkning av DNA-tradene. Nar alle

syklusene er ferdige, senkes temperaturen® 4g reaksjonen er ferdig.

| dette arbeidet ble en PhusfoiDNA Polymerase benyttet. Den er varmestabil og har
polymeraseaktivitet ved €. Denne er mer effektiv og har omtrent 50 gangeere feilrate
enn Tag-polymerase som er en annen mye brukt DNymoase. | dette arbeidet ble Phusion
DNA-polymerase brukt ved amplifisering av DNA-fragmier som skulle anvendes til
transformasjon, og ved konstruksjon av nye DNAAfnagter. Den ble ogsa brukt til screening

av transformanter.
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3.9.2 Overlap ekstension-PCR

Dersom man skal konstruere et DNA-fragment som #kalgjengelig i et templat, kan man
benytte sakalt overlap ekstension-PCR. Dette emetode med flere serier PCR-reaksjoner
hvor bestemte punktmutasjoner eller insersjonezfj@her innfagres i en sekvens (Higuchi et
al. 1988; Ho et al 1989). To eller flere DNA-fragmber settes altsd sammen til ett DNA-
fragment. | dette arbeidet ble overlap ekstensiGRPrukt for & konstruere DNA-fragmenter

hvor Janus-kassetten, luciferasegengtlmgxble satt inn bak &co.

| en overlap ekstesion-PCR ma de DNA-fragmentenesal settes sammen, ha overlappende
3’ender. Disse DNA-fragmentene syntetiseres i BirePCR-reaksjon. Dette gjares ved a bruke
primere som har en hale i 5’ende, og som er komptgésare med hverandre. Altsa vil PCR-
reaksjon nummer 1, ha revers primer med 5’endeeyokomplementeer til 5’enden i forward
primer i PCR-reaksjon nummer to. Dette gir da wdpikter som har komplementaere 3’ender.
I en ny PCR-reaksjon kan disse fragmentene seitemen ved at de overlappende 3’endene
hybridiserer. 3'OH-endene virker da som primer d@n komplementaere traden slik at en
polymerase kan forlenge traden. Et eksempel patkdsgon av et fragment ved hjelp av
overlap ekstesion-PCR er vist i Figur 3.2.

1. PCR-trinn

a e C
S'-flankerende GenX 3" flunkerende
5 T ~
Kand484.F
janus
«—
RpsL41.R

2. PCR-trinn 0
a

—_

5'-flankerende janus
—
RpsL41.R
Kan434.F
—
janus 3'-flankerende
3
3. PCR-trinn G
a
—
5'-flankerende janus 3'flankerende
—

d

Figur 3.2 lllustrasjon av overlap ekstension-PCR som viseinserasjon av en Januskassett i et DNA-
fragment. Pilene illustrerer primere der pilenes retning kedéer 5’ — 3’ retning. Primerne b og ¢ har en hale

5’ende som er komplementser med Januskassettens sekveéns8t efde og er illustrert med en rad strek. | det
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farste trinnet amplifiseres de flankerende sekvensemdigenet bade oppstregms- og nedstrems hver for selg m
sine respektive primere. | andre trinn amplifiseres kaktene 5'-flankerende og janus med primerne a og
RpsL41.R og janus med 3'-flankerende med primerna4Bd.F og d. Slik far man to fragmenter som overlappe
med Januskassetten. | det siste trinnet fusjonerer mam averlappende konstruktene til et PCR-prodekt &
benytte de flankerende primerne a og d. Figureslamstruert fra Song et al. (2005).

3.9.3 Protokoll PCR
Nar man skal sette opp en PCR, er det en ford#tdej pa is. Til en 50 pl-reaksjon ble
falgende brukt (Tabell 3.1):

Tabell 3.1 Viser oversikt over ingredienser og deres forha@d PCR-reaksjon til sluttvolum 50 pl.

Reagens Sluttkonsentrasjon/-volum
X pI MQ-vann Justert til sluttvolum 50 pl
10 pl 5x Phusion® HF-buffer 1x

1 ul dNTP (10 mM) 0,2 mM

2,5 pl forward primer (10 pmol/ul) 0,5 pM
2,5 pl reverse primer (10 pmol/ul) 0,5 uM

X pl templat-DNA 100-200 ng per 50 pl. 2 pl frystestock/cellekultur
eller 1 pl av hvert PCR-fragment som settes
sammen

0,5 pul Phusion® DNA polymerase (2 0,02 U/ul

U/ul)

PCR-reaksjonen ble utfgrt i en PCR-maskin. Progratriste tilpasset det aktuelle templatet,
primerenes smeltetemperatur (Tm) og lengden pa l&detpsom skulle bli amplifisert.

Primerenes Tm 1& pa 6, men maskinen ble stilt inn pa 88 for primerhybridiseringen

(trinn 3 Tabell 3.2). Lengden pa elongeringstrinienn 4 Tabell 3.2) varierte med lengden pa
fragmentet som ble amplifisert. Dersom templatedtioev hele celler eller gDNA, ble det
regnet 30 sekunder per 1 kB. Ved bruk av PCR-fragenesller plasmid som templat, ble det
regnet 15 sekunder per 1 kB. Antallet sykler sonkées, varierer etter som hva formalet med
PCR-reaksjonen er. Ved vanlig amplifisering ble &ler brukt, mens ved screening av

transformanter ble 27 sykler brukt.
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PCR-programmet sa ut som fglgende (Tabell 3.2):

Tabell 3.2 Viser oversikt over de ulike trinnene i en PCR-ggak

Trinn Temperatur og tid
1. Initiell denaturering 94°C, 5 min
2. Denaturering 94°C, 30 sek
3. Primerhybridisering X °C, 30 sek
4. Elongering 72°C, x sek
5. Antallet sykler 25-35 sykKler (repeteres fra trinn 2)
6. Utfylling av ender 72°C, 5 min
7. Midlertidig oppbevaring i PCR- 4°C, 0

maskin

Etter amplifiseringen oppbevares templatene midigrived 4°C.

3.10 Agarosegel-elektroforese

Agarosegel-elektroforese er en metode som brukesgeparere, rense og starrelsesbestemme
DNA-fragmenter. Teorien er at DNA-fragmentene sepes etter stgrrelsen ved hjelp av
elektrisitet. DNA-molekylene migrerer gjennom enasgsegel som er i kontakt med en
elektrode i hver ende. DNA har pa grunn av fosfgiger negativ ladning ved ngytral pH og
vil derfor migrere mot positiv elektrode. DNA-fragmter med fa basepar migrerer lengst i
gelen, mens lengre DNA-fragmenter migrerer kortelstordan DNA-fragmentet migrerer i
gelen, avhenger ogsa av konsentrasjonen av agayeles, altsa porestarrelsen, og spenningen
over gelen. Gelen plasseres i et gelkar som indehdlAE-buffer. Dette er bufferen som leder

strammen, derfor er det viktig at hele gelen arrtkkt med TAE-bufferen.

Agarosegelen tilsettes PegGREEN (Polyethylen G)ydanne binder DNA og fluorescerer
ved belysning med UV. Slik kan man visualisere hvgelen DNA-fragmentet har migrert.
Ved & bruke en molekylvektstandard, kan man besterstarrelsen pa DNAet. Denne
molekylvektstandaren kalles DNA-ladder. En slikdadkan ogsa brukes til grovt & bestemme
konsentrasjonen pa DNA-fragmentet siden mengdesreicens som avgis, er proporsjonal
med den totale massen DNA. Figur 3.3 viser 1 kidéaqdA) og 100 bp ladder (B) fra New
England BioLabs ® Inc.
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Kilobases Mass (ng)

=100 42
-80 42

-60 50
=50 42

- 40 33

-3.0 125

-20 48

-15 36

= - 1.0 42

-05 42

Figur 3.3 1 kb ladder fra New England BioLabs® Inc Bandene indikerer lengden pa DNA-fragment/PCR-
produkt i antall basepar. Styrken pa bandene indikmengden/antall av amplifisert templat. Figurkilde:
https://www.neb.com/products/n3232-1-kb-dna-ladder

3.10.1 Protokoll agarosegel-elektroforese

1 %-gel brukt for separering av PCR-produkter kgsg&istarrelse i antall basepar. For 1 %-gel
ble 0,5 g agarose tilsatt i 50 ml 1x TAE-buffershegen ble deretter varmet i mikrobglgeovn
til all agarosen var lgst. Videre ble lgsningenkjeld til ca. 60°C far det ble tilsatt 2 pl
PegGREEN. Lgsningen ble sa tilsatt et stgpekar brmnkammer er satt inn. Etter at gelen
hadde stivnet ble kammene fjernet, gelen overilget elektroforesekar og 1x TAE-buffer ble
tilsatt til det dekket alle brgnnene. Videre bleliNA-ladder applisert i gnsket brgnn. Det
ble benyttet en 1 kb DNA-ladder (Figur 3.3). Prevéie sa tilsatt 3-5 pl 10x Loading buffer
og applisert i de gvrige brannene. Deretter blktedoresen utfgrt ved 90 V til pravene hadde
blitt separert tilstrekkelig. Visualisering ble atf under UV-lys. Starrelsen og konsentrasjon
av fragmentene ble bestemt ved sammenligning nuetbtan. For videre bruk av fragment, ble
det skaret ut med et sterilt skalpellblad og remedtbruk av NucleoSpin® Gel and PCR Clean
Up (Macherey-Nagel).

For rensing av fragmentet ble altsd NucleoSpin® &el PCR Clean Up (Macherey-Nagel).
Farst ble gelbiten veid og tilsatt dobbel mengdedBig buffer (NT). Gelbiten med Binding
buffer ble satt pa vannbad ved %6 til hele gelbiten hadde smeltet. Deretter bledaite
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overfart til en kolonne med oppsamlingsrgr, og s@imed i 1 minutt ved 11000 x g. Binding
buffer sagrger for at DNA-fragmentene binder til dahen. Innholdet i oppsamlingsraret ble
kastet fgr 700 pl Wash buffer (NT3) ble tilsatt &mhen og spunnet pa samme mate. Wash
bufferen vasker bort salter og andre komponenteasDNAet blir rent. Deretter ble innholdet
i oppsamlingsraret kastet og kolonnen ble spunmetritter i 11 000 x g for tarking. Sa ble
kolonnen plassert i et nytt og rent eppendorfréreingsbuffer ble sa tilsatt i et volum pa 20-
50 ul avhengig av styrken pa bandene. Kolonnep&toenk i ca. 1 minutt far den ble spunnet
i 1 minutt p& 11000 x g. Elueringsbufferen gjgbDatAet Igsner fra kolonnen og kommer ut i

lgsning. Etter rensing oppbevares templatet P20

3.11 Transformasjon

S. pneumoniaer som forklart i innledningen (avsnitt 1.1.2) rmédgukompetent for genetisk
transformasjon. Altsa er de i stand til & ta oppraggrere ekstracellulzert DNA i sitt genom
ved homolog rekombinasjonS. pneumoniaeblir kompetent ved induksjon med et
kompetansestimulerende peptidferomon kalt CSP. &@Rerer sa transkripsjon av en rekke
kompetasegener som blant annet koder for proteararer ngdvendig for opptak og integrering
av DNA (Havarstein et al. 1995a). Ved a tilsettePcIStil vekstmediet, vil pneumokokkene
veere kompetente i omtrent 20 minutter, far de dfdake til ukompetent tilstand. | lgpet av
disse 20 minuttene har pneumokokkene integrert ONAm ogsa vil finnes i genomet til de
neste generasjonene. Transformasjon ble i deteddattbenyttet til & innfare DNA-fragmenter
i S. pneumonia®r homolog rekombinasjon i genomet, i den hensildige nye mutanter. Ingen
av stammene brukt i dette arbeidet kan selv skill€SP fordi genetomA hvis genprodukt
virker som transportgr for nativt produsert CSPfjemnet fra genomet. Slike mutanter kalles
AcomAmutanter og oppnar ikke kompetanse uten at sykt&&P tilfgres. Pa denne maten

kan man kontrollere nar cellene skal bli kompetente

3.11.1 Negativ seleksjon ved bruk av Januskassetten

Sung et al. (2001) har konstruert en DNA-kassedtdmnde av en gensekvewa@-rpsl’, kalt
Janus. Januskassetten gir kanamycinresistens®Kan dominant streptomycinsensitivitet
(SnP) i en streptomycinresistent bakgrunn. For at giangsstamme skal kunne fa Janus satt
inn til bruk for negativ seleksjon, kreves det t@nsmen er resistent mot streptomycin fgm

og sensitiv for kanamycin (K&n Streptomycinresistens kan oppsta spontant vedigasjon
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i rpsL-genet (psL) hosS. pneumoniaéSalles et al. 1992). Nar en Januskassett seitevil
rpsL* allelet gjare at bakterien blir sensitiv ovenfseptomycin fordi streptomycinresistens er
en recessiv egenskap (Clavestsal. 1980). Denne negative seleksjonen kan brtikeés
selektere for mutanter hvor transformasjonen hpadskpa korrekt mate. Nar Januskassetten
skal transformeres inn, selekteres transformanpénen TH-agarskal tilsatt kanamycin (400
pg/ml). De klonene hvor transformasjonen har skptlda veere resistente mot kanamycin og
de vil kunne vokse opp pa platen. For de mutanieoe transformasjonen ikke har skjedd, vil
ikke Januskassetten sitte inne i genomet, og dessik sensitive for kanamycin. Dermed vil
ikke disse vokse opp pa platen. Dette er en posiieksjon. Dersom Januskassetten skal ut av
genomet ved transformasjon nummer to, kan manata pt mutantene pa en TH-agarskal som
inneholder streptomycin (200 pg/ml). Disse skaigjlen vaere resistente mot streptomycin. De
mutantene som ikke har transformert Januskassettewil fortsatt veere resistente mot
kanamycin i stedet for Streptomycin, og ikke vokgp. Dette kalles negativ seleksjon og er
benyttet for konstruksjon av flere mutanter. Foedahed negativ seleksjon er at man kan fjerne
antibiotikamarkgren (Januskassetten) man selekpdred. trinn, og ga tilbake til opprinnelig
Snf-fenotype (Sung et al. 2001). Figur 3.4 viser esteyatisk oversikt over de ulike trinnene

ved en transformasjon.
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Trinn 1. Transformasjon inn i S. pneumoniae, janus inn

5"-flankerende janus 3"-flankerende
—| 5'-flankerende GenX 3'-flankerende
—1 5'-flankerende janus 3"flankerende |

Seleksjon for Kan-resistende
kolonier

Sm-skal G Kan-skal

Trinn 2. Transformasjon inn i
S. pneumoniae, janus ut

5'-flankerende GenY 3'-flankerende
— 5'-flankerende janus 3'flankerende |—

Homolog rekombinasjon

— 5'-flankerende GenY

Seleksjon for Sm-resistente
kolonier

3'-flankerende |—

Sm-skal Kan-skal

Figur 3.4 Totrinns transformasjon i S. pneumoniaeved negativ seleksjon Januskassetterkgn-rpsL)
transformeres i fgrste trinn inn i & pneumoniaged dobbel overkrysning. Dette forutsetter at dekerende
sekvensene er homologe med 5'- og 3'-flankerendeesekiil malgenet. Utgangsstammen eR%m Karf, men
etter transformasjonen erverver denSg Kart. Dette gjgr at man kan selektere for Rdolonier pad THA-
skaler tilsatt kanamycin (400 pg/ml). | neste trinrttdsy Januskassetten ut med donor DNA (GenY) ved
transformasjon. Ogsa her ma de flankerende sekvenseadwaaologe til 5- og 3'-flankerende til malomréde
Na&r Januskassetten transformeres ut gjenopprettg@e@iar? som er den opprinnelige genotypen. Dermed kan
man selektere for SmR-kolonier pa THA-skaler tilsagomycin (200 pg/ml). Figuren er modifisert frang

et al. (2005).
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3.11.2 Protokoll transformasjon

Startkultur for gnsket stamme ble tint opp og sgirirb minutter ved 5000 rpm og €.
Supernatanten ble helt av og pelleten ble Igstrig@iium til OQso= 0,05. Deretter ble cellene
satt pd vannbad ved 8T i 15 minutter (til OBso ~ 0,05-0,1). Videre ble 1 ml kultur indusert
med CSP-1 til sluttkonsentrasjon 250 ng/ml, ocatil®,5-1 pg/ml DNA for transformasjon.
Det ble ogsa benyttet en negativ kontroll som kastd av 1 ml kultur og 250 ng/ml CSP-1.
Deretter ble dette inkubert pd vannbad ved@7 2 timer. Videre ble 20 pl kultur platet ut pa
THA-skaler med aktuelt antibiotikum for seleksj@ersom Janus-kassetten ble satt inn, ble
transformantene selektert pa THA-skal med 400 pg&namycin (Kan). Hvis Janus-kassetten
skulle ut, ble THA-skaler med 200 pg/ml med streptoin (Sm) benyttet for seleksjon. Etter
utplating ble skalene inkubert anaerobt over natt 87°C. Dagen etter ble kolonier plukket
med sterile tannpirkere, og dyrket opp i 3 ml C-maedtilsatt samme antibiotikum i samme
konsentrasjon som transformantene ble selekteamallet kolonier som plukkes ble vurdert
ut fra vekst pa negativ skal sammenlignet med pashil. Nar cellene hadde en god vekst, ble
de tilsatt 50 % glyserol til sluttkonsentrasjon%5og fryst ned til -80C. Det ble tatt ut 1 ml

til frysestock. For a kontrollere transformantemensble plukket ble det satt opp PCR for
screening. Ved screening ble en flankerende pritikrgg til en primer inne i forventet innsatt

fragment brukt.

3.12 DNA-sekvensering

Sekvensering av. DNA er en mye brukt metode hvoreHformalet er & bestemme
baserekkefglgen i en DNA-trad. Dette kan bruked tihdersgke om PCR-produkter er riktige,
om en transformasjon og tillaging av en klon hartwaellykket, eller om det kan ha oppstatt
ugnskede mutasjoner under disse prosessene. Degnsekingsmetoden som brukes mest i
dag er Sanger-sekvensering. For a kunne utfgreleesseringsreaksjon trenger man, i tillegg
tii templatet man g@nsker & sekvensere, oligonukipomere, DNA-polymerase,
deoksynukleotider (dNTP) og dideoksynukleosiderN@#&). De fire forskjellige ddNTPene
(ddATP, ddGTP, ddCTP og ddTTP) er merket med hsiéirforskjellige fluorokrom. ddNTP
kan inkorporeres i DNA-kjeden ved hjelp av DNA-paolgrase slik som dNTP, men ddNTP
mangler en fri 3' OH-gruppe. Denne 3' OH-gruppem@s hos dNTP og sgrger for at disse kan
danne fosfodiesterbindinger med nye dNTPer. Degétigrbat inkorporering av en ddNTP
medfgrer en terminering av DNA-syntesen. Dette ggsa at det er tilfeldig hvor ddNTPene
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inkorporerer i den nysyntetiserte DNA-traden. Ekveaseringreaksjon gir fragmenter i ulike
lengder, hvor 5’ ende er lik for alle og 3’ endeslatter med en av de fire ddNTPene. Disse
fragmentene separeres etter stgrrelse og fluorakrohddNTP detekteres i en sekvensator og
baserekkefglgen bestemmes. For sekvensering bpgaeay primer sendt til GATC Biotech,
hvor enten lightrun eller supreme run sanger-sesemng ble utfart. Lightrun vil si en hurtig
sanger-sekvensering hvor sekvenseringen ikke gjedeaasom sekvensen er darlig. For
supremerun sanger-sekvensering blir sekvenserigigamatt opp til 8 ganger, noe som gir en

bedre og mer fullstendig sekvens.

3.13 Undersgkelse av luciferaseaktivitet for &cp

Som beskrevet i innledningen var et delmdl med appg & sammenligne det relativt
nyetablerte ComRS-systemet med det veletablerté’-Zistemet. De ble i hovedsak
sammenlignet med hensyn pa aktivitet av transkripspg hvor egnet systemene er i
depletioneksperimenter. Til dette arbeidet ble atefo mutanter konstruert. For disse
mutantene ble farst plasmidet pJWV101 (VeeningleR@l4) som inneholder promoteren
Pezep, transformert inn i er$. pneumonia@tgangsstamme RH425. Videre ble et fragment
bestdaende av Janus bakcP (Pzco:Janus), samt flankerende sekvenser, satt sammen o
amplifisert ved bruk av overlap ekstension-PCR 1i#v$.9.2). Dette fragmentet ble videre
transformert inn i stammen hvor plasmidet befamt $@eretter ble et DNA-fragment hvor
Janus-kassetten ble byttet ut med luciferaseg&nastruert pA samme mate som beskrevet
tidligere (avsnitt 3.9.2). Dette fragmentet ble tsatn bak Rzco ved transformasjon
(AJanusiuc). Denne stammen ble kalt KW12 og ble brukt tieéte aktiviteten fradoi et
luciferase genreporterassay, som beskrevet i &\B8it Transkripsjon alc ble indusert ved
tilsetning av ulike konsentrasjoner av ZnCluciferaseaktiviteten ble sammenlignet med
SPH130 (mx:luc) og uttrykket ComS* gir for ComRS-systemet.

KW12 og SPH130 ble satt opp som beskrevet i 3.foatyrket i rent C-medium. KW12 ble
ogsa satt opp i et C-medium uter?ZrNar ODsso~ 0,3 ble cellene hgstet og lgst i gnsket C-
medium til OQso~ 0,05. Videre ble ComS* og Znflfilsatt til gnskede konsentrasjoner i
brennene i en 96-brgnners mikrotiterplate. 280 yliuk av SPH130 ble tilsatt brgnner med
ComS* i et spenn mellom 0,02 uM og 1 pM, samt 4 foMa mette systemet, og KW12 ble
indusert med ZnGli et spenn pa 0,01 mM og 0,2 mM, samt 4 mM foredtensystemet. | tillegg
ble det satt opp uinduserte kontroller av hverdwl¥idere ble det tilsatt 20 ul D-luciferin far
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platen ble inkubert i plateleser ved BZ. Luminescens og Ok» ble malt automatisk hvert 8

minutt.

3.14 Vekstforsgk hvorpbp2xuttrykkes med Zn?*-systemet

For & undersgke hvorvidt Znsystemet egner seg til depletion, ble en stammstkaert hvor
det essensielle genpbp2xgenet befant seg bakzkh Denne ble kalt KW15 @o:pbp2y.
For & konstruere denne stammen, ble farst et Diddafient som inneholdbp2xbak Rzcp
transformert inn AJanuspbp2y. Deretter ble det nativepbp2xgenet slatt ut, og en
Januskassett satt inmpgbp2x::Janus). PA grunn av abp2x er et essensielt gen for
pneumokokker, matte KW15 fordyrkes i C-medium tis@ZnCk for a opprettholde
transkripsjon av genet. For & bestemme hvilken éatnasjon av ZnGlsom var mest optimal
for & uttrykke pbp2x sammenlignet med kontrollene SPH165c0(R:pbp2% og en
villtypestamme (RH1), ble KW15 dyrket med ZaCkonsentrasjoner i et spenn mellom 0,05
mM og 0,2 mM. Konsentrasjonene som ble valgt haghan fra Kuipers et al (2007).
Startkultur av KW15 ble tint opp, og cellene hastesket og lgst i C-medium til G~ 0,05.
Videre ble ZnCl tilsatt til ulike sluttkonsentrasjoner. Samtidig $PH165 dyrket med 0,2 uM
ComS* og RH1 satt opp i kun rent C-medium. Ettertiemes fordyrking av cellene, ble
kulturene tynnet ned igjen til Gk~ 0,05 i C-medium med aktuell konsentrasjon av ComS
eller ZnCb. Kulturene ble sa overfgrt til en 96-branners wiikerplate. RH1 ble ogsa overfart
til mikrotiterplaten, men ble ikke tilsatt indus@laten ble inkubert i en plateleser vedG7og

ODag2 ble méalt automatisk.

3.15 Depletion awpbp2x Zn?*-systemet vs. ComRS-systemet

For & sammenligne en depletiongbp2xfor Zr**-systemet med ComRS systemet, ble KW15
fordyrket i vanlig C-medium med tilsatt Zntonsentrasjon 0,1 mM (resultat fra vekstforsgk
3.14). Som kontroll ble KW15 sammenlignet med SPH{Bomx:pbp2%. Stammene ble
fordyrket pa samme mate som beskrevet i punkti.@; SPH165 ble tilsatt 0,2 uM ComS*
og KW15 ble tilsatt 0,1 mM Zn@l Fortynningene med celler ble overfort til 96-bmers
mikrotiterplate, hvor en rekke ble indusert medhwdsvis 0,2 uM ComS* for SPH165 og 0,1
mM ZnCk for KW15. Videre ble platen inkubert i en mikretiplateleser i 37C og ODw2 ble

lest av hvert 15 minutt i totalt 15 timer.
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4 Resultater

4.1 Opplgsning av peptider og bestemmelse av detgmsentrasjon

Som nevnt i metodedelen (se avsnitt 3.2) var ealkaltpeptidene tungtlgselige i NaAc (0,1
M). Blant annet var peptidene S4 og S9 vanskeliges&, derfor ble det forsgkt & gke
lzseligheten ved a tilsette mer buffer. Det blesgdat & doble buffervolumet uten at dette farte
til at peptidene ble fullstendig lgst. En overskier lgseligheten til alle peptidene er vist i
tabell 4.1. Det ble ogsa forsgkt a tilsette DMS@tanol og acetonitril for & gke lgseligheten.
Dette farte til en svakt bedring av lgseligheteenrfullstendig opplasning ble ikke oppnadd. |
et forsgk pa & bedre Igselighetene til peptidene@d8&9, ble det i tillegg syntetisert to nye
peptider hvor en «hale» med aminosyresekvensen SAS86 satt inn ved peptidenes N-
terminale ende. Disse peptidene ble kalt henha@ddS¥8 og S14. Heller ikke disse peptidene

var lettere lgselige. Peptidenes aminosyresekvgoepplgsningsevne er beskrevet i Tabell 4.1.

Tabell 4.1 Oversikt over aminosyresekvensene og lgseligheteaptigene som ble brukt.

Peptid Aminosyresekvens Logseligheti 0,1 M NaAc

(NH2>COOH)
ComS* LPYFAGCL
S1 LPYYAGCL Lett lgselig
S2 LPYFAGVL Lett lgselig
S3 LPYFAGSL Lett lgselig
S4 LAYFAGCL Tungt Igselig. Volumet NaAc ble doblet.
M1 MGLDWWSL Lett lgselig
V1 VPFEMIYY Tungt Igselig. Volumet NaAc ble doblet.
S5 LAFFAGCL Tungt lgselig. Volumet NaAc ble doblet.
S6 LAYYAGCL Lett lgselig
S7 LTYFAGCL Lett lgselig
S8 LGYFAGCL Lett lgselig
S9 LVYFAGCL Tungt Igselig. Volumet NaAc ble doblet.
S10 LNYFAGCL Tungt Igselig. Volumet NaAc ble doblet
S11 LDYFAGCL Lett Igselig
S12 LKYFAGCL Lett lgselig
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S13 SGSGSLAYFAGCL Tungt lgselig
S14 SGSGSLVYFAGCL Tungt lgselig
S15 LPYFAGC Lett lgselig

Pa grunn av den darlige Igseligheten ble konsgatras av peptidet S4 forsgkt bestemt ved &
sammenligne med en kjent konsentrasjon av ComShsHutrasjonen ble forsgkt malt ved
hjelp av HPLC-analyse og ved direkte maling av dbsjonen ved 280 og 206 nm. HPLC-
analysen ga mange topper, selv etter gjentatt@karg optimalisering. Grunnen til dette var
trolig at NaAc ikke var helt ren. Pa grunn av dengetoppene var det ikke mulig a si hvilken
topp som kunne veere peptidet, og resultatene kderfer ikke brukes. Ved direkte maling av
A280 og A206 viste resultatene at S4 ga noe hegtaserbsjorenn ComS*, men pa grunn av
at lasningen med S4 var noe blakket ville detterfetere med malingene. P& bakgrunn av
absorbsjonsresultatene ble det bestemt & ga videddgsningen av S4 i NaAc, og ga ut fra at

konsentrasjonen var tilneermet lik ComS*.

4.2 Undersgkelse av peptidenes aktivitet ved lucrise genreporterassay
For & undersgke aktivitetene til de ulike peptidbleedet som forklart i punkt 3.3 brukt et

luciferase genreporterassay. Med aktiviteten filegttid menes evnen peptidet har til & indusere
transkripsjonen av luciferasegenletc] fra Promx promoteren, malt indirekte som emmitert lys
(RLU). Figur 4.1 gir en oversikt over aktiviteterié 6 peptider sammenlignet med det
beslektede peptidet ComS*. Disse ble farst teseet peptidkonsentrasjon pa 1 uM. Denne
konsentrasjonen gir maksimal ekspresjon av lugfamranar ComS*benyttes som induser (Berg
et al. 2011).
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Figur 4.1 Bioluminiscens (RLU/ODyg2) som viser luciferaseekspresjon av SPH130 etter indegjon med de
ulike peptidene.Bakteriekulturer av SPH130 {R:x:luc) ble ved ORso~ 0,05 indusert med 6 ulike peptider (S1,
S2, S3, S4, M1, V1 og ComS*) i en konsentrasjon p&l1Til 280 ul kultur ble ogsa 20 ul luciferin tilgaVidere
ble cellene inkubert i en 96-brgnners plate ved@@7 en mikrotiteravleser. Bioluminescensen (RLU) ogstek
(ODag2) ble malt hvert 6 minutt i ca. 6 timer. RLU blerefter delt pa Oz

Av Figur 4.1 kan man se at peptidene S1 og Satgindyere luciferaseaktivitet enn ComS*.
S3 peptidet gir klart lavere luciferaseaktiviteheDomS*, samtidig som induksjonen synes a
ga noe tregere. Videre kan man se at S4 induskoentrent like hgy ekspresjon dwc som

ComS*, men luciferaseaktiviteten synker rasker@tilene M1 og V1 var ikke aktive.

| tillegg ble peptidenes evne til & indusere lucieaktiviteten ved ulike konsentrasjoner
undersgkt. Celler ble indusert med peptidkonsejotmas som varierte mellom 0,002 uM og 1
MM, samt 5 pM (se avsnitt 3.3). Ut fra disse redalie var det S1 som ga mest interessante
resultater. Resultatet fra induksjon med 0,02 puMe6itist i Figur 4.2. Resultatene viste at S1
er mer effektivenn ComS* ved lave peptidkonseiras. Vedlegg A.1 (ComS*) og A.2 (S1)

viser resultatene av de gvrige konsentrasjoner@avsS* og S1.

51



Resultater

30000 -

25000 A

20000 -

15000 A

RLU/OD,q,

10000 A

5000

Timer

Figur 4.2 Bioluminiscens (RLU/ODasg2) som viser luciferaseekspresjon av SPH130 etter indusksioned 0,02
MM S1 eller ComS* Bakteriekulturer av SPH130¢Rx:luc) ble ved Olso~ 0,05 indusert med 0, S1 eller ComS*
i en peptidkonsentrasjon p& 0,02 uM. Til 280 ptwuble ogsa 20 pl luciferin tilsatt. Videre bleleeke inkubert
i en 96-brgnners plate ved 32 i en mikrotiteravleser hvor luminescensen (RLU) ogsté®Dygy) ble malt hvert

4,5 minutt i ca. 5 timer. RLU ble deretter delt pa/D

Celler indusert med 0,02 uM S1 gir en luciferaseéitpa ca. 27 000 RLU/QIgz, mens celler
indusert med ComsS* til samme konsentrasjon giueiidraseaktivitet naer 10 000 RLU/@R2
Dette viser at S1 er et peptid som gir hgyere kitgy Romxregulerte gener enn ComS* ved

lave konsentrasjoner.

Ut fra resultatene i Figur 4.1 var det ogsa inteses & undersgke om andre peptidvarianter i
tillegg til S4, kunne gi en enda hurtigere nedgalhugiferaseaktiviteten etter at induseren var
tilsatt. En induser som fjernes raskere, for eks#nyed at den degraderes raskere av
bakteriecellene, vil veere mer presis og enklereukebi praksis ved at depletionen av et
malprotein gar raskere. 8 nye varianter av Com3gtiget (S5-S12, Tabell 1) ble derfor

syntetisert og testet ved en konsentrasjon pa 1Redultatene er vist i Figur 4.3.
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RLU/ODg02

Figur 4.3 Bioluminiscens (RLU/ODyg2) som viser luciferaseekspresjon av SPH130 etter indusjon med
ulike peptider. Bakteriekulturer av SPH130 {fx:luc) ble ved Olgso~ 0,05 indusert med ulike peptider
(Coms*, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11 og S12) i ptidgensentrasjon p& 1 uM. I tillegg ble 20 ul ludife
tilsatt til 280 pl kultur. Videre ble cellene inkubéen 96-brgnners plate ved 32 i en mikrotiteravleser og

luminescensen ble malt hvert 6 minutt i 7 timer. Luesitensen ble deretter delt pa veksten id@D

Resultatene (Figur 4.3) viser at S6 og S11 giriimattsamme maksimumaktivitet som ComS*
(RLU/ODas92~ 43 000). Begge disse peptidene er lett lgsedigaesultatene er til a stole pa.
Peptidet S9 derimot, er tungt lgselig sa resul@tetsikkert, og den induserer til noe lavere
aktivitet enn ComS*. S7 og S8, som beggkergseligehar klart svakere luciferaseaktivitet
enn ComS*. S5 og S10 var tilsynelatende begge swvakesere, men siden de ogsa er tungt
lzselige sa resultatet er usikkert. S12, som eldstlig, hadde ingen induseraktivitet. S7 og S8
viser tendenser til & gi et raskere fall i lucifeaktiviteten enn ComS* etter at
maksimumsnivaet er nadd, men de var vesentlig sead@m indusere. S6, S9 og S11 som

derimot hadde luciferaseaktivitet naert ComS*, gie maskere nedgang i aktivitet.

Siden S6 hadde god lIgselighet, ble S6 brukt i eidedersgkelser og sammenlignet med S4 og
ComS*. For a se hvordan disse oppfarte seg vedddwmsentrasjoner, ble SPH130 stammen
indusert med 0,2 uM av alle tre peptidene. Resri&er vist i Figur 4.4. Av denne figuren kan
man se at S4, S6 og ComS* var omtrent like effektigd denne konsentrasjonen. Alle tre ga
en maksimal luciferaseaktivitet pa rundt 35 000 RRDag2, men kulturen som var indusert

med S6 peptidet viser en raskere nedgang i luséadeivitet enn kontrollen. Forskjellen
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mellom S4 og ComS* var derimot noe mindre, ogfta forsgket som er vist i Figur 4.4 er det

usikkert om forskjellen er signifikant.

40000 S

35 .
35000 —a—0,2 pM ComS*

30000 + —a—0,2 pM 54

o 25000 H —e—0,2 pM 56

20000 |

RLU/ODyg

15000 -

10000 4

000 4

0 e

Timer

Figur 4.4 Bioluminiscens (RLU/ODye2) som viser luciferaseekspresjon av SPH130 etter induksj med ulike
peptider. Celler fra SPH13(Peomx:luc) med ORso~ 0,05 ble tilsatt 0,2 uM ComsS*, S4 eller S6. Tieahduserte
kulturer ble ogsa 20 pl (til 280ul) luciferin ogsiatt. Kulturene ble inkubert ved 3T i en mikroplateleser.
ODag; ble malt automatisk og samtidig med luminescensensmatgative light units (RLU) og ble malt hvert 6

minutt i ca. 4 timer. Luminescensen ble sa delt pa eaksidlt automatisk i Olg,.

Som nevnt ovenfor er det noen ganger gnskelig medsk depletion slik at man kan se
effekten av at cella mangler det essensielle gehyitet tidligere. Dette gjar ogsa at effektene
blir enda starre ved de laveste cellefortynningam&anskje at cellene der i slutten av en
fortynningsrekke. Det ideelle ville veere at eksjmesn av malgenet ble «skrudd av» i lgpet

av minutter i stedet for en gradvis senkning awpedésjonen i lgpet av flere timer.

4.3 Vekstforsgk med ComS*, S4 og S6

For a se hvordan ulike konsentrasjoner av peptid&heg S6 pavirket veksten nar disse
peptidene regulerer ekspresjonen av det essengaéxlpbp2x ble det satt opp et vekstforsgk
med SPH165 som forklart i punk 3.5. Hensikten mesited var a finne fram til
peptidkonsentrasjoner av S4 og S6 som ga tilnassameine vekst som en villtypestamme, dvs.
en stamme hvagrbp2xgenet uttrykkes fra sin native promoter. SPH1&5-(pbp2% indusert
med 0,2 uM ComS* er vist & gi vekst lik villtyperHR (Berg et al. 2013) og representerer
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derfor villtypen i dette forsgket. Farst ble veksd 0,2 uM S4 og S6 testet fordi denne
konsentrasjonen av ComS* ble brukt i et tidligemedaim (Berg et al. 2013). | tillegg ble en
1,5-folds fortynningsrekke av peptidkonsentrasjdinar0,002 - 0,2 uM satt opp for & se om
andre konsentrasjoner ga vekst som var likere gaksied 0,2 pM ComS*. Resultatet er vist i
Figur 4.5.

& 0,6

0Dy

Timer

Figur 4.5 Veksthastighet for SPH165 tilsatt 0,2 uM av @ptidene ComS*, S4 og S@akteriekulturer av
SPH165 (Bomx:pbp2% ble ved ORso~ 0,05 indusert med peptidene ComS*, S4 og S6 i ptig@nsentrasjon
pa 0,2 puM. Videre ble de inkubert ved %7 i en mikrotiteravleser og celletettheten (4Pble malt hvert 10

minutt i 8 timer.

Av Figur 4.5 kan man se at SHP165 har noe hgyerengjmsnittlig veksthastighairpbp2x
uttrykk er indusert med 0,2 uM S4 sammenlignet ®@@tM ComS*. Indusering med S4 gir
en maksimums-O&2 pa over 1,0, mens ComS* gir @under 1,0 for. SPH165 indusert med
peptid S6 vokser opp til en lavere maksimum s6pa omtrent 0,8, og tilnaermet lik
gjennomsnittlig veksthastighet som for 0,2 uM Com®en maksimale O for en
villtypestamme ligger erfaringsmessig ogsa pa ca.rar stammen dyrkes under samme
betingelser (Berg, personlig kommunikasjon). Daoggitiden for kulturene ble malt ved & se
hvor lang tid det tok far Ok2~ 0,2 ble ODo2~ 0,4. For celler dyrket med S4 I1a doblingstiden
pa ca. 35 minutter, S6 ga doblingstid pa ca. 4%tteén, mens ComS* ga doblingstid pa omtrent
40 minutter. Resultatene for vekst av SPH165 indused alle konsentrasjoner av ComS* er
vist i Figur A.3. Figur A.4 viser vekst for SPH16grket med S4 og Figur A.5 dyrket med S6

for alle konsentrasjonene (Vedlegg A). For a fanest mulig korrekt sammenligning av S4 og
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med ComS*, og med tanke pa at SPH165 hadde akstptakst ved indusering med
peptidkonsentrasjon 0,2 uM for bade S4 og S6, kldedjonsforsgkene satt opp med en

konsentrasjon pa 0,2 uM av alle tre peptidene.

4.4 Depletion av PBP2x med S4 og S6

| dette forsgket var det gnskelig a finne ut ontidepe S4 og S6, kunne gi en raskere depletion
av PBP2x enn ComS*. Stammen SPH165, som har dehsiefie genepbp2xbak Romx
(Pcomx:pbp2%, ble benyttet til dette formalet. Kulturer av SF8% ble fordyrket hver for seg
med 0,2 uM av peptidene ComS*, S4 og S6. En maljddtprotokoll er angitt i avsnitt 3.5.1.
Siden PBP2x proteinet er essensielt, kan gradeiepletion falges ved & sammenligne veksten
av uindusert og indusert kultur ved @bog ved & sammenligne deres cellemorfologier. Siden
det tar tid far induserpeptidet forsvinner/brytesinvil fraveeret av PBP2x farst merkes i
kulturer som har vokst lenge, dvs, i de mer forgam kulturene. Resultatet er vist i Figur 4.6
A og B.

™

oD a5
]
(%

0D 405

Figur 4.6 Depletion av PBP2x for celler fordyrket ned forskjellige peptider. Fra en Olgso ~ 0,05 ble
bakteriekulturer av SPH165(Rx:pbp2% fordyrket hver for seg med ComS*, S4 og S6 i gutideonsentrasjon
pa 0,2 uM. Etter fordyrking ble de fra @~ 0,05 2-foldsfortynnet i parallelle fortynningsrekkaed og uten
peptid. Videre ble fortynningrekkene inkubert veti®® i en mikrotiterplateavleser og celletettheten (&¥ble
malt hvert 10 minutt i totalt 20 timer. Figur 486viser vekstkurver i et utdrag pa 8 timer for cefi& fortynnet.
Figur 4.6B viser vekstkurver i et utdrag pa 10 timer for ceB2k fortynnet. Svarte firkanteM) indikerer vekst
for celler fordyrket med 0,2 uM ComS*, svarte trefear{A) indikerer vekst for celler fordyket med 0,2 uM S4
og svarte rundinge®) indikerer vekst for celler fordyrket med 0,2 uM. Sggnforklaringen gjelder bade Figur
A og B.
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Figur 4.6 viser veksten ved Q& ved 4x fortynnede (A) og 32x fortynnede kultur (B)an
kan allerede ved 4x fortynnet kultur (Figur 4.6&)a SPH165 fordyrket med S4 eller S6 viser
tegn pa veksthemming pa grunn av PBP2x-depleticendVSPH165 fordyrket med ComS*
vokser til en maksimums-Qkrpa ca. 1,0, vokser SPH165 fordyrket med S4 tihaksimums-
ODu492 pd 0,75 og for S6 like under 0/an kan ogsa se at veksten for SPH165 fordyrket med
S6 kommer senere i gang enn for celler fordyrked @emS* eller S4. Doblingstiden (tiden
det tar far Oz~ 0,2 blir ODwe2~ 0,4) er for celler fordyrket med 0,2 uM ComS* 84 ca.

35 minutter, mens for celler fordyrket med S6 ar da. 40 minutte’Ved 32x fortynnet kultur
(Figur 4.6B) kan man se at S4 gir veldig lav vedan stopper ved en Q& pa under 0,2. S6
gir ogsa lav vekst som stopper ved - 0,4, men ikke sa lav som ved fordyrking med S4.
Celler ved 32x fortynnet SPH165 fordyrket med Corh@r ogsa begynt a deplete ved denne
fortynningen, men har fortsatt god vekst til @P~ 0,8. For en fullstendig oversikt over
depletionresultatene for alle fortynningene og siéw@ntrollkurver, henvises det til Vedlegg A
og Figur A.6 — A.11. Figur A.6 (ComS*), A.8 (S4) @910 (S6) (vedlegg A) viser SPH165
fordyrket hver for seg med 0,2 puM peptid ComS*, & S6, depletet over en 2-folds
fortynningsrekke til og med 2048x fortynnet. Indadentroll er vist i figur A.7 (ComS*), A.9
(S4) og A.11 (S6), vedlegg A. Oppsummert av figlg A og B, A.6, A.8 og A.10 ser man at
veksten ved OR: reduseres raskere for S4 og S6 enn for ComS*. @ppeert gir S4 den

hurtigste depletionen.

4.5 Depletion av PBP2b med S4

For a se om en depletion av det essensielle glpbgikk raskere ved fordyrking med et
annet peptid enn ComS*, ble en depletion ved fdidgrmed 0,2 uM S4 satt opp. Pa bakgrunn
av resultatene fra depletionen av PBP2x (avsmittod. Figur 4.6), hvor fordyrking med S4
farte til en raskere depletion enn fordyrking mé&d I8e det valgt & ga videre med S4. Som vist
i Figur 4.7 gar depletionen av proteinet PBP2b H$58-celler (Romx:pbp2b fordyrket i 0,2
UM S4 noe raskere enn ved fordyrking i 0,2 uM ComAlterede ved 64x fortynning gar
veksten av S4-kulturen noe saktere enn den tilsd@areComS*-kulturen. Mens SPH158
kulturen som ble fordyrket i 0,2 uM ComS* naddeneaksimal ODg2~ 0,8, var maksimal
ODa4o2 for kulturen som ble fordyrket med S4 rundt 0,@dV512x og 2048x fortynnet kultur
ser man at celler fordyrket med S4 har betydeiigria veksthastighet enn celler fordyrket med
ComS*. Det betyr at deplesjonen av PBP2b har géttrfe i celler fordyrket med S4 peptidet.
Figur A.12 viser en fullstendig oversikt over vek&iDa4g2 ved depletion av SPH158 fordyrket
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med 0,2 uM ComS*, mens Figur A.13 viser induserttkall. Depletion av SPH158 fordyrket
med 0,2uM S4 er vist i Figur A.14 og indusert kohter vist i Figur A.15.
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Figur 4.7 Depletion avPBP2b for celler fordyrket med 0,2 uM ComS* eller 4. Ved ODsso~ 0,05 ble
bakteriekulturer av SPH158 {Rx:pbp2b fordyrket hver for seg i 0,2 uM ComS* og 0,2 uM. S4dere ble
kulturene satt opp i parallelle 2-folds fortynninddeer med (0,2 uM) og uten induserende peptid. Kutteigle
sd overfgrt til en 96-branners plate og inkubert ¥84C i en mikrotiterplateleser og celletettheten (@Pble

avlest hvert 10 minutt i ca. 13 timer.

Tabell 4.2 gir en oversikt over doblingstiden tiltkirer av SPH158 som er fordyrket med enten
0,2 uM ComS* eller S4, og fortynnet henholdsvis 642 eller 2048 ganger i forhold til
utgangskulturen. Doblingstiden er tiden det tarcedene har en Ofg2~ 0,2 til ODuo2~ 0,4.

Av Tabell 4.2 kan man se at celler fordyrket me2lgM S4 har 10 minutter lengre doblingstid
enn celler fordyrket med 0,2 uM ComS* i kulturemser fortynnet 64x. | 512x og 2048x

fortynnede kulturer er forskjellen 15 minutter.

Tabell 4.20versikt over doblingstid for SPH158:¢Rx:pbp2h ved ulike cellefortynninger fordyrket med 0,2
UM ComS* eller S4.

Kultur (SPH158) fordyrket med 0,2 puM peptid Doblingstid

64x fortynnet fordyrket med ComS* ~ 40 minutter
64x fortynnet fordyrket med S4 ~ 50 minutter
512x fortynnet fordyrket med ComS* ~ 50 minutter
512x fortynnet fordyrket med S4 ~ 65 minutter
2048x fortynnet fordyrket med ComS* ~ 55 minutter
2048x fortynnet fordyrket i S4 ~ 70 minutter
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Oppsummert ser man at depletionen av PBP2x i cgtler ble fordyrket med 0,2 uM S4 er
tydelig raskere enn depletionen av PBP2x i celten le fordyrket med 0,2 uM ComS*. |
tillegg depleter celler fordyrket med 0,2 uM S4 RBmoe raskere enn celler fordyrket med
samme peptidkonsentrasjon av S6. S4 peptidetskeralepletion enn ComS* ogsa pép2b

er malgenet, selv om forskjellen mellom S4 og CoreSsterkere for PBP2x enn for PBP2b.

4.6 Visualisering av PBP2b-depletion ved SDS-PAGE®Illin-gel

For & vise depletion av PBP2b pa en annen mateezhmaling av vekst, ble det satt opp SDS-
PAGE Bocillin-gel som beskrevet i avsnitt 3.6.1.Memerke de penicillinbindende proteinene
med det fluorescerende penicillin V-derivatet BlotiFL, kan proteinene visualiseres etter
SDS-PAGE (Zhao et al. 1999). Figur 4.8 A og B visssultatet av Bocillin FL-merkingen.
SDS-PAGE gelene viser fluoriserende band som repteser PBPer med ulik molekylvekt.
Panel A) viser depletion av PBP2b i SPH158 kulttmedyrket med 0,2uM ComS*, mens panel
B) viser PBP2b depletion i SPH158 kulturer fordyrked 0,2 uM S4. | Figur 4.8 A og B kan
man se et tydelig band som tilsvarer den forvenpaésjonen til PBP2b i kolonnene merket
WT og 0,2 uM. PBP2b og PBP2a vandrer veldig I&iSDS-PAGE, og av figuren ser man at
det ikke ble oppnadd noen tydelig separasjon avZaRfg PBP2b. Styrken pa PBP2b/PBP2a
bandene hos villtypen RH1 (WT), og hos SPH158 stamimdusert med 0,2 uM ComS* eller
S4, er omtrent lik. Dette viser at en peptidkonsesjion pa 0,2 UM ComS* og S4 er en egnet
konsentrasjon a bruke for & indusere PBP2b tiditmet villtype-niva. Videre viser Figur 4.8
A og B at fra og med 2x fortynnet kultur svekkesF2B/PBP2a bandene. Siden PBP2a ikke er
under kontroll av Bmxpromoteren, ma svekkelsen skyldes depletion av2BBPra 16x til og
med 128x fortynnet kultur var PBP2b bandene veddliake, og ved 512x og 1024x fortynning
kan man ikke lenger se bandeBéden mengden av de gvrige PBPene skal veere ufetand
pravene tyder den observerte variasjonen i baridstypa at mindre pravemateriale ma ha blitt

pasatt i noen av bragnnene i SDS-PAGE gelen.
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Figur 4.8 Effekt av depletion av PBP2b for celler érdyrket med 0,2 uM ComS* (A) eller S4 (B) vist i S[3-
PAGE Bocillin-gel. En depletion av SPH158 {?x:pbp2h med fordyrking med 0,2 uM ComS* (A) og en
fordyrket med 0,2 UM S4 (B) ble satt opp og inkulved 37°C. Ved ODg.~ 0,21 ble cellene hgstet og lysert
ved IytA. Videre ble cellene farget med Bocillin B preparert med SDS-samplebuffer. Deretter ble 15 pl
preparat loadet pd SDS-PAGE gelen. Bandene blaligsut i gel-doc (Typhoon 8600). | fgrste brgnn énn

man bandene for villtypen RH1 (WT) (A) og B)), meridre brgnn finner man bandene for SPH158 indusert
med 0,2 puM ComS* (A) og 0,2 uM S4 (B). Videre er figwe merket med cellefortynninger for de uinduserte
kulturene. Det gverste bandet er PBP1a/b og baminau to er PBP2x (oven i fra). PBP2a/b er band nun3me
og det siste bandet er PBP3. Gelene er visualisggiidon 8600 Variable mode Imager (Molecular dynamics)
med innstillingene — Acquisition mode: Fluorescendeofescein Filter: 526 sp. 880V. Pixel size: 100. kase

Green 523 nm.
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4.7 Mikroskopering av PBP2b-depletede pneumokokker

| et nylig publisert arbeid fra vart laboratoriume et vist at ved depletion av PBP2b far cellene
en helt karakteristisk morfologi der cellene darlaage kjeder (Berg et al. 2013). For & se om
denne fenotypen oppstar far veksthemming kan regést (se Figur 4.7), ble det foretatt
mikroskopering av PBP2b-depletede SPH158-kultuwratyfrket med 0,2 uM ComS* eller 0,2
UM S4. Cellene ble hgstet nar @bvar omtrent 0,3. Som en kontroll ble morfologigceller
dyrket i naerveer av 0,2 UM ComS* eller 0,2 uM S4&fandersgkt. Begge sa normale ut; man
kan se noen korte kjeder blant ellers ovale diptéko (Figur 4.9A og 4.9B). Morfologien for

celler dyrket med 0,2 uM ComS* og 0,2 uM S4 erdatten samme.

Figur 4.9 Mikroskopbilder av SPH158-celler dyrket mel 0,2 uM ComS* eller 0,2 uM S4.1 SPH158 celler er
transkripsjonen apbp2bgenet drevet avnx—promoteren. Hensikten med forsgket var & s®@uM ComS*
(A) og 0,2 uM S4 (B) gir en ekpresjon av PBP2b @irgtt som gir normal cellemorfologi. Cellene ble hipgtel

ODsso~ 0,3.

Kulturen som var fordyrket med 0,2 uM ComS*haddetremt samme morfologi som
kontrollstammen (dyrket med en konstant konsermtrggé 0,2 pM ComS* i mediet) helt til 4x
fortynningstrinnet. Man kunne kanskje se noen fi@gte kjeder i den depletede kulturen enn i
kontrollen (Figur 4.9A versus 4.10A). | et tilsvade forsgk hvor SPH158 cellene var fordyrket
med S4 peptidet kunne det helt klart registreree moer kjededannelse ved 4x
fortynningstrinnet (Figur 4.9B versus 4.10B). Freéindx fortynning viste celler fordyrket med

S4 samme morfologi som for induserte celler.
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Figur 4.10 Mikroskopbilder av SPH158-celler med deption av PBP2bBilder tatt i lysmikroskop av depletion
av SPH158 (Rmx:pbp20 fordyrket med 0,2 uM ComS* (A) og 0,2 uM S4 (B)) Viser uinduserte celler av
SPH158 fordyrket med 0,2 uM ComS* ved 4x fortynneeléer, mens8) viser uinduserte celler av samme stamme
og fortynning, men fordyrket med 0,2 uM S2)). viser uinduserte celler fordyrket med 0,2 pM Com8d 64x
fortynnet kultur.D) viser uinduserte celler fordyrket med 0,2 uM S4 88d fortynnet kultur.E) viser celler
fordyrket med 0,2 puM ComS* ved 2048x fortynnet kultmensF) viser celler fordyrket med 0,2 uM S4 ogsa ved
2048x fortynnet kultur. Alle cellene er hgstet @Dss0~0,3.

For celler fordyrket med 0,2 uM ComS* begynte gedlé 8x, 16x og 32x fortynnede kulturer
a vokse i noe lengre kjeder enn tidligere, med akeing i lengden pa kjedene for hvert
fortynningstrinn. Ved 32x fortynnet kultur var pmeav veldig heterogen. Den bestod av
enkeltceller, diplokokker, korte og lange kjedetillégg begynte noen celler & miste sin ovale
fasong og bli mer runde i formen. @kende kjedelengleé ogsa observert i depletede kulturer
fordyrket med S4 peptidet, men cellene begynts@téndenser til & fa en rundere form allerede
i fortynningstrinn 16x. Ved 32x-fortynningstrinnear kjedene til S4-cellene like lange som
ved 16x-fortynningstrinnet, men cellene haddedatenda rundere form og noen celler hadde
begynt & bli flattrykte. Dette er vist i Figur 4000For 64x fortynnede celler fordyrket med
ComS* ble endringer i formen enda tydeligere, og) ¥28x fortynnet kultur var cellene tydelig
linseformede. Noen lange kjeder forekom innimelldn€omS*-kulturer som var fortynnet
512x i forhold til utgangskulturen var kjedene likenge som for 128x og 256x fortynnede
kulturer, men cellene var tydelig mindre og rundevied gkende fortynning gjennomgikk
kulturene som var fordyrket med 0,2 uM S4 en gm@vidring i cellemorfologien fra ovale
diplokokker eller sveert korte kjeder til sveert langjeder av linseformede celler. |1 2048x
fortynnede kulturer var kjedene sveert lange, smiatigykte. Ved dette fortynningstrinnet var
kjedene i S4-kulturene gjennomsnittlig noe lengne eellene i ComS*-kulturen, noe som farte
til at de ofte kveilet seg sammen i ngster (FighO& og F). Tilhgrende vekstkurver for hele
PBP2b-depletionforsgket finnes i vedlegg A.12 (Jokeét med ComS*) og A.14 (fordyrket
med S4).

Oppsummert ser man at celler fordyrket med 0,2 uM danner kjeder pa litt lavere
fortynningstrinn enn celler fordyrket med 0,2 uMr@®*. Man ser ogsa at depletionen med S4
gir endret cellemorfologi i form av sma runde elftattrykte celler 1-2 fortynningstrinn
tidligere enn ComS*-depletionen. | samsvar med tkeksene i Figur 4.7 viser
mikroskoperingen at PBP2b-depletion inntrer nokgide i celler fordyrket med 0,2 uM S4
enn celler fordyrket med 0,2 uM ComS*. Ved de sisteynningene (1024x og 2048x) danner
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cellene fordyrket med 0,2 uM S4 tydelig lengre kjeenn celler fordyrket med 0,2 uM ComS*.
De lange kveilede kjedene er en sterkere fenotype,som totalt sett indikerer en sterkere
deplesjon.

4.8 Inhiberingsforsgk

Som nevnt i avsnitt 4.2 var ikke alle de syntetipkptidene aktive med hensyn pa a indusere
transkripsjon av luciferasegenet. Dette gjorde id&ressant & undersgke om de inaktive
peptidene kunne ha en inhiberende effekt dersomblge tilsatt til en kultur hvor
luciferaseekspresjonen allerede hadde blitt indused et aktivt peptid. Tanken var at de
inaktivte peptidene kanskje binder til det sammestdriske sete pA ComR som de aktive
peptidene, men uten at de er i stand til & induderekonformasjonsendringen i ComR som
aktiverer denne transkripsjonsfaktoren. Dersomededtr tilfellet, ville det inaktive peptidet
konkurrere med det aktive peptidet om binding gjlaktivering av ComR. P& den maten vil
inaktive peptider kunne brukes til effektivt & «ak& transkripsjon fradnx Derfor var det

interessant & undersgke denne idéen naermere.

Diverse kombinasjoner av peptider, konsentrasjogeiidspunkt for induksjon ble derfor satt
opp (se protokollen som er beskrevet i avsnitt. 38y a se om et peptid ga inhibering, ble
luciferaseaktiviteten malt som i avsnitt 4.2. Sdst vFigur 4.1 viste peptidene M1 og V1 ingen
induserende aktivitet. Derfor ble 5uM av disseatiidra starten av forsgket sammen med 0,2
UM ComS* for & se om de kunne konkurrere med Com@*bindesetet pa ComR og slik
inhibere transkripsjon alwc fra Romx Figur 4.11 viser at luciferaseaktiviteten for leel
indusert med bade ComS* og M1, eller ComS* og \flgratrent den samme som for celler
indusert med kun ComS* (positiv kontroll). Fglgekg hverken M1 eller V1 i stand til &

konkurrere med ComS*.
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Figur 4.11 Bioluminescens (RLU/ODg2) som viser luciferaseekspresjon for SPH130 indusert medike
kombinasjoner av peptidene ComS*, M1 og V1Ved ODsso~ 0,05 ble kultur av SPH130 GQ§3~ 0,05 indusert
med peptidene 0,2 uM ComS*, 5 uM M1, 5 uM V1, 0,2 G¥mS* og 5 uM M1 eller 0,2 uM ComS* og 5 uM
V1. Videre ble de induserte kulturene overfart til @-br@nners mikrotiterplate og inkubert ved°87i en
mikrotiterplateavleser. Bioluminescensen (RLU) ble raétbmatisk hvert 4 minutt i totalt 68 minutter. Rblé

deretter delt for veksten malt i G&.

Som man kan se av Figur 4.3 er heller ikke S12igepi stand til & indusere transkripsjonen
av luciferasegenet. Derfor ble det satt opp etdiorsvor 0,2 uM ComS* ble tilsatt fra start
sammen med varierte konsentrasjoner av S12. dgdillde det satt opp et forsgk hvor det fra
start ble tilsatt 0,2 uM ComS*, mens S12 ble tilsat 15 minutter senere. Resultatene viste at
en blanding av ComS* (0,2 uM) og S12 (0,2 elleud®) ikke pavirker luciferase-aktiviteten
(Figur 4.12A og B). Den lille gkningen i luciferadeivitet som ble observert i kulturen som
ble indusert med 0,2 uM ComS* fra start og til2&ttuM S12 etter ca. 15 minutter kan veere
tilfeldig (Figur 4.12B). Resultatene av hele fdsper vist i Figur A.16 (S12 tilsatt fra start)
og A.17 (tilsatt etter ca. 30 minutter). Av disggufene kan man se at ingen av de benyttede

konsentrasjonene inhiberer induseraktiviteten ¢inS*.
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Figur 4.12 Bioluminescens (RLU/ODg2) som viser luciferaseekspresjon for SPH130 indusert med ké
kombinasjoner av peptidene ComS* og S12. Ajiser luciferaseaktivitet (RLU/OJg,) for SPH130 indusert med
0,2 uM ComS* eller 1 pM S12. To av kulturene hvg @AM ComS* er indusert, ble ogsa 0,2 uM eller 20 uM
S12 fra startB) viser luciferaseaktivitet (RLU/OIg,) for SPH130 indusert med samme peptider og samme
peptidkonsentrasjoner som i figur A), men der 0,2 uNhSb er tilsatt S12, er S12 tilsatt etter ca. 15 ntiut
Kulturene er inkubert ved 3T i en mikrotiterplateavleser og luminescensen (RU&)l&st av hvert 8 minutt i

ca. 4 timer. RLU ble delt pa QBR. Svarte firkanter®) viser aktivitet for celler inkubert med 0,2 pM Com&j
svarte diamanter) viser vekst for celler indusert med 1 uM S12. Hvitadinger (O) indikerer aktivitet for
celler som er indusert med 0,2 uM ComS* og 0,2 uM f&d Btart (A) eller etter ca. 15 minutter (B), méngte
trekanter {\) viser aktivitet for celler som er indusert med 0,2 @d¥S* og 20 uM S12 fra start (A) eller etter

ca. 15 minutter (B).

Som et siste forsgk pa & finne et inhiberende gdpé det syntetisert et peptid med samme
aminosyresekvens som ComS*, bortsett fra at déa aiminosyren ble utelatt. Siden den siste
C-terminale aminosyren i ComS* er tidligere visv@re essensiell for biologisk aktivitet
(Fontaine et al. 2013) var tanken at denne vergj@eComS* bare skulle binde og blokkere
bindingssetet uten a indusere transkripsjon adrase reporter genet. Dette peptidet ble kalt
S15 (Tabell 2.2 og Tabell 4.1). Det ble forst usdét om S15 kunne indusere transkripsjon av
luci SPH130 stammerResultatet av dette forsgket er vist i Figur 4M&n kan se at induksjon
av SPH130 med 0.2 pM ComS* gir et luminescenssigdahoe over 5000 RLU, mens
induksjon med samme konsentrasjon av S15 ikkeagnrsignal. Som forventet er altsd S15
inaktivt. Videre ble det satt opp et forsgk hverd parallelle SPH130 kulturer ble indusert med
0,2 uM ComS* fra starten av. To av brgnnene bikegy tilsatt S15 fra start (5 og 20 uM),
mens to ble tilsatt S15 (5 og 20 uM) etter 30 mrutSom Figur 4.13 viser, kan man se at det
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kun var antydning til inhibering nar 5uM S15 blisdit 30 minutter etter starten pa forsgket.
Nar 20 uM S15 ble tilsatt fra start farte det deriiil en gkning av luciferaseaktiviteten. Som
nevnt tidligere induserer S15 alene ikke lucifeaksigitet (Figur 4.13). Av ukjente arsaker gav
dette forsgket vesentlig lavere luciferaseaktivitetden positive kontrollen (0,2 uM ComS*)

enn tidligere forsgk. Det er allikevel sannsynligda innbyrdes forholdene mellom de ulike

luciferaseaktivitetene i dette forsgket er korrekte
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3000
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Figur 4.13 Bioluminescens (RLU/ODg2) som viser luciferaseekspresjon for SPH130 indusert medike
kombinasjoner av peptidene ComS* og S15ziguren viser luciferaseaktivitet (RLU) delt pa vek®Dagy) for
SPH130 ved OB~ 0,05 indusert med 0,2 uM ComS*, 1 uM S15, 0,2 udinS* og 5 uM S12 eller 0,2 uM
ComS* og 20 uM S15 fra start eller etter ca. 30 rteru Kulturene er inkubert ved 37C i en
mikrotiterplateavleser og luminescensen ble lest art Bvainutt i ca. 4 timer. Svarte firkantdll] viser aktivitet
for celler inkubert med 0,2 puM ComS*, hvite firkan(El) viser vekst for celler indusert med 5 uM S15. Tré&an
indikerer aktivitet for celler indusert med 0,2 uM@S* og 5 UM S5 hvor svartek() viser aktivitet ved S15
tilsatt fra start, mens hviteY) viser aktivitet ved S15 tilsatt etter ca. 30 mieutRundinger indikerer aktivitet for
celler indusert med 0,2 uM ComS* og 20 uM S15 hvortevi@®) viser aktivitet ved S15 tilsatt fra start, mens
hvite (O) viser aktivitet ved S15 tilsatt etter ca. 30 mtaut

| neste forsgk ble to branner med SPH130 kultsattill uM S15, mens to brgnner ble tilsatt 5
MM S15. Etter ca. 40 minutter ble hvert av de t@pa tilsatt henholdsvis 0,2 og 2 uM ComS*.
Kontrollene besto av SPH130-celler der 0,2uM Corblg*tilsatt etter ca. 40 minutter, og av
SPH130-celler der 1 uM S15 ble tilsatt etter camdfutter. Resultatet av forsgket er vist i
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Figur 4.14. Her kan man se at det ikke ble induseen luciferaseaktivitet der 0,2 uM ComS*
ble tilsatt SPH130 kulturer forbehandlet med 1 og\s S15. Dette tyder pa at S15 i dette
tilfellet klarer & blokkere for ComS*. | motsetningl dette ble det indusert full

luciferaseaktivitete nar 2 UM ComS* ble tilsatt SF¥ kulturer forbehandlet med 1 og 5 uM

S15.
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Figur 4.14 Bioluminescens (RLU/ODgz) som viser luciferaseekspresjon for SPH130 indusert medike
kombinasjoner av peptidene S15 og ComS¥iguren viser luciferaseaktivitet (RLU) for SPH13@W@ D550~
0,05 indusert med 0,2 uM ComS*, 1 uM S15, 1 uM Sgetber 40 minutter 0,2 uM ComS*, 5 uM S15 og 0,2
ComS* etter 40 minutter, 1 pM S15 og 2 uM ComSeret#0 minutter, 5 UM S15 og 2 uM ComS* etter 40
minutter. Videre ble kulturene inkubert ved ®7 i en mikrotiterplateavleser og luminescensen bledesvert
12 minutt i 10 timer. Luminescensen ble delt pa vak$RLU/ODyo,)

4.9 Etablering av Zrf*-depletionsystemet iS. pneumoniae

For & sammenligne vart ComRS-ekspresjon/deplesjpersy med Zff-systemet, som er et
annet ekspresjon/depletionsystem som brukes By@mneumonigeble en mutant kalt KW12
konstruert. Denne mutanten ble laget ved farsa@dsformere inn et plasmid kalt pJWVv101
(Veening et al. 2014) bgalokuset i utgangsstammen RH425. Dette plasmidegholder
promoteren for Zfi-systemet kalt Bco. Seleksjonen ble gjort med tetracyclin (0,2 pgkiden
pJWV101 beerer et tetracyclinresistensgen. Dennesfoemasjonen ga noen kolonier pa
negativ skal. Dette kan skyldes lav konsentrasjpmetracyclin. Screening av koloniene pa
positiv skal viste allikevel en vellykket transfamsjon av pJWV101. | neste trinn ble

Januskassetten transformert inn bakdromoteren (Bcoi:Janus). Negativ skal hadde ingen
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kolonier, og videre undersgkelse av koloniene psitivoskal viste at transformasjonen var
vellykket. Til slutt ble Januskassetten byttet @diuc-genet, som dermed kom under kontroll
av Rzo-promoteren (Beo:luc). Med et slikt oppsett skulle tilsetting av Zn vekstmediet

indusere transkripsjon dnuc-genet.

4.10 Aktiviteten til Pc.co-promoteren

Hensikten her var a undersgke om det nyetableneRSesystemet fungerer like bra eller bedre
enn det veletablerte Zisystemet med hensyn pa maksimaluttrykk og ovekktav genet det
regulerer. Det ville ogsa veere interessant & uatterbvor raskt ekspresjonen av malproteinet
avtar etter at induseren er fiernet fra mediethwgy raskt cellene responderer pa tilsetting av
induser. Aktiviteten av &.o-promoter ble testet ved hjelp aw-reportergenet pa tilsvarende
mate som tidligere beskrevet for ComRS-systemet 8evnt i avsnittet over (4.9) kalles
stammen som inneholder Zrsystemet KW12. KW12 og SPH130 ble dyrket i C-mediil
ODsso~ 0,3. SPH130 (fra Od90 ~ 0,05) ble indusert med konsentrasjoner av Costsh
varierte fra 0,02 uM til 4 uM. En konsentrasjor2gaM har tidligere blitt funnet a gi maksimalt
uttrykk avluc genet i SPH130 stammen (Berg et al. 2011). KW12 @Dsso ~ 0,05) ble
indusert med ZnGli konsentrasjoner som varierte fra 0,01 mM til . | tillegg ble 2 mM
ZnChk benyttesom den hgyeste konsentrasjonen. Valget av dissektrasjonene er basert pa

en publikasjon fra Kuipers et al. (2007). Mer detal protokoll finnes i avsnitt 3.13.

Figur 4.15 viser KW12 stammen indusert med de ZkGhsentrasjonene som ga til hgyest
uttrykk av luciferase fra &b promoteren og deres vekst (@B). Den viser ogsa
luciferaseaktivitet og vekst for SPH130, som blduigert med 4 uM ComS* for & presse
systemet maksimalt og gi hgyste mulig transkrip$jarfomx KW12 indusert med 0,175 mM
ZnCk gir en RLU/ODo2 pa rundt 18000. Cellene i kulturen har en doblidggé ca. 40
minutter, og nar en maksimal tetthet rundt4B 1. Doblingstiden er beregnet som tiden det
tar fra ODio2~ 0,2 til ODuo2~ 0,4. Sammenlignet med SPH130 kommer veksten WAL K
gang noe senere. SPH130 indusert med 4 uM ComSémyaaksimumsaktivitet pa ca. 40 000
RLU/ODag2. | likhet med KW12 var doblingstiden pa ca. 40 utfar og veksten nadde toppen
rundt ODio2 ~ 1. Figur 4.15 viser ogsa vekst og aktivitet kw12 fordyrket og inkubert i C-
medium uten tilsatt Zi. Resultatet viser at luciferaseaktiviteten for K:\dyrket i sakalt Z#i-

fritt medium er mye hgyere enn for KW12 dyrket niig C-medium, men omtrent identisk
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med aktivitetermalt i SPH130 kulturen indusert med 4 uM ComS*. IReset viser ogsa at
KW12 kulturen som har veert fordyrket i C-mediumrutisatt Zrf* vokser betydelig saktere
enn de andre. Cellene har en doblingstid pa om&®&minutter, og veksten nar stasjonaer fase
ved ODw2~ 0,76. Man kan ogsa se av Figur 4.15 at lucifedeséteten avtar noe senere for
KW12 enn for SPH130. Figur A.18 viser aktivitet Bigur A.19 (Vedlegg A) viser vekst ved
ODa492 for KW12 fordyrket med vanlig C-medium. Figur A.2@edlegg A) viser aktivitet og
Figur A.21 vekst ved OR2for KW12 fordyrket og satt til videre vekst i C-tiam uten ZA*.

Alle resultatene for luciferaseaktivitet finnesigér A.22 og vekst i Figur A.23 for SPH130
(Vedlegg A).

RLU/OD g

Figur 4.15 Vekst og bioluminescens (RLU/OR,) for KW15 stammen indusert med ZnChk og SPH130
stammen indusert med ComS* KW15 (R.s:luc) ble fordyrket i vanlig C-medium og Znfritt C-medium,
mens SPH130 (Bnx:luc) ble fordyrket i C-medium. Ved Ofp~ 0,05 ble KW15 cellene indusert med ZnCl
mens SPH130 cellene ble indusert med ComS*. Kultutgleeinkubert i en mikrotiterplateavleser hvor
luminescensen (RLU) og veksten (@ ble malt hvert 8 minutt i 7 timer. Aktiviteten tiluciferase
reporterproteinet er angitt som relative luminescencigs (RLU) delt p4 OB, Hvite symboler indikerer
luciferaseaktivitet hvor: rundinge®) viser luciferaseaktivitet for KW12 dyrket i Z#fritt C-medium og indusert
med 0,15 mM ZnGJ trekanter {\) viser luciferaseaktivitet for KW12 dyrket i vani&medium og indusert med
0,175 mM ZnCl og firkanter ) viser luciferaseaktivitet for SPH130 indusert medlComS*. Svarte symboler
viser vekst angitt som Qfg hvor: rundinger @) viser vekst av KW12 dyrket i Zhfritt C-medium og indusert
med 0,15 mM ZnGJ trekanter &) viser vekst av KW12 dyrket i vanlig C-medium oglisert med 0,175 mM
ZnCl, og firkanter W) viser vekst av SPH130 indusert med 4 uM ComS*.
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For & se hvordan KW12 celler ble pavirket av hgpesentrasjoner av Zhinduser, ble
kulturer dyrket i C-medium eller sakalt Zrfritt medium indusert med 2 mM Zn£ISPH130
celler dyrket i C-medium og indusert med 4 uM Conb&* brukt som kontroll. Induseren ble
tilsatt kulturene ved O8o ~ 0,05. Resultatene av dette forsgket viste asteekav KW12
kulturene (uavhengig av vekstmedium) er sveertfayuf 4.16). Luciferaseaktiviteten for disse
kulturene er ogsad lav med et maksimum pa omtrentOQ@ RLU/ODe2 Vekst og
luciferaseaktivitet for SPH130 er omtrent den sansm@ for (Figur 4.15). Oppsummert ser
man at ekspresjonen av luciferase i KW12 cellekelyin Zr¢*-fritt C-medium og indusert med
0,15 mM ZnC} er omtrent den samme som i SPH130 celler dyrkeinlig C-medium og
indusert med 4 uM ComS*. Videre er det tydeligaCE i hgye konsentrasjoner hemmer vekst
og dermed aktivitet. P4 grunn av den darlige vekéoe KW12 ved dyrking i Z#t-fritt C-
medium (Figur 4.15) ble videre forsgk gjort vedldyg i vanlig C-medium.
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Figur 4.16 Vekst og bioluminescens for KW15 indusert ®d ZnClz> og for SPH130 indusert med ComS*
KW15 (P..cp:luc) ble fordyrket i vanlig C-medium og Znfritt C-medium, mens SPH130 {Rx:luc) ble
fordyrket med 4 uM ComS*. Etter fordyrking ble ezlav KW15 ved OB~ 0,05 indusert med Zngdg SPH130
ble indusert med ComS*. Kulturene ble inkubert neilrotiterplateavleser og luminescensen (RLU) og texks
(OD4gy) ble malt hvert 8 minutt i 6 timer. Luminescensen dédt pa veksten (RLU/OIg,). Hvit tegnsetting
indikere luciferaseaktivitet (RLU) hvor rundinged) viser for KW12 dyrket i Z#-fritt C-medium og indusert
med 2 mM ZnCJ, trekanter Q) viser for KW12 dyrket i vanlig C-medium og indusered 2 mM ZnC] og
firkanter @) viser for SPH130 indusert med 4 uM ComS*. Svarnsetting indikerer vekst (Qfgy) hvor
rundinger @) viser for KW12 dyrket i Z#t-fritt C-medium og indusert med 2 mM ZnClrekanter &) viser for
KW12 dyrket i vanlig C-medium og indusert med 2 mMZZnog firkanter @) viser for SPH130 indusert med 4
pM ComsS*.
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4.11 Bruk av Zr?*-systemet for a uttrykke et essensielt gempiop2x

For & sammenligne hvor godt egnetZsystemet er til depletion av et essensielt genhidid

til ComRS-systemet ble det konstruert en ny mut&#nne mutanten hapbp2x bak
promoteren Bcp 0g er kalt KW14 (Bco:pbp2%. | mutanten KW14 finnes det natipbp2x
genet fortsatt i genomet. Derfor ble det native egebyttet ut med en Janus-kassett
(Apbp2xt::;janus). Dette dannet mutanten KW15. Den enegpéekoavpbp2xgenet i denne
mutantens genom er kopien som er satt inn hak-promoteren. Ved transformasjonen hvor
villtypegenet forpbp2xble slatt ut, var konsentrasjonen av ZnGlkalene 0,15 mM. Dette er
konsentrasjonen som Peters (2013) har valgt & bsike forsgk hvor PBP2x har blitt depletet
med Zrf*-systemet. For mer detaljert protokoll, se punkt43.For sammenligning med
ComRS-systemet ble SPH165 brukt, siden denne stanime pbp2xgenet bak Bmx

promoteren.

4.11.1 Vekstforsgk for KW15

For PBP2x i KW15 kunne depleteres matte vekstHaetiin til stammen ved ulike
konsentrasjoner av Znglndersgkes. For a fa en god sammenligning med GesyRtemet
burde veksthastigheten vaere tilnaermet lik vekstytasten for SPH165 indusert med 0,2 uM
ComsS*. Denne konsentrasjonen av ComS* har veerttlsuk standard i forsgk der ComRS-
system har veaert benyttet til depletion av utvalgédgener. Et vekstforsgk ble derfor satt opp
hvor KW15 ble indusert med konsentrasjoner av Zm@t spenn av konsentrasjoner mellom
0,05 mM og 0,2 mM. Som kontroller ble veksthastighefor SPH165 indusert med 0,2 uM
ComS* og en villtypestamme (RH1) undersgkt. Memaljett protokoll finnes i avsnitt 3.14.
Veksthastigheten for et KW15 indusert med et utvalgkonsentrasjoner samt kontrollene
SPH165 og RH1 er vist i Figur 4.17. Vekstkurver ®PH130 indusert med gvrige
konsentrasjoner av ComS* er vist i Figur A.23. \feg KW15 indusert med de @vrige

konsentrasjonene er vist i Figur A.24 (Vedlegg A).
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Figur 4.17 Veksthastighet for KW15 sammenlignet med SP165 og RH1 malt i ODge2 Stammene KW15
(Pezeo:pbp2%, SPH165 (Bmx:pbp2¥ og RH1 (villtype) ble lgst i C-medium til G~ 0,05. KW15 ble fordyrket

i konsentrasjonene 0,05 mM, 0,1 mM og 0,15 mM Zn@lens SPH165 ble fordyrket i 0,2 pM ComS*. Nar
ODss¢~0,3 ble kulturene Igst til OJa~0,05 og indusert med tilsvarende induser i sammeekdrasjon som ved
fordyrking. Kulturene ble sa overfgrt til en mikretiplate og inkubert i en mikrotiterplateleser v&d@. ODyq,

ble automatisk avlest hvert 10 minutt i 6 timer.

Resultatene viser at 0,05 og 0,1 mM Zn@l KW15 en veksthastighet som er sveert lik
veksthastigheten til RH1 og SPH165 indusert mequ®2ZComS* (Figur 4.17). Med andre ord
sa pavirker ikke disse ZnfRonsentrasjonene veksten av KW15 stammen i nevdigverad,
0og begge konsentrasjonene gir normal cellevekdulsjon av KW15 med 0,15 mM ZnCl
derimot ga bade lavere veksthastighet og maksimim{JFigur 4.17). Denne sistnevnte
konsentrasjonen er mye brukt av forskere som haeradt Zr#*-systemet i sin forskning.
Konsentrasjonen som ble valgt for videre forsgkmatyksjon av KW15 var 0,1 mM. Denne

mengden Zft-induser gir normal vekst og er sveert neer den stestdoenyttes i litteraturen.
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4.11.2 Depletion av PBP2x i Zn2+- og ComRS-systemetn sammenligning

For & gjare en direkte sammenligning av egenskajilefie®*- og ComRS-systemet ble det satt
opp depletionsforsgk med PBP2x som malprotein. itarsvar a finne ut hvilket system som
egner seg best til studier av essensielle protei@&@mmene som ble brukt var SPH165
(Pcomx:pbp2¥ 0og KW15 (Rzo:pbp2%. SPH165 ble fordyrket med 0,2 uM ComS*, mens
KW15 ble fordyrket med 0,1 mM Zng&lVidere ble det satt opp 2-folds fortynningsrekiar
begge kulturene med en start-@0- 0,05. Protokollen for forsgket finnes i avsnit® Et

utvalg av resultatene er vist i Figur 4.18.
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Figur 4.18 Vekst ved depletion av PBP2x i SPH165 ogiK15. SPH165 (Bmx:pbp2% og KW15 (R.o:pbp2%

ble lgst til ORso~ 0,05. Videre ble SPH165 fordyrket med 0,2 uM Cdm@ KW15 ble fordyrket med 0,1 mM
ZnCh. Nar ODso~ 0,3 ble cellene Igst til Oy~ 0,05 og de ble satt opp i 2-folds fortynningsrekiédere ble
hver av fortynningsrekkene overfgrt til en 96-bregnsmaikrotiterplate i to paralleller. En parallell Bver kultur
ble tilsatt induser til samme konsentrasjon tilsvareadm ved fordyrking. Kulturene ble sa inkubert i en
mikrotiterplateleser hvor Olg, ble avlest automatisk hvert 15 minutt i 15 timera@vegnsetting viser vekst for
KW15 hvor firkanter B) viser vekst for 4x fortynnede celler, runding®)(viser for 16x fortynnede celler og
trekanter &) viser for 256x fortynnede celler. Hvit tegnsattiviser vekst for SPH165 hvor firkantéd) viser
vekst for 4x fortynnede celler, rundinged) viser for 16x fortynnede celler og trekantex)(viser for 256x

fortynnede celler.
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Av Figur 4.18 kan man se at SPH165 ved 4x fortyknétir har en maksimums-QB neer 1.

Til sammenligning kan man se at KW15 ved sammefoetynning oppnar en maksimums-
ODagzrundt 0,75. Altsd har veksten av KW15 cellene bégybli pavirket av mangelen pa
PBP2x allerede ved 4x fortynnet kultur. Ved 16xtyonet kultur stopper veksten av KW15
cellene opp allerede ved @f2~ 0,4, mens det i 256x fortynnet kultur nestereikiar veert
paviselig vekst. Det er helt tydelig at deplesjorenPBP2x gar saktere i ComRS-systemet
(Figur 4.18). En igynefallende forskjell mellom de systemene er at KW15 cellene i
motsetning til SPH165 cellene begynner a lyseragamhumiddelbart etter at de har stoppet &
vokse. Grunnen til dette er at KW15I@A*, mens SPH165 cellene lgtA~. SPH165 celler vil
altsa ikke produsere autolysinet LytA, og falgdyiserer de ikke etter at de har stoppet a vokse.
Villtype pneumokokker begynner a lysere etter ahdestatt 5-6 timer i stasjonzer fase, mens
celler som er depletet for PBP2x begynner & lysegd en gang veksten stopper opp (Berg,
personlig kommunikasjon). Induserte kontroller b@gge stammene hadde tilneermet samme
veksthastighet ved alle fortynningene (se vedleggResultatene av alle cellefortynningene
for bade induserte og uinduserte celler av SPHIHKW15, se vedlegg A.25 (uindusert
SPH165), A.26 (indusert SPH165), A.27 (uindusert¥)Vog A.28 (indusert KW15).
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5. Diskusjon

5.1 Ulike peptider induserer til ulik luciferaseaktvitet

Som Figur 4.1 viser, ser man at indusering medeybigptider gir ulik luciferaseaktivitet for
SPH130 (Bmx:luc). Peptidene S1 og S2 (Tabell 4.1) har tilnserrketktivitet som ComS*ved
hgye konsentrasjoner (1 pM). Det mest interessaesaltatet i dette forsgket var at
luciferaseaktiviteten indusert med 1 uM S4, synkae raskere enn for celler indusert med 1
MM ComS*. S4 har en alanin i posisjon 2, mens Cohe8*prolin. Alanin er en enkel aminosyre
med en metylgruppe som funksjonell gruppe, mensnpdanner en ringstruktur som gir en
knekk pa peptidkjeden. Det er ikke kjent hvorforpldéionen tar sa lang tid etter at
pneumokkene er vasket og overfart til et ComSt-medium. En mulighet er at ComS* har en
struktur som gjer peptidet lite nedbrytbart avaetlluleere proteaser. | teorien er det mulig at
ComS* er helt resistent mot intracelluleere proteasg at den intracellulsere konsentrasjonen
av peptidet tynnes sakte ut hver gang cellene delgr Det kan ogsa tenkes at affiniteten
mellom peptidliganden og ComR er sveert hgy, ogettedkomplekset dissosierer sakte. En
tredje mulighet er at cytoplasmembranen fungerar abdepot for ComS*. Peptidet er sveert
hydrofobt, og kan derfor tenkes a veere Igselig mim@anen. Siden S4 er tungt lgselig og
konsentrasjonen av det lgste peptidet falgeligperusikker, kan det tenkes at konsentrasjonen
av S4 ikke var 1 uM, men betydelig lavere. | s&fidle luciferaseaktiviteten synke raskere
fordi det var mindre av peptidet til & begynne nigdt er ogsa mulig at S4 klgyves lettere av
intracelluleere proteaser eller har lavere affinitet ComR og dermed trengs i hgyere
konsentrasjoner for & gi samme transkripsjonshigiét minste viser resultatene at aminosyren
i posisjon 2 kan ha en effekt pa hvor hurtig virkgen av induserpeptidet avtar i en kultur. Av
Figur 4.1 kunne man ogsa se at peptidene M1 ogkké induserte til luciferaseaktivitet.
Aminosyresekvensen for disse peptidene var svérsekvensen til ComS* (Tabell 4.1). Som
nevnt innledningsvis (se avsnitt 1.5.2) er aminesgri posisjon 19, 20 og 24 i det native ComS
peptidet viktig for binding til bindingssetet i C&n(Fontaine et al. 2013). For de syntetiske
peptidene tilsvarer det posisjon 3,4 og 8. Mllke€ClomS* kun ved en leucin i 8. posisjon, mens
V1 er lik i posisjon 2 og 4. Resultatene i detteegdlet bekrefter at bindingen mellom ComR
og liganden er spesifikk, uten at spesifisitetemesya vaere veldig hgy. Selv om M1 og V1 er
inaktive kan det likevel tenkes at disse peptidemader tii ComR, uten at det farer til
konformasjonsendringen som er ngdvendig for at Cask& binde Bmx promoteren og

indusere transkripsjonen av luciferasegenet.
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Som vist i Figur 4.2, induserer S1 til hgy lucifeeaktivitet ved lavere konsentrasjoner enn
ComS* og de andre peptidene. S1 skiller seg fra £okan ved at det hos ComS* finnes en

fenylalanin i posisjon 4, mens det hos S1 er eosiyri tilsvarende posisjon. Disse aromatiske
aminosyrene har en veldig lik struktur, men pa gren ekstra hydroksylgruppe regnes tyrosin
for & veere blant de polare aminosyrene mens femjtaler upolar. Dette kan bidra til gkt

lgselighet hos S1 og/eller mindre hydrofobe intejaker med f. eks. cytoplasmamembranen.
@kt lgselighet og mindre hydrofobisitet kan bidiat den effektive konsentrasjonen av S1 er
hayere enn for ComS*, og at det dermed trengs miadrS1 for & gi samme aktivitet. En

annen grunn til S1's hgye induseraktivitet kan vagrlydroksylgruppen hos tyrosin gjare at
S1 binder sterkere til bindingsetet i ComR.

Resultatene som er angitt Figur 4.1 indikerer atreanlignet med ComS*, avtar luciferase-
aktiviteten raskere nar S4 brukes som induser s@2amme tendensen kan man ogsa se for peptid
S9 i Figur 4.3 og S6 i Figur 4.4. Som tidligere mevar S9 vanskelig & lase opp i NaAc, og
konsentrasjonen av det opplaste peptidet blir derfikker. S6 derimot Igste seg lett opp og
ble derfor valgt til videre undersgkelser. Figuf diser at aktiviteten for celler indusert med
0,2 uM S4 eller S6 synker raskere enn for cell@usert med 0,2 uM ComS*. S6 er en blanding
mellom S1 og S4. Som S1 har S6 tyrosin i posisjoogdlik S4 har den alanin i posisjon 2.
Tanken med & syntetisere S6 peptidet var at manekfinen rask nedgang i luciferaseaktivitet
ved lave peptidkonsentrasjoner. Resultatene (Fglrviser at induser-aktiviteten til S6, S4
og ComS* er lik ved en peptidkonsentrasjon pa 0N, samtidig som nedgangen i
luciferaseaktivitet er raskest for S6. Siden 0,82 %1 ga en topp pa rundt 27 000 RLU/RD
(Figur 4.2), mens en ti ganger hgyere konsentragjod uM) av S6 gav rundt 34 000
RLU/ODag2(Figur 4.4), tyder dette pa at utskifting av beggginosyrene samtidig har hatt en

negativ innvirkning pa induseringseffektiviteten3b peptidet.

5.2 Indusering med peptidene S4 og S6 farer til reasre depletion

For & undersgke om den raske nedgangen i lucifektgiéet for S4 og S6 kunne gi en raskere
depletion, ble et forsgk satt opp hvor PBP2x skdipletes. | forkant av forsgket ble et
vekstforsgk satt opp for SPH165-stammenn(®.pbp2y. Dette var for & bekrefte at veksten
med 0,2 uM S4 og S6 er noenlunde lik veksten me@ M ComS*. Det er denne
konsentrasjonen av ComS* som har blitt brukt iigieile depletionsstudier (Berg et al. 2013).
Figur 4.5 viser resultatet av vekstforsgket. Awfen kan man se at celler indusert med S6

stoppet & vokse ved en litt lavere celletetthet denandre. Dette kan stemme med at

77



Diskusjon

luciferaseaktiviteten ved indusering med S6 avtok fortere enn for celler indusert med
ComS* og S4 (Figur 4.4). Forskjellene i vekst ekeikveldig store og doblingstiden ved

eksponentiell vekst er omtrent den samme for edléduserpeptidene.

Ved en depletion lages det som nevnt i metoded@leravsnitt 3.5) en fortynningsrekke av
celler. Det tilsettes ikke induserpeptid til mediitse cellene dyrkes i. Det betyr at den eneste
tilgangen cellene har til induser er den restereandagden peptid som fortsatt finnes inne i
eller pa overflaten av cellene. Disse peptidenesttédr hvert degraderes eller tynnes ut ved
celledeling. Siden dette tar tid ma cellene vokseged stund for de har kvittet seg med
induserpeptidet. Falgelig vil ekspresjonen av deteasielle malgenet avta langsomt til det
kritiske punktet er nadd hvor cellene ikke lendarér & vokse. Det kritiske punktet kan variere
fra et essensielt protein til et annet. Det kom@empa hvor mye av proteinet som trengs i
pneumokokkcellen. Som man kan se av figur 4.6 Bpgynker PBP2x mengden i SPH165-
cellene (Romx:pbp2%¥ raskere i kulturene som var fordyrket med 0,2 ¥ og S6, enn
kontrollkulturen som var fordyrket med 0,2 uM Com®ette betyr trolig at S4 og S6
degraderes raskere i cellen enn ComS*. | sa fdirtylet pa at aminosyrekomposisjonen er
avgjegrende for hvor raskt peptidet degraderesrdJtdsultatene i avsnitt 4.4 kan man anta at
alanin i posisjon 2 gjegr peptidet lettere & degradecellen, uten at aminosyren pavirker
peptidets evne til & indusere transkripsjonen pentergenet merkverdig. For S6 kan tyrosinet
i fierde posisjon gjgre at peptidet blir noe varigiege & degradere sammenlignet med S4,
samtidig som alaninet i posisjon to farer til at elelettere degraderbart. Det finnes ogsa andre
mulige forklaringer pa resultatene som er beskre¥gur 4.6. Som sagt ovenfor er S4 lite
loselig. Derfor er det tenkelig at konsentrasjonbrukslgsningen er vesentlig lavere enn 0,2
MM, og at det er grunnet til at det degraderes &lesvinner fortere. Hvis denne forklaringen
er riktig, betyr det at S4 er en bedre induser EomS*. Siden S6 peptidet i motsetning til
ComS* har tyrosin i posisjon 4 er det mer hydraditt ComS*. Det kan derfor tenkes at det
interagerer mindre med med cytoplasma membranemvasges bedre ut fra overflaten av

cellene for disse overfares til induserfritt medium

En depletion av det essensielle gepbp2b ble ogsa satt opp med stammen SPH158
(Pcomx:pbp2b). P& grunn av at S4 ga den raskeste deplesjongepdidene S4 og S6 i forsgket
med PBP2x-depletion, ble S4 valgt til depletionP8P2b. Det er tidligere vist at depletionen
av PBP2b gar vesentlig senere enn deplesjonen 82PBerg et al. 2013). Dette er ogsa
tydelig i forsgket hvor forskjellen mellom PBP2bptktede celler fordyrket med S4 eller
ComS* er undersgkt (Figur 4.7). Likevel viser Figur at ved fordyrking med 0,2 uM S4 skjer
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depletionen raskere enn ved fordyrking med 0,2 pdvh&*. Dette forsterker teorien om at S4
degraderes raskere i cellen enn ComS*. Alternatiytdes det en forskjell i konsentrasjon -
som diskutert ovenfor. Ser man pa SDS-PAGE BocHlingelen (Figur 4.8 A) kan man se
svake band av PBP2b for celler indusert med Cone8*ave cellefortynninger (til og med ca.
128x). Det kan man ikke for celler indusert med(Bigur 4.8 B). Dette tyder ogsa pa at en

depletion ved fordyrking med S4 skjer raskere.

For & se om den typiske fenotypeforandringen sqger skd deplesjon av PBP2b kunne pavises
tidligere enn vekstinhibering, ble det foretatt rogkopering av SPH158 celler fordyrket i 0,2
MM S4 og ComS*. Figur 4.9 viser kontrollceller dgthkned 0,2 uM ComS* (A) og 0,2 uM S4
(B). Disse kulturene viser lik vekst og morfoloDiette viser at SPH158 celler indusert med S4
gir normal vekst og cellemorfologi. Som mikroskafabne viser (Figur 4.10), kan man ikke
med sikkerhet si at morfologien begynte a forarsdrg tidligere hos S4-fordyrkede SPH158
celler. Det man kunne se derimot, var at S4-fordgiekceller tidligere viste en sterkere fenotype
enn ComS*-fordyrkede celler. Nar cellene farst begya deplete, viste celler fordyrket med
S4 stgrre og raskere endringer i morfologien emlercirdyrket med ComS*S. pneumoniae
celler har en ovoid cellefasong. Nar PBP2b deplskger det et gradvis tap av den elliptiske
fasongen og cellene blir fagrst runde og tilsluttmasst linseformede (Berg et al. 2013). Denne
runde til linseformede celleformen oppsto raskeos PBP2b-depletede SPH158-celler
fordyrket med S4. De runde cellene begynte alleéedekke opp ved 16x fortynnede celler.
Mikroskoperingen viste altsa at morfologien til SP38 celler fordyrket med 0,2 uM S4
begynte a endres allerede i den 4x fortynnede tantuVeksthemming derimot ble farst
paviselig i kulturer som var fortynnet 16x — 32xetf2 tyder pa at celleveggsyntesen blir
pavirket av det minkende PBP2b nivaet i cellenenigngelen av PBP2b pavirker veksten nar

denne males som Q.

5.3 Blokkering av ComS*-bindingssetet i ComR med iaktive peptider

Teorien bak inhiberingsforsgkene var at peptiden skke er i stand til aktivere ComR og
indusere transkripsjonen av reportergenet (Figut 4g 4.3), likevel binder til
ligandbindingssetet i ComR slik som ComS*. Pa deitem skulle det «inaktive» peptidet
konkurrere med det «aktive» peptidet om aktiveangComR. Peptidene M1, V1 og S12 ble
testet uten a vise tegn til inhibering (figur 4dd 4.12 A og B). Peptidene M1 og V1 er sveert
forskjellige fra ComS*, og binder sannsyligvis iktieligandbindingsetet. S12 har en positivt
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ladet aminosyre (lysin) i posisjon 2. Dette eri@rsaken til at det ikke er aktivt og heller ikke
binder til ligandbindingsetet til ComR. Siden ComS*et ganske hydrofobt peptid uten ladede
aminosyrer, danner ligandbindingssetet trolig edrbfob klgft eller lomme som ikke binder

ladede peptider.

Et inaktivt peptid (S15), hvor kun den siste resilposisjon 8) ble fiernet, ble konstruert for
a se om dette kunne binde ligandbindingssetet iR omblokkere for ComS*. Figur 4.13 viser
at luciferaseaktiviteten er noe lavere enn densede kontrollen nar 5 uM S15 ble tilsatt etter
ca. 30 minutters vekst med 0,2 puM ComS* i mediettt® tyder pa at S15 muligens kan
konkurrere med ComS* om binding til ComR nar S15stort overskudd. | samme forsgk gir
imidlertid andre kombinasjoner av ComS* og S15 muhibering eller til og med stimulering.

Tilsetting av 20 uM S15 fra start gir faktisk erdéyig gkning i luciferaseaktiviteten (Figur

4.13). Disse uklare og til dels selvmotsigende Itagne gjar det vanskelig & trekke noe
konklusjon med hensyn pa S15's egenskaper somgieleinhibitor. Som vist i Figur 4.13 sa

er S15 fullstendig inaktiv som induser. Dette stemgodt med det som er rapportert tidligere,

nemlig at den siste residuen i peptidet er esséfmia@ktiviteten (Fontaine et al. 2013).

Figur 4.14 viser luciferaseaktiviteten nar S15 tilatt fra start og ComS* ble tilsatt omtrent
40 minutter senere. Resultatene indikerer at Si%tmnd til & blokkere for ComS* nar S15
tilsettes farst og i stort overskudd. Men nar memg@omS* gkes fra 0,2 til 2 uM klarerer ikke
S15 lenger a utkonkurrere ComS*. Disse resultatgder pa at S15 peptidet er i stand til &
binde til ligandbindingsetet, men at det binder mage lavere affinitet enn ComS*. At tapet
av leucin i posisjon 8 farer til en svakere intesjak mellom peptidet og ComR stemmer godt

med det faktum at denne aminosyren er essensietidaseraktiviteten til ComS*.

Et problem med forsgksoppsettet vist i Figur 4ek4at det ikke kan brukes i praksis til & «skru
av» induksjonen. Hapet var a identifisere et pegtioh binder sterkere til ligandbindingssetet
enn ComS*. Ideen var at et slikt peptid skullestiles kulturen og utkonkurrere ComS*. Dette
skulle fare til en rask terminering av den ektopistanskripsjonen frackxpromoteren. Et

slikt peptid ville ha veert et viktig verktay sonileiha gjort depletionsstudier enklere og mer

presise.
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5.4 Sammenligning av egenskapene tik&hx 0g Pzcp- promoterene

Som beskrevet i avsnitt 4.10 og vist i Figur 4.2 knan se at SPH130 celler (ComRS-
systemet) dyrket i C-medium og indusert med 4 uhSbd har samme luciferaseaktivitet som
KW12 celler (Zr#*-systemet) dyrket i sékalt Zfritt medium og indusert med 0,15 mM ZnCl
Dette betyr at Bmx0g Rzco promoterene dike effektive under disse betingelsene. Nar KW12
dyrkes i vanlig C-medium derimot, er maksimumigdbetydelig lavere enn ved dyrking i Zn
fritt medium. Dette tyder pa at ved jevn tilgang £x&*, pavirker genuttrykket fradao og
luciferaseaktivteten negativt. Siden luciferin diles etter inkubering av avlesning av
luminescensen, er ikke luciferin den begrensed®falk. En mulig hypotese kan veere at ved
jevn tilgang og indusering med ZnCI2 (celler dyrketanlig C-medium) kan proteasene
allerede vaere skrudd pa nar luciferin tilsettegtéiean fare til at degraderingen av luciferase
skjer raskere i disse cellene, og dermed gi lalteriéeraseaktivitet. Denne teorien er veldig
hypotetisk. For a fa bekrefte dette kan man evéirgeéte opp immunoblotting mot luciferase.
En forskjell er imidlertid at det Zi+frie mediet, som er ngdvendig for & fa god indaksferer

til darlig vekst av KW12 cellene (Figur 4.15). Saravnt tidligere er Z#f en essensiell co-
faktor for mange viktige enzymer, og mangel p&*Zil derfor ha negative konsekvenser for
cellens fysiologi og evne til & vokse (Hantke 20(3¢tte ser man tydelig i Figur 4.15 hvor
doblingstiden for cellene dyrket i mediet med subale mengder 41 er mye hayere enn for
celler dyrket i vanlig C-medium. Samtidig viser &ig}.16 at hgye konsentrasjoner av znCl
gir veldig lav vekst. Dette betyr at Zndlstore mengder er skadelig for cellen og hemmer

vekst.

5.5 Depletion med Zi*-systemet

Figur 4.18 viser resultatet av en sammenligningdapletion mellom ComRS- og Zn
systemet. KW15 og SPH165 stammene, som henholdavgbp2xgenet bak Bco 0g Pcomx-
promoteren, ble brukt i dette forsgket. Resultatéser at KW15-celler fordyrket med 0,1 mM
ZnCl depleteres raskere mhp. PBP2x enn SPH165 celtdyri@t med 0,2 pM ComS*.
Grunnen til dette kan veere at konsentrasjonen a¥ Zgnker fortere enn ComS* i
pneumokokkcellene, etter at disse er vasket ogfeaneti medium uten induser. Under
depletionen opplever cellene lave konsentrasjometrd*. Sa& lenge cellene vokser, vil dette
lageret trolig forbrukes ganske raskt. Det er fafd?* inngdr som en co-faktor i mange
proteiner. ComS* derimot har bare en oppgave, meanindusere transkripsjonen av gener som

er regulert av Bmx-promoteren. ComS* har ingen annen funksjon i oeltey det er hgyst
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usannsynlig at dette peptidet har noen negativkdivig pa pneumokokkenes metabolisme og
fysiologi. Zre*-ioner i for hgye konsentrasjoner er toksisk follere fordi disse ionene
interagerer med thioler og blokkerer essensielbksner i cellen. Bakterier har derfor
lagringssystemer og eksportmekanismer som gjgedtl @&n viss grad kan kvitte seg med
toksiske overskudd av spormetaller som for eksersipéd (Hantke 2005)Likevel ma man
veere forsiktig med a tilsette Zn haye konsentrasjoner. Det er tydelig at det ph@viveksten
negativt (Figur 4.16). Figur 4.18 viser at fordyrgimed 0,1 mM ZnGlvirker bra til depletion.
Det kan ogsa veere at fordyrking med 0,05 mM ZrKDhne ha vaert et enda bedre alternativ,

siden denne konsentrasjonen gir noe bedre veks¥\&l5 cellene (Figur 4.17).

5.6 ComRS-systemet vs. Zfsystemet

Et mal med oppgaven var & sammenligne det nyetalflemRS-systemet med det veletablerte
Zn?*-systemet 5. pneumoniadJnder dette arbeidet ble det vist at begge systergir omtrent
like hgyt maksimumsuttrykk ved overekspresjon. Ogsil deplesjon av essensielle
genprodukter fungerer begge systemene godt. Eelfared ZA*-systemet er at deplesjonen
med dette system gar noe fortere enn for ComR®us\ett Dette kan spare tid og arbeid?*Zn
systemet har imidlertid ogsa noen store ulemperhidid til ComRS-systemet. Det ma lages et
spesialmedium som har et lavt innhold a¥*Zioner for a fa like godt genuttrykk som ved bruk
av ComRS-systemet. Dette kan ikke veere et rikt oredimen ma veere et syntetisk eller
semisyntetisk medium der Znblir utelatt eller tilsatt i svaert sma mengderdafie sa er det
ikke til & unnga at depletion med Znvil pavirke cellens fysiologi. Nar et essensigibtein
depleteres med Zhsystemet kan man derfor aldri veere helt sikkerdwentuelle fenotypiske
endringer skyldes. Skyldes de mangel pa malprdtsim@ undersgkes, mangel p&Zrller
den additive effekten av mangelen pa begge. SidenSZ ikke er toksisk for cellene, og heller
ikke pavirker cellenes fysiologi, er ComRS-systenetter min mening bedre egnet til

ekspresjon og depletionstudie®.i pneumoniaenn Zi*-systemet.
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6. Konklusjon og videre arbeid

Falgende konklusjoner kan trekkes pa grunnlag aultaene i det foreliggende arbeidet.
Enkelte av peptidene som ble undersgkt, kan i rem@nmenhenger ha en fordel framfor
ComS*-peptidet, og dermed bidra til forbedring am@RS-system §. pneumoniaeDersom
man vil overuttrykke, dvs. uttrykke sa mye som muaiv et malprotein, kan man med fordel
bruke S1 peptidet. Det er pa grunn av peptidete laisivitet ved lave konsentrasjoner. S1 gir
ikke hgyere maksimumsuttrykk enn ComS*, men manbtake lavere konsentrasjoner av det
og dermed spare pa peptidet. Dette er spesielelfttig hvis store kulturvolumer skal
induseres. Dersom man skal undersgke hvordanifehaeseet essensielt gen pavirker bakterien
og utfare en deplesjon, kan man oppna en hurtigiéekt ved bruk av peptidene S4 eller S6.
S4 gir en enda raskere deplesjon enn S6. En rgsé&taba er fordelaktig fordi man da slipper
a vente i mange timer fgr en ser virkningen avkiiuav» ekspresjonen av et essensielt protein.
Hvis depletionen gar sakte vil kulturen trolig bier heterogen. Noen celler vil vise en sterk
fenotype fordi deplesjonen i disse har kommet lamgins andre celler er mindre pavirket fordi

de fremdeles uttrykker en del av det essensiellpnoi&inet.

Selv om det i dette arbeidet ikke lyktes a idestife peptider med betydelig bedre egenskaper
enn ComS*, er det verd a fortsette studiene. lidere studiene kan man bygge pa erfaringer
gjort i det foreliggende arbeidet og undersgke digda aminosyrekombinasjoner. Ser man pa
inhiberingsforsgkene er det ogsa et potensialé émpna bedre resultater. Spesielt S15 peptidet
ser ut til & ha en liten effekt. | dette arbeidiet kun et lite utvalg av peptidkonsentrasjoner og
kombinasjoner av induser og inhibitor testet. | ddere arbeidet burde det gjgres grundigere
undersgkelser for a sla fast om S15 kan blokkermftuseren eller ikke, og om dette i tilfellet
kunne ha noen praktisk nytte. Uansett sa bar aeetyeres flere peptidvarianter med tanke pa

a finne fram til en inhibitor som binder sterktlijandbindingssetet uten a aktivere ComR.

Sammenligningen mellom ComRS og?Zsystemet viser at de begge fungerer godt, ogeat hv
av systemene har sine fordeler og ulemper. ComR&is¢et er tregere enn Zrsystemet nar
det brukes til deplesjonsstudier. Det har imidtegn stor fordel i at det er vesentlig enkelere
enn Zri*-systemet & bruke i praktisk arbeid, og det pavirkike fysiologien til
pneumokokkene. Det sistnevnte er problemet med-&rstemet. Sink, som har en essensiell
rolle i metabolismen, er sveert toksisk i for hgymsentrasjoner. Bade for hgye og for lave
konsentrasjoner er med andre ord skadelig for bakwllene. Det gjgr at det kan veere

vanskelig a tolke resultatene av et depletionsfotsar cellene kan bli stresset pa grunn av
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mangelen pa 2. En annen fordel med ComRS-systemet er at detitfden kan vaere mulig
a forbedre systemet ved a finne fram til indusedeetsom har bedre egenskaper enn den

naturlige induseren ComS*.

En spennende mulighet for fremtidige studier endké ComRS og Zi-systemet sammen ved
at de ngdvendige genetiske elementene settesamrme pneumokokkgenom. Pa den maten
kan man manipulere ekspresjonen av to malprotesaentidig. Det ene kan for eksempel
overuttrykkes, mens det andre depleteres. Dettgi viye muligheter til & studere funksjonen

til og samspillet mellom proteiner.
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Vedlegg A — Diagrammer fra forsok .......ccceeeiiiiiiiiieiiiiniiecieceeccecnacnnns

A.1 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS*

A.2 Bioluminescens for SPH130 indusert med S1

A.3 Vekstkurve for SPH165 indusert med ComS*

A.4 Vekstkurve for SPH165 indusert med S4

A.5 Vekstkurve for SPH165 indusert med S6

A.6 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 pM ComS*
A.7 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 uM ComS*

A.8 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM S4

A.9 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 uM S4

A.10 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM S6

A.11 Depletion av PBP2x —SPH165 indusert med 0,2 uM S6

A.12 Depletion av PBP2b — uindusert SPH158 fordyrket med 0,2 uM ComS*
A.13 Depletion av PBP2b —SPH158 indusert med 0,2 uM ComS*

A.14 Depletion av PBP2b — uindusert SPH158 fordyrket med 0,2 uM S4

A.15 Depletion av PBP2b —SPH158 indusert med 0,2 pM S4

A.16 Bioliminescens for SPH130 indusert med ComS* og tilsatt S12 fra start
A.17 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS* og tilsatt S12 etter 30 min
A.18 Bioluminescens for KW12 dyrket i vanlig C-medium indusert med ZnCl;
A.19 Vekstkurve for KW12 dyrket i vanlig C-medium og indusert med ZnCl;
A.20 Bioluminescens for KW12 dyrket i Zn?*-fritt C-medium og indusert med ZnCl,
A.21 Vekstkurve for KW12 dyrket i Zn?*-fritt C-medium og indusert med ZnCl,
A.22 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS*

A.23 Vekstkurve for SPH130 og indusert med ComS*

A.24 Vekstkurve for KW15 indusert med ZnCl:

A.25 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM ComS*
A.26 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 uM ComS*



A.27 Depletion av PBP2x — KW15 (fordyrket med 0,1 mM ZnCl,)
A.28 Depletion av PBP2x — KW15 (indusert med 0,1 mM ZnCl,)

Vedlegg B — Benevninger, forkortelser og aminosyreforkortelser....... XXXIV
B.1 Benevninger

B.2 Forkortelser

B.3 Aminosyreforkortelser



Vedlegg A — Diagrammer fra forsgk

A.1 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS*
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Figur A.1 Bioluminescens (RLU/ODug2) for SPH130 indusert med ComS*. SPH130 (Pcomx::luc) ble fra
ODs50~0,05 indusert med ulike konsentrasjoner av ComS* (0,002-5 uM) og inkubert ved 37 °C. Luminescens
(RLU) og vekst (ODagz) ble malt hvert 4,5 minutt i ca. 250 minutter.



A.2 Bioluminescens for SPH130 indusert med S1
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Figur A.2 Bioluminescens (RLU/ODag2) for SPH130 indusert med S1. SPH130 (Pcomx::luc) ble fra
ODss0~0,05 indusert med ulike konsentrasjoner av S1 (0,002-5 pM) og inkubert ved 37 °C. Luminescens (RLU)
og vekst (ODagy) ble malt hvert 4,5 minutt i ca. 230 minutter.



A.3 Vekstkurve for SPH165 indusert med ComS*
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Figur A.3 Vekstkurve for SPH165 indusert med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble ved ODss0~0,05 indusert
med ulike konsentrasjoner av ComS* (0,002-0,2 uM) og inkubert ved 37 °C. Veksten (ODag2) ble malt hvert 10
minutt i totalt 320 minutter.



A.4 Vekstkurve for SPH165 indusert med S4
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Figur A.4 Vekstkurve for SPH165 indusert med S4. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble ved ODss50~0,05 indusert med
ulike konsentrasjoner av S4 (0,002-0,2 uM) og inkubert ved 37 °C. Veksten (ODag2) ble malt hvert 10 minutt i
totalt 320 minutter.
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A.5 Vekstkurve for SPH165 indusert med S6
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Figur A.5 Vekstkurve for SPH165 indusert med S6. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble ved ODss0~0,05 indusert med
ulike konsentrasjoner av S6 (0,002-0,2 uM) og inkubert ved 37 °C. Veksten (ODag,) ble malt hvert 10 minutt i
totalt 320 minutter.
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A.6 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM ComS*
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Figur A.6 Vekstkurve for SPH165 fordyrket med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM
ComS* og ved ODss0~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og
veksten (ODag2) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.7 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 pM ComS*
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Figur A.7 Vekstkurve for SPH165 dyrket med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM
ComS* og ved ODss0~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 mM

ComS* og inkubert ved 37 °C og veksten (ODqg;) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.8 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM S4
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Figur A.8 Vekstkurve for SPH165 fordyrket med S4. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM S4 og
ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og veksten
(OD4gy) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.9 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 uM S4
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Figur A.9 Vekstkurve for SPH165 dyrket med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 pM S4
0g ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 uM S4 og
inkubert ved 37 °C og veksten (ODag,) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.10 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM S6
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Figur A.10 Vekstkurve for SPH165 fordyrket med S6. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM S6
og ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og veksten
(OD4gy) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.11 Depletion av PBP2x —SPH165 indusert med 0,2 pM S6
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Figur A.11 Vekstkurve for SPH165 dyrket med S6. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 UM S6 og
ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 uM S6 og
inkubert ved 37 °C og veksten (ODag,) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter
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A.12 Depletion av PBP2b — uindusert SPH158 fordyrket med 0,2 uM ComS*
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Figur A.12 Vekstkurve for SPH158 fordyrket med ComS*. SPH158 (Pcomx::pbp2b) ble fordyrket med 0,2
UM ComS* og ved ODss0~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37
°C og veksten (ODag) ble malt hvert 10 minutt i totalt ca. 800 minutter.
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A.13 Depletion av PBP2b —SPH158 indusert med 0,2 uM ComS*
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Figur A.13 Vekstkurve for SPH158 dyrket med ComS*. SPH158 (Pcomx::pbp2b) ble fordyrket med 0,2 uM
ComS* og ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 uM
ComS* og inkubert ved 37 °C og veksten (ODag) ble malt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.

XV



A.14 Depletion av PBP2b — uindusert SPH158 fordyrket med 0,2 uM S4
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Figur A.14 Vekstkurve for SPH158 fordyrket med S4. SPH158 (Pcomx::pbp2b) ble fordyrket med 0,2 uM S4
og ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og veksten
(ODug2) ble malt hvert 10 minutt i totalt ca. 800 minutter.
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A.15 Depletion av PBP2b —-SPH158 indusert med 0,2 uM S4
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Figur A.15 Vekstkurve for SPH158 dyrket med S4. SPH158 (Pcomx::pbp2b) ble fordyrket med 0,2 uM S4 og
ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 UM S4 og
inkubert ved 37 °C og veksten (ODas;) ble mélt hvert 10 minutt i totalt 600 minutter.
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A.16 Bioliminescens for SPH130 indusert med ComS* og tilsatt S12 fra start
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Figur A.16 Bioluminescens (RLU/ODag2) for SPH130 indusert med ComS* og S12. SPH130 (Pcomx::luc) ble
fra ODss50~0,05 indusert med 0,2 uM ComS* og ulike konsentrasjoner av S12 (0,2-20 uM) og inkubert ved 37
°C. Luminescens (RLU) og vekst (ODag) ble malt hvert 8 minutt i ca. 200 minutter.
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A.17 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS* og tilsatt S12 etter 30 min
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Figur A.17 Bioluminescens (RLU/ODag2) for SPH130 indusert med ComS* og S12. SPH130 (Pcomx::luc) ble
fra ODss50~0,05 indusert med 0,2 uM ComS* eller 1 uM S12 og inkubert ved 37 °C. Etter ca. 30 minutter ble S12
(0,2-20 uM) tilsatt. Luminescens (RLU) og vekst (ODagz) ble mélt hvert 8 minutt i ca. 250 minutter.
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A.18 Bioluminescens for KW12 dyrket i vanlig C-medium indusert med ZnCl2
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Figur A.18 Bioluminescens (RLU/ODag2) for KW12 indusert med ZnClz. KW12 (Pccp::luc) ble dyrket i
vanlig C-medium og fra ODss0~0,05 indusert med ZnCl, og inkubert ved 37 °C. Luminescens (RLU) og vekst
(OD4gy) ble malt hvert 8 minutt i ca. 280 minutter.
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A.19 Vekstkurve for KW12 dyrket i vanlig C-medium og indusert med ZnCl2
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Figur A.19 Vekstkurve for KW12 indusert med ZnClo. KW12 (Pecp::luc) ble dyrket i vanlig C-medium og
fra ODss0~0,05 indusert med ulike konsentrasjoner av ZnCl, og inkubert ved 37 °C og veksten (ODas,) ble malt
hvert 8 minutt i totalt 300 minutter.
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A.20 Bioluminescens for KW12 dyrket i Zn?*-fritt C-medium og indusert med ZnCl:
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Figur A.20 Bioluminescens (RLU/ODag2) for KW12 indusert med ZnClz. KW12 (Pc.cp::luc) ble dyrket i Zn-
fritt C-medium og fra ODssp~0,05 indusert med ZnCl, og inkubert ved 37 °C. Luminescens (RLU) og vekst
(OD4gy) ble malt hvert 8 minutt i ca. 300 minutter.
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A.21 Vekstkurve for KW12 dyrket i Zn?*-fritt C-medium og indusert med ZnCl:
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Figur A.21 Vekstkurve for KW12 indusert med ZnClz. KW12 (Pecp::luc) ble dyrket i Zn-fritt C-medium og
fra ODss0~0,05 indusert med ulike konsentrasjoner av ZnCl, og inkubert ved 37 °C og veksten (ODas,) ble malt
hvert 8 minutt i totalt 400 minutter.
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A.22 Bioluminescens for SPH130 indusert med ComS*
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Figur A.22 Bioluminescens (RLU/ODag2) for SPH130 indusert med ComS*. SPH130 (Pcomx::luc) ble ved
ODss50~0,05 indusert med ComS* og inkubert ved 37 °C. Luminescens (RLU) og vekst (ODag,) ble malt hvert 8
minutt i ca. 240 minutter.
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A.23 Vekstkurve for SPH130 og indusert med ComS*
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Figur A.23 Vekstkurve for SPH130 indusert med ComS*. SPH130 (Pcomx::luc) ble fra ODssz0~0,05
indusertmed ulike konsentrasjoner av ComS* og inkubert ved 37 °C og veksten (ODyg,) ble malt hvert 9 minutt i
ca. 320 minutter.
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A.24 VVekstkurve for KW15 indusert med ZnCl>
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Figur A.24 Vekstkurve for KW15, SPH165 og RH1. Fra ODs50~0,05 ble KW15 (Pc.cp::pbp2x) indusert med
ZnCly, SPH165 indusert med ComS* og RH1, og inkubert ved 37 °C og veksten (ODag,) ble malt hvert 10
minutt i ca. 360 minutter.
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A.25 Depletion av PBP2x — uindusert SPH165 fordyrket med 0,2 uM ComS*
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Figur A.25 Vekstkurve for SPH165 fordyrket med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM
ComsS* og ved ODs50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og
veksten (ODag2) ble malt hvert 15 minutt i ca. 850 minutter.
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A.26 Depletion av PBP2x — SPH165 indusert med 0,2 uM ComS*

OD492

o o o o =
— [, ~ [€e) —
L 1 1 1 J

o

)
)

—_

D

o

- 1

No

| \
=
= 4
[
=
o 3

[@)) -

N

o

[ee]

o

o

X@Y0T ==
Xy((] ==
X(1G ==
X9G( ==
XQ(T ==
Xp9 e
X( ¢ =@=—
X9 ==

Figur A.26 Vekstkurve for SPH165 dyrket med ComS*. SPH165 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,2 uM
ComS* og ved ODs50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,2 pM
ComS* og inkubert ved 37 °C og veksten (ODag) ble malt hvert 15 minutt i ca. 900 minutter.
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A.27 Depletion av PBP2x — KW15 (fordyrket med 0,1 mM ZnClz)
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Figur A.27 Vekstkurve for KW15 fordyrket med ComS*. KW15 (Pc.cp::pbp2x) ble fordyrket med 0,1 mM
ZnCl; og ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble inkubert ved 37 °C og
veksten (ODag2) ble malt hvert 15 minutt i ca. 900 minutter.
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A.28 Depletion av PBP2x — KW15 (indusert med 0,1 mM ZnCl2)

OD492

JBRNUIN
08 0ze 091

0v9

008

X§Y0T =l

XY 70T e

X{ TGl

XQG7 e

A =

X9 e

X{E =l

X9 =
X8

X ==

X{ ==

X[ =l

Figur A.28 Vekstkurve for KW15 dyrket med ZnClz. KW15 (Pcomx::pbp2x) ble fordyrket med 0,1 mM ZnCl;
0g ved ODss50~0,05 ble det laget en 2-folds fortynningsrekke av celler. Cellene ble indusert med 0,1 mM ZnCl,
og inkubert ved 37 °C og veksten (ODagz) ble malt hvert 15 minutt i ca. 900 minutter.
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Vedlegg B — Benevninger, forkortelser og aminosyreforkortelser

B.1 Benevninger

°C
H9
pl
MM
bp
g
Kb

I

M
mM
Mm
mg
min
mL
ng
nm
rpm
sek
u/ul

Grader celcius
Mikrogram
Mikroliter
Mikromolar
Basepar

gram

Kilobaser

Liter

Molar

millimolar

Molar masse
milligram

Minutter

Milliliter

nanogram
Nanometer
Revolutions per minutt
sekunder

Units per mikroliter
Volt

B.2 Forkortelser

A (f.eks Apbp2x)

Delta, symboliserer delesjon av et gen/genelement

:: (for eksempel. Apbp2x::janus)  Betegner elementet som er satt inn i posisjonen til

aa
ACN

CSP

genet/elementet som er deletert.
Tilnsermet/ca.

Aminosyre

Acetonitrill

Cytosin

Competence simulating peptide

XXXI



dNTP

ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
DMSO
DNA

EDTA
Ery
HPLC
KanR

Kan®

gDNA
GFP
MQ-vann
NaAc

OD

ODag2
ODss0

PBP

PCR

Rgg

RLU
SDS-PAGE
SmR

SmS

SpcR
TAE-buffer
TetR
TCA-syklus
TEMED

Deoksynukleosid trifosfat
Dideoksy-adenosintrifosfat
Dideoksy-cytidintrifosfat
Dideoksy-guanintrifosfat
Dideoksy-nukleosidtrifosfat
Dideoksy-thymintrifosfat
Dimetyl sulfoksid
Deoksyribonukleinsyre
Ethylenediaminetetraacetic acis
Erytromycin resistens
High-Performance Liquid Chromatography
Kanamycin resistent
Kanamycin sensitiv

Guanin

Genomisk DNA

Green fluorescent protein
Milli-Q-vann

Natriumacetat

Optisk tetthet

Optisk tetthet ved 492 nm
Optisk tetthet ved 550 nm
Penicillinbindende protein
Polymerase chain reaction
regulator gene of glucosyltransferase
Relative Light Units

Sodium dodecylsulfat polyakrylamid gelektroforese
Streptomycin resistent
Streptomycin sensitiv
Spectinomycin resistent
Tri-Acetat-EDTA-buffer
Tetracyclin resistens
Tricarboxylic acid syklus

Tetrametylendiamin
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m
TH-agar
uv
WHO

B.3 Aminosyreforkortelser
Alanin

Cystein
Aspartat

Fenylalanin

O T g O >

Guanin

Isoleucin
Lysin
Leucin
Metionon
Aspargin
Prolin
Serin
Threonin
Valin
Tryptofan

<s<H4vvzzr =X

Tyrosin

Smeltetemperatur

Todd Hewitt agar
ultrafiolett

World Health Organisation
Villtype
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