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Sammendrag

Staphylococcus aureus, ofte kalt gule stafylokokker, er en sveert viktig human bakteriell
patogen. Bakterien forarsaker en rekke humane kliniske sykdommer som strekker seg fra
lokaliserte, avgrensede hud- og blgtvevsinfeksjoner til bakteriemi, infeksigs endokarditt og
toksisk sjokksyndrom. | behandlingen av S. aureus-infeksjoner benyttes det i dag flere ulike
antibiotika, hvor glykopeptidantibiotika benyttes i behandlingen av livstruende infeksjoner
forarsaket av multiresistente S. aureus. Glykopeptider fungerer ved & inhibere bakteriell
celleveggsyntese via blokkering av peptidoglykansyntesen, men derivater av glykopeptider kan

ogsa ha andre virkningsmekanismer som er lite karakterisert.

Antibiotikaresistens gjer behandling av S. aureus-infeksjoner problematisk, og det knyttes
spesielt utfordringer til methicillin-resistente S. aureus (MRSA) og vancomycin (glykopeptid)-
resistente S. aureus (VISA og VRSA). For a kunne bekjempe dette er det avgjgrende a oke
kunnskapsnivaet rundt gener involvert i antibiotikaresistens og toleranse hos S. aureus. For
dette trengs det nye forskningsverktay som kan brukes til dette formalet. For S. aureus ble det
nylig utviklet et CRISPR interferenssystem (CRISPRI), som gjgr det mulig a spesifikt
nedregulere genekspresjon hos malgener. | denne oppgaven var et av hovedmalene a finne ut
om CRISPRi-systemet og et hel-genom-CRISPRi-deplesjonsbibliotek kunne benyttes til a
identifisere gener som er involvert i toleranse mot antibiotika, og da spesifikt
transkripsjonshemmeren rifampicin og lipoglykopeptidet dalbavancin. CRISPRi viste seg &
fungere darlig til a studere rifampicinresistens. Derimot ved Illuminasekvensering av CRISPRi-
deplesjonsbiblioteket (CRISPRIi-sek) far og etter dalbavancinbehandling ble det i dette arbeidet
identifisert flere gener involvert i toleranse for dalbavancin. Flere av de identifiserte genene er
allerede kjent for & veere involvert i toleranse for glykopeptider og lipopeptider, som for
eksempel genene ezrA, vraF og SAOUHSC_00678. I tillegg ble kapB identifisert som et nytt
gen som bade ved deplesjon og delesjon gjorde cellen mer sensitiv for dalbavancin. Videre ble
ogsa CRISPRi-biblioteket benyttet for & selektere frem mutanter med gkt dalbavancintoleranse,
og identifiserte med dette sagB og aroB. sagB er allerede kjent for & veere involvert i
glykopeptidtoleranse. Ogsa deplesjon av genet aroB farte til gkt dalbavancinresistens hos
cellen, og dette ledet til oppdagelsen av at nedregulering av gener i chorismate-biosyntesen
farte til resistensgkning. Generelt viste denne oppgaven at CRISPRi-deplesjonshiblioteket kan
brukes til 4 identifisere gener involvert i antibiotikatoleranse, og farte spesifikt til identifisering
av kjente og ukjente gener som er involvert i toleranse for dalbavancin i S. aureus som legger

grunnlaget for videre mekanismestudier.



Abstract

Stahpylococcus aureus, is a very important human bacterial pathogen. The bacterium causes a
wide range of human clinical illnesses from localized skin- and soft tissue infections to
bacteremia, infectious endocarditis and toxic shock syndrome. Several antibiotics are used in
the treatment of S. aureus-infections, whereas glycopeptide antibiotics are used in the treatment
of life-threatening infections caused by multi-resistant S. aureus. Glycopeptides work by
inhibiting bacterial cell wall synthesis by blocking the peptidoglycan synthesis, however, some

glycopeptides may also work by other modes of action that are less well known.

Resistance to antibiotics is problematic for treating infections caused by S. aureus, and there
are particularly challenges associated with methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and
vancomycin (glycopeptide) resistant S. aureus (VISA and VRSA). To deal with this problem,
it is crucial to increase the level of knowledge about genes involved in antibiotic resistance-
and tolerance in S. aureus. This requires new research tools that can be used for this purpose.
A CRISPR interference system (CRISPRIi) was recently developed for S. aureus, making it
possible to specifically downregulate target gene expression. One of the main goals of this
thesis was to investigate whether the CRISPRi-system and a whole-genome-CRISPRI-
depletion library could be used to identify genes involved in tolerance to antibiotics by studying
the transcription inhibitor rifampicin and the lipoglycopeptide dalbavancin. CRISPRi worked
poorly in the study of rifampicin resistance. In contrast, by lllumina sequencing the CRISPRI
depletion library (CRISPRi-seq) before and after dalbavancin treatment, we identified several
genes involved in tolerance to dalbavancin. Several of the genes identified were already known
to be involved in tolerance to glycopeptides and lipopeptides, including the genes ezrA, vraF
and SAOUHSC _00678. kapB was also identified as a new gene that made the cell more
sensitive to dalbavancin both by depletion and deletion. Moreover, the CRISPRI library was
used to select mutants with higher tolerance to dalbavancin, leading to the identification of sagB
and aroB. sagB is already known to be involved in tolerance to glycopeptide antibiotics. Also,
depletion of the aroB gene made the cell more resistant to dalbavancin, which further led to the
discovery that downregulation of genes in the chorismate biosynthesis causes increased
resistance. In general, the results in this work shows that the CRISPRi depletion library if useful
for identifying genes involved in tolerance to antibiotics. Specifically, known and unknown
genes involved in tolerance to dalbavancin in S. aureus were identified and this provides the

basis for further mechanism studies.
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Introduksjon

1 Introduksjon

1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus, ofte kalt gule stafylokokker, er en sveert viktig human bakteriell patogen. Omtrent 30
% av alle mennesker er kolonisert med bakterien, som opptrer bade som en kommensal bakterie
(bakterie som lever pa eller i en vert som ikke blir pavirket) i nesen og i huden hos mennesker,
men o0gsa som en opportunistisk patogen (Matuszewska et al., 2020, Tong et al., 2015). Dette
innebeerer at den normalt er tilstede uten & skade verten, men kan gi sykdom hos individer med
svekket immunforsvar. Friske beerere av S. aureus har selv stgrre sjanse a fa bli infisert, og
regnes som en viktig kilde for videre spredning av bakterien til andre mennesker (Chambers
and Deleo, 2009).

S. aureus forarsaker en rekke humane kliniske sykdommer som strekker seg fra lokaliserte,
avgrensede hud- og bletvevsinfeksjoner til bakteriemi, infeksigs endokarditt og toksisk
sjokksyndrom (Matuszewska et al., 2020, Tong et al., 2015). Koloniseringen av S. aures i huden
hos mennesker kan forarsake infeksjoner som videre leder til byller, sepsis og lungebetennelse
(O'Gara, 2017). | de fleste tilfellene vil bakteriemi oppsta dersom en lokal infeksjon har kommet
over i blodbanen, og pasienten kan dermed sta i fare for a utvikle endokarditt (Cheung et al.,
2004). Den arlige forekomsten av S. aureus bakteriemi (SAB) er mellom 20 og 50 tilfeller per
100 000 mennesker, og av disse dgr mellom 10 % og 30 % (van Hal et al., 2012). SAB
forarsaker med dette flere dedsfall i aret enn bade AIDS, viral hepatitt og tuberkulose til

sammen (van Hal et al., 2012).

S. aureus er en sveert hardfar bakterie som viser en unik evne til a raskt tilpasse seg endringer i
miljget. Bakterien evner a tilpasse seg bade tarre, salte og sure tilstander i huden, og taler med
dette bade utterking og en saltkonsentrasjon pa 15 % (O'Gara, 2017, Missiakas and
Schneewind, 2013). Videre vokser bakterier ved temperaturer mellom 15°C til 45°C, og taler
bade aerobe og anaerobe omgivelser (Missiakas and Schneewind, 2013).

S. aureus tilhgrer slekten Staphylococcus, som bestar av fakultativt anaerobe, katalase-positive,
ubevegelige, ikke-sporulerende, fermentative bakterier. | mikroskop sees de ofte som Gram-
positive kokker i klaser og par, men korte kjeder kan ogsa observeres i utstryk fra flytende
medier (Lowy, 1998, Carter, 1990). Stafylokokker deles inn i seks artsgrupper; Auricularis,
Hyicus-Intermedius, Epidermidis-Aureus, Saprophyticus, Simulans og Sciuri (Lamers et al.,
2012). Videre deles artsgruppene inn i 15 underartsgrupper, og disse er listet i Tabell 1.1.

(Lamers et al., 2012). Et fylogram som viser slektskapet mellom stafylokokker og hvorvidt
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stammen er koagulase- og oksidasenegativ eller -positiv er vist i Figur 1.1. Koagulase-positive
stafylokokker produserer koagulase, et enzym som gjer at fibrin i blodplasma koagulerer
(Bonar et al., 2018).

Tabell 1.1 Oversikt over de 15 ulike underartsgruppene av stafylokokker. Underartsgruppen for S. aureus er markert med
uthevet skrift (Lamers et al., 2012).

1. Auricularis 6. Aureus 11. Saprophyticus

2. Muscae 7. Warneri 12. Arlettae-Kloosii

3. Hyucus 8. Haemolyticus 13. Pettenkoferi-Massiliensis
4. Intermedius 9. Lugdunensis 14. Simulans-Carnosus

5. Epidermis 10. Cohnii-Nepalensis  15. Sciuri

B. subtilis

M. caseolyticus
Auricularis cluster group

S. auricularis
Muscae cluster group
S, muocae S, microt
S. rostri

Hyicus cluster group Hyicus-Intermedius species group
S hyicus 8. chromogenes

I Auricularis species group

S agnetis S felis

Intermedius cluster group
s dius S. psewd di
S. lutrae S. delphini
S. schieiferi

Epidermidis cluster group
S. epidermidis 8. saccharolyticus
S. caprae S. capitis

Tap av oksidase-aktivitet

N

—A—

Aurecus cluster group
S. aurens 8. simiae

Epidermidis-Aurcus species grouy

Warneri cluster group
S. warmeri 8. pasteuri

Haemolyticus cluster group
S. haemolyticus 8. devriesei
S. hominis

Lugdunensis cluster group
S. lugdunensis

Cohnii-Nepalensis cluster gr
S. cohnii 8. mepalensis

phyticus cluster grouy
S. saprophyticus 8. succinus
S. equorum S xylosas
S. gallinarum Saprophyticus species group

ricttae-KI1 luster

8. arlettae 8. kloosii

Pettenkoferi-Massiliensis cluster group
S. pettenkoferi  S. massiliensis

Simulans-Carnosus cluster group
S. ximulans 8. piscifermentans Simulans species group
S. carnasus 5. condimenti
Sciuri cluster group
8. sciuri S. stepanovicii —— .
8. vitulinus 8. pulvereri Sciuri species group
S flewrertii 5. lentus

Figur 1.1 Stafylokokker kan deles inn i seks artsgrupper og 15 underartsgrupper. Dette fylogrammet representerer
grupperingen av stafylokokker. Undergruppene er fargemerket: bla) arter som er koagulase-negativ og oksidase-positiv;
grgnn) arter som er koagulase-negativ og oksidase-negativ; oransje) arter som er koagulase-negativ og oksidase-negativ; lilla)
arter som er koagulase-positiv og oksidase-negativ; og rgd) arter som er koagulase-variabel og oksidase-negativ. Unntak fra
fargemerking: S. schleiferi schleiferi og S. simiae er koagulase negative. Medlemmer av hver underartsgruppe er listet under
gruppenavnet. Figur modifisert fra (Lamers et al., 2012).




Introduksjon

Genomet til S. aureus bestar av et sirkulert kromosom (ca. 3000 bp), samt plasmider.
Transposoner, kromosomale kassetter, patogenisitetsgyer og profager utgjer til sammen 15 —
20 % av bakteriens genom (John et al., 2019). Gener knyttet til virulens og antibiotikaresistens
er lokalisert bade pa kromosomet og pa plasmider. Disse genene kan overfgres mellom stammer
og arter av stafylokokker eller andre Gram-positive bakterier via horisontal genoverfgring med
plasmidkonjugasjon eller bakteriofagtransduksjon (Lindsay, 2010). Gjennom genom- 0g
epidemiologiske studier viser det seg at S. aureus gjennom tidene har hatt mange ulike
vertsarter. Dette har resultert i ervervelse og tap av vertsspesifikke adaptive gener, som ofte var
lokalisert pa mobile genetiske elementer (Matuszewska et al., 2020). Samtidig har S. aureus,
som en respons til skiftende vertsmiljg, opparbeidet seg muligheten til & «skru pa» spesifikke
gener for & gke sjansen for overlevelse. Denne prosessen er ngye kontrollert av globale
regulatoriske elementer (Cheung et al., 2004). Hos S. aureus finnes det to hovedgrupper av
regulatoriske elementer; to-komponentsystemer (TCS, se avsnitt 1.1.1) og SarA-

proteinfamilien (Cheung et al., 2004).

1.1.1 To-komponentsystemer hos S. aureus

To-komponentsystemer i bakterier fungerer som sensoriske maskineri hvor stimuli fra miljget
utenfor bakteriecellen utlgser en responsmekanisme inni cellen. Dette gjer at bakteriene kan
respondere pa - og tilpasse seg endringer i miljget rundt seg, for eksempel tilstedeverelse av
antibiotika, noe som kan gi dem en evolusjonar fordel (Stock et al., 2000). Ekspresjon av
virulensfaktorene blir ogsa ngye regulert av slike systemer gjennom bakterieveksten, hvor
virulensfaktorer som enterotoksiner, hemolysiner, leukocidiner, proteaser, immunmodulerende
faktorer og eksfoliative toksiner (Oogai et al., 2011) uttrykkes pa forskjellige stadier av
infeksjonen (Cheung et al., 2004). To-komponentsystemer bestar av sensor histidin protein
kinase (HK) og et respons-regulatorprotein (RR). HK har en konservert kinase-kjerne, og vil
ved eksterne stimuli autofosforylere i et konservert regulatorisk domene (Stock et al., 2000,
Villanueva et al., 2018). | neste steg vil HK overfare en fosforgruppe til en konservert aspartat
residue pa respons-regulatorproteinet. Dette vil videre fare til aktivering av nedstrgms
effektordomene som utlgser en gitt respons. En slik endring i cellefysiologien kan regulere
genuttrykk, protein-interaksjoner eller enzymatisk aktivitet (Stock et al., 2000, Villanueva et
al., 2018). De fleste bakteriearter har flere to-komponentsystemer, men antallet er ofte
proporsjonalt med genomstgrrelse, miljadiversiteten bakteriene befinner seg i, samt

kompleksiteten av celledifferensieringen (Villanueva et al., 2018).
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Hos S. aureus finnes det 16 ulike TCS. Enkelte MRSA-stammer har i tillegg et ekstra to-

komponentsystem som inneholder et element knyttet til methicillin-resistens (stafylokokk-

kassett-kromosom mec (SCCmec)) (Villanueva et al., 2018, Haag and Bagnoli, 2017). Oversikt

over de ulike to-komponentsystemene i S. aureus, samt tilhgrende histidin kinase,

responsregulator og tilleggsgener er vist i Figur 1.2.
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Figur 1.2 To-komponentsystemene i S. aureus. TCS-2 finnes hos enkelte S. aureus-stammer (MRSA) for uttrykking av
methicillinresistens. To-komponentsystemenes histidin kinase, responsregulator og tilleggsgener er ogséa vist. Figur fra
Villanueva et al. (2018).

To-komponentsystemene har mange ulike funksjoner i S. aureus. En av disse er global

regulering av virulensekspresjon, hvor systemene agrAC og saeRS spiller en sentral rolle

AgrAC er opphav til et noksa komplekst regulatorisk system (Novick et al., 1993, Oogai et al.,

2011). AgrAC-systemet regulerer ekspresjonen av genet hld som koder for et lite RNA (RNA

[11, hid). hld regulerer igjen ekspresjonen av mange virulensfaktorer hos S. aureus, som

hemolysiner, leukocidiner og protein A (Novick and Geisinger, 2008, Oogai et al., 2011).

Videre bidrar agr-systemet til oppregulering av proteiner som skilles ut av cellen, mens
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overflateproteiner nedreguleres (Novick et al.,, 1993). | tillegg til agr er to-
komponentsystemene arl og sae, samt transkripsjonsregulatorene sar, rot og mgr involvert i

ekspresjon av virulensfaktorer (Somerville and Proctor, 2009, Oogai et al., 2011).

Videre er to-komponentsystemene vraRS, graXRS og braRS viktig for cellens respons til
antimikrobielle forbindelser og celleveggskade. Av disse spiler vraRS en sentral rolle i
stafylokokkers respons pa celleveggskade og celleveggforstyrrende midler. graXRS
kontrollerer resistens mot kationiske antimikrobielle peptider, og to-komponentsystemet er i
tillegg kjent for utvikling av vancomycinresistente stammer. Stammen blir da motstandsdyktig
mot antibiotika ved en enkelt punktmutasjon i enten graS eller graR (Haag and Bagnoli, 2017).
braRS (ogsa kjent som nsaSR) er essensielt for S. aureus-stammers resistens mot bacitracin og
nicin.

To-komponentsystemene walRK, arlRS og IytSR er ngdvendige for celleveggmetabolisme,
autolyse og celledgd hos S. aureus. Av alle to-komponentsystemene i S. aureus er walRK-
systemet det eneste som er essensielt for cellen (Villanueva et al., 2018). Dette systemet
pavirker cellevekst, og finnes i Gram-positive bakterier med lavt G/C-innhold (Haag og
Bagnoli, 2017). En oversikt over to-komponentsystemenes funksjon er listet i Tabell 1.2.

Tabell 1.2 Oversikt over de ulike to-komponentsystemene i S. aureus, samt tilhgrende funksjon og lokalisering i cellen (Haag
and Bagnoli, 2017).

TCSnr. Navn Funksjon

1 walRK Oppbygging av bakteriell cellevegg

2 TCS-22 Kdp-lignende, kalium-transport

3 htpSR Ukjent funksjon

4 IVtRS Murein hydrolase-aktivitet

5 graRS CcAMP-sensing

6 saeRS Utskilte faktorer hovedsakelig involvert i unngaelse av immunsystemer
7 MW1206-9 Spesifikk for stafylokokker, ukjent funksjon

8 arlRS Adhesjon, autolysis, multiresistens og virulensgener

9 SrrAB Aerobisk og anaerobisk respirasjon

10 phoPR Fosfatassimilering

11 airSR Oksygensensing

12 vraSR Cellevegg-biosyntese

13 agrAC Exo- og cellevegg-proteinsyntese, quorum sensing

14 kdpED Kalium-transport

15 hssRS Heme-sensing

16 nreCBA Nitrogenassimilering/ oksygen-regulatorisk protein NreC
17 braRS/nsaRS Bacitracin utstremming/innstrgmming/sensing

@ 1kke til stede i alle S. aureus-stammer
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1.1.2 Celleveggsyntese hos S. aureus

Vancomycin og dalbavancin, som blir studert i dette arbeidet, er glykopeptidantibiotika som
virker ved & hemme celleveggsyntesen. Celleveggen til bakterier er essensiell ettersom den
danner en barriere mot utvendig stress, bidrar til bakteriens virulens og pavirker
antibiotikaresistens. Den danner med dette grunnlaget for bakteriens overlevelse og
patogenisitet (Jarick et al., 2018). Celleveggen hos Gram-positive bakterier bestar av et nettverk
av kryssbundet peptidoglykan og teikoinsyrer. Gram-positive bakterier har i tillegg et lag av
kapsulert polysakkarid (CP) (Rausch et al., 2019). Hos stafylokokker utgjer peptidoglykan 50
% av celleveggens vekt (Lowy, 1998).

Peptidoglykan er satt sammen av repeterende disakkarider av N-acetylglukosamin (GIcNACc)
og N-acetylmuramic syre (MurNAc) bundet sammen med 1,4-B-bindinger (Lowy, 1998). Hos
stafylokokker er polysakkaridkjedene av pentapeptidet L-Ala-D-isoGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala
bundet til MurNAc (Jarick et al., 2018), som gjar at kjeder av peptidoglykan kan krysshindes
via dipeptidbroer mellom pentapeptidsidekjedene.

Selve peptidoglykansyntesen i S. aureus er tredelt, og skjematisk fremstilt i Figur 1.3. | farste
del av syntesen blir nukleotid-sukkeret UDP-MurNAc bundet til pentapeptidet trinnvis dannet.
Prosessen starter med glukosamin-6-fosfat (GICN6P), kjent som en viktig og sentral metabolitt
i reguleringen av celleveggsyntese og glykolyse. Fruktose-6-fosfat (F6P) konverteres farst til
GIcN6P av aminotransferasen GImS, med glutamin som nitrogenkilde (Jarick et al., 2018).
Herfra omdannes GIcNG6P til N-acetylglukosamin (UDP-GIcNAC) via fosfoglukosamin mutase
GImM og uridyltransferase GImU (Komatsuzawa et al., 2004). Deretter katalyserer MurA og
MurB omdanningen av UDP-GIcNACc til N-acetylmuraminsyre (UDP-MurNAc). Aminosyrene
L-Ala, D-Glu, og L-Lys samt dipeptidet D-Alanyl-D-Alanin blir sa koblet til UDP-MurNAc
ved hjelp av Mur-ligasene (MurC-F). Dette resulterer i Park’s nukleotid (UDP-MurNAc-L-Ala-
D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala) (Jarick et al., 2018).

| andre steg av syntesen overfares den lgselige PGN-forlgperen til et beererlipid (undecaprenyl-
difosfat) via membran translokase MraY, og resulterer i dannelsen av membranbundet lipid I.
Membran glykosyltransferasen MurG kobler deretter sammen lipid 1-molekylet med UDP-
GIcNAc, og danner lipid Il (undercaprenyl-difosfat-GIcNAc-MurNAc-pentapeptid) (Jarick et
al., 2018).
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Figur 1.3 Peptidoglykansyntese i S. aureus. Oversikt over de ulike intracelluleere, membranbundne og ekstracellulere stegene
i peptidoglykansyntesen i S. aureus. Rgd sirkel og pil indikerer bindesete for glykopeptidantibiotika (D-Ala-D-Ala),
vancomycin og dalbavancin. Se tekst for detaljer. Figur er hentet fra Jarick et al (2018).
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Siste steg av peptidoglykansyntesen starter med modifisering av lipid I, hvor fem glycin-
residuer kobles pa konstruktet. Denne reaksjonen katalyseres av ikke-ribosomale peptidyl-
transferaser (FemX/A/B proteiner), hvor glycyl-tRNA benyttes til inkorporeringen av
glycinene til L-Lysin (Kopp et al., 1996). Ved dannelsen av pentaglycinbroen sammenkobler
FemX den farste glycyl-enheten, FemA de to neste, og FemB de to siste glycylenhetene.
Peptidet modifiseres videre ved deaminering av D-Glu via MurT/GatD (Munch et al., 2012).
Pentaglycin-lipid Il «flippes» til slutt over den cytoplasmiske membranen og inkorporeres i det
voksende peptidoglykan-nettverket. Dette skjer hovedsakelig ved hjelp av penicillin-bindende
proteiner (PBP) og sakalte SEDS glykosyltransferaser via transglykosylering og
transpeptidering (Scheffers and Pinho, 2005, Jarick et al., 2018, Meeske et al., 2016).

1.2 Antibiotika og antibiotikaresistens
1.2.1 Antibiotikaresistens er et globalt problem

Antibiotika er forbindelser som stopper eller hemmer veksten av bakterier og har hatt en
uvurderlig betydning for bekjempelse av infeksjonssykdommer. Fgr introduksjonen av
penicillin i 1942 var dgdsraten for invasive infeksjoner forarsaket av S. aureus over 80 %, men
introduksjonen av penicillin bidro til en betydelig forbedring av prognosene (Manara et al.,
2018, Ochoa et al., 2020). Kort tid senere oppstod det imidlertid penicillin-resistente stammer.
Antibiotikaresistens defineres som bakterier og andre mikroorganismers evne til & motsta

effekten av antibiotikum de tidligere var sensitive for. Bakterier som er antibiotikaresistente
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drepes ikke av antibiotika, men kan overleve og vokse ved tilstedeveerelse av medikamentet
(Ochoa et al., 2020).

Resistente bakterier kan oppsta i alle typer miljg, og det er mange faktorer som pavirker
resistensgkningen (Andersson et al., 2020). Den viktigste arsaken er utvilsomt overdreven bruk,
da antibiotika bl.a. benyttes bade innen medisin, jordbruk og havbruk (Ochoa et al., 2020).
Denne overdrevne bruken har medfart et seleksjonspress i bakteriemiljget, og bidrar med dette
til utviklingen av antibiotikaresistente bakteriestammer (Ochoa et al., 2020). Hyppigheten av
resistente  genotyper/fenotyper i bakteriepopulasjonene gker som folge av gkt

overlevelseskapasitet under selektivt press (Andersson et al., 2020).

Verdens Helseorganisasjon har listet antibiotikaresistens som en av de tre viktigste truslene mot
folkehelsen i det 21. arhundret, og resistensen estimeres a forarsake ca. 300 millioner dgdsfall
innen 2050. Dette antas i tillegg & koste den globale gkonomien opp mot 100 trillioner USD
(WHO, 2014, Munita and Avrias, 2016). Hvert ar blir mer enn 2.8 millioner amerikanere syke
som falge av antibiotikaresistente infeksjoner, og av disse dgr over 35.000 mennesker arlig
(CDC, 2019a).

Bakterier har med tiden utviklet en rekke resistensmekanismer for a overleve antimikrobielle
molekyler, og en bakteriecelle kan veere i stand til & bruke flere forskjellige
resistensmekanismer for a unnga virkningen av antibiotika (Munita and Arias, 2016). Fra et
evolusjonart perspektiv bruker bakterier flere strategier for a tilpasse seg antimikrobielle
angrep. Dette inkluderer mutasjoner i gen(er) ofte assosiert med virkningsmekanismen til
stoffet og endring i celleoverflaten eller ekspresjon av efflukspumper som gjgr at antibiotikumet
ikke nar malmolekylet (Munita and Arias, 2016). Alternativt kan bakteriene enzymatisk
degradere antimikrobielle stoffer eller endre membranpermeabiliteten for antibiotika (Dever
and Dermody, 1991). De ulike mekanismene kan fare til ulike grader av resistens, fra en svak

gkning i toleranse til dramatisk gkning i resistens.

1.2.2 Utviklingen av antibiotika og antibiotikaresistens hos S. aureus

B-laktam antibiotika er en gruppe antimikrobielle midler som hindrer bakteriell
celleveggsyntese ved a inhibere siste steg av peptidoglykansyntesen (Pandey, 2019). Som nevnt
over medfgrte introduksjonen av B-laktam-antibiotikumet penicillin i 1942 en betydelig
forbedring av prognosene ved S. aureus-infeksjoner (Manara et al., 2018, Ochoa et al., 2020).
Kort tid senere oppstod det penicillin-resistente stammer, hvor antibiotikumet ble inaktivert av

bakteriens egne enzymer penicillinase/p-laktamase (Lowy, 1998). Dette har med tiden fort til
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at mer enn 90 % av alle human-assosierte S. aureus-isolater er resistente mot penicillin (Lowy,
1998).

| likhet med penicillin oppstod det raskt ogsa methicillin-resistente S. aureus (MRSA) etter
innfgringen av det penicillinase-resistente 3-laktamet methicillin (Manara et al., 2018). MRSA-
stammer er resistente mot en rekke ulike B-laktamer og har utviklet seg til & bli et stort
helseproblem verden over, og utgjer i dag 1,3 % av alle S. aureus-infeksjoner (Matuszewska et
al., 2020). Store deler av sykehus-assosierte S. aureus-infeksjoner er ogsa forarsaket av MRSA,
bare i 2017 tok MRSA livet av 10.600 mennesker i USA (CDC, 2019b, Dantes et al., 2013).

MRSA-stammer har oppstatt ved at bakterien tar opp et ikke-nativt gen som koder for det
penicillin-bindende proteinet PBP2a. Dette proteinet skiller seg fra opprinnelig PBP ved at det
har betraktelig lavere affinitet for -laktamer, og dermed kan bakterien fremdeles opprettholde
normal celleveggsyntese (Peacock and Paterson, 2015). Dersom det oppstar nye MRSA-
stammer kan spredningen skje sveert raskt, noe som igjen vil bidra til ytterligere gkning i

kliniske infeksjoner forarsaket av S. aureus (Matuszewska et al., 2020).

| behandlingen av S. aureus-infeksjoner benyttes det i dag flere ulike antibiotika, hvorav valg
av medikament avhenger av type S. aureus-infeksjon. Ved en alvorlig methicillin-mottakelig
S. aureus-infeksjon (MSSA) benyttes gjerne penicillinase-resistente penicilliner som
flucloxacillin og dicloxacillin. Dersom MSSA-infeksjonen er mindre alvorlig (ofte hud- og
blgtveisinfeksjoner eller pasienter med penicillin-hypersensitivitet) benyttes farstegenerasjons
cephalosporiner (en type P-laktamer) som cefazolin, cephalothin og cephalexin, samt
clindamycin, lincomycin og erytromycin som hemmer proteinsyntesen (Rayner and Munckhof,
2005).

Nosokomiale MRSA-stammer er ofte multiresistente, og behandlingen av disse kan utfgres med
kombinasjon av to orale antibiotika, ofte rifampicin (se avsnitt 1.2.3) og fusidinsyre. Dette
gjeres ettersom bruk av enkeltantibiotikum kan fare til resistens (Rayner and Munckhof, 2005).
For alvorlige MRSA-infeksjoner benyttes ogsa en annen type cellevegghemmere, nemlig
glykopeptid-antibiotika (se avsnitt 1.3) og da hovedsakelig vancomycin (se avsnitt 1.3.1),
alternativt teicoplanin dersom pasienten er allergisk mot fgrstnevnte (Rayner and Munckhof,
2005). Fra vancomycin finnes ogsa derivatene telavancin, dalbavancin (avsnitt 1.3.2) og
oritavancin, som alle har en rask og effektiv antimikrobiell effekt mot S. aureus in vitro
(Chambers and Deleo, 2009).
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Pa samme mate som for B-laktamer er S. aureus i stand til & oppna resistens mot resterende
typer antibiotika som er i Kklinisk bruk. Dette inkluderer vancomycin og andre
glykopeptidantibiotika (se avsnitt 1.3), samt sakalte last-resort antibiotika som lipopeptidet
daptomycin og linezolid, som er antibiotika som benyttes dersom andre antibiotika viser seg a
vaere uten effekt (Manara et al., 2018).

Pa 1990-tallet ble de ferste tilfellene av S. aureus med gkt toleranse for vancomycin oppdaget
(McGuinness, 2017). @kningen i toleranse skyldtes ikke opptak av fremmed DNA, men
derimot mutasjoner som oppstod hos patogenet under vancomycinbehandling in vivo (Gardete
and Tomasz, 2014). Vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) farer ofte til vedvarende
infeksjoner, samt forlenget vancomycinbehandling og sykehusopphold for pasientene. Typiske
fenotypiske trekk hos VISA-stammer er gkt tykkelse pa cellevegg, redusert kryssbinding av
peptidoglykan, endringer i overflateproteiner, redusert autolytisk aktivitet, dysfunksjonelt agr-
system og endringer i vekst (Boyle-Vavra et al., 2001, McGuinness, 2017, Koehl et al., 2004)
(se avsnitt 1.3.4.1 for detaljer).

Til forskjell fra VISA, er vancomycin-resistente S. aureus (VRSA) fullstendig resistente mot
vancomycin. Denne varianten kom noe senere pa banen, og ble farst oppdaget i USA i 2002
(Cong et al., 2020). Opphavet til VRSA-stammene skyltes overfgring av resistensgener fra
vancomycin-resistente enterokokker (VRE) til S. aureus (se avsnitt 1.3.4.1), og per 2015 hadde
alle VRSA-stammer sitt opphav fra MRSA (Zhu et al., 2013, Walters et al., 2015). Behandling
av infeksjoner forarsaket av VRSA er utfordrende, men heldigvis sjeldne, med totalt 14 tilfeller
i USA frem til 2017 (Walters et al., 2015). Ettersom vancomycin i stor grad benyttes i
behandlingen av MRSA-infeksjoner, er det bekymringsverdig dersom S. aureus ogsa oppnar
fullstendig resistens mot vancomycin (McGuinness, 2017). Verdens Helseorganisasjon (WHO)
listet i 2017 vancomycin-intermediate og vancomycin-resistente MRSA blant patogenene med
hay prioritet for forskning og utvikling av nye antibiotika (Tacconelli et al., 2018). Videre vil
det bli fokusert pa de tre antibiotikaene som ble benyttet i dette arbeidet: rifampicin,
vancomycin og dalbavancin (avsnitt 1.2.3, 1.3.1 og 1.3.2) og hvilke mekanismer som er

involvert i resistens mot disse i S. aureus (avsnitt 1.3.4).

1.2.3 Rifampicin - virkningsmekanisme og resistens

Rifampicin er et bredspektret semisyntetisk antibiotikum produsert av Streptomyces
mediterranei, og virker bakteriocidalt pa bade intracelluleere og ekstracellulaere organismer
(Gilman A., 1996). Rifampicin ble farst tatt i bruk i 1967, og har siden den gang veert viktig i
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behandlingen av tuberkulose, AIDS-assosierte mykobakterielle infeksjoner, lepra og MRSA-
infeksjoner (Alifano et al., 2015). Antibiotikumet fungerer ved at det danner et stabilt kompleks
med bakteriens RNA polymerase, og reagerer spesifikt med  subuniten som kodes for av rpoB
genet (Aubry-Damon et al., 1998) . Dette hindrer enzymets funksjon fordi initieringen av RNA-

syntese undertrykkes.

Rifampicinresistens (Rif") oppstar som fglge av mutasjoner i RNA polymerase B subuniten, og
farer til at enzymet har lavere affinitet for antibiotikumet (Aubry-Damon et al., 1998). Rif'
mutasjoner har nesten utelukkende blitt observert i rpoB-genet som koder for B subuniten av
RNA polymerase. Antibiotikumet blir nesten alltid brukt i kombinasjon med andre aktive
antimikrobielle stoffer for & unnga resistens under behandlingen av tuberkulose og andre
sykdommer (Guerillot et al., 2018, Goldstein, 2014).

1.3 Glykopeptidantibiotika

Glykopeptidantibiotika er en type antibiotika som benyttes i behandlingen av livstruende
infeksjoner forarsaket av multiresistente Gram-positive patogener som S. aureus, Enterococcus
ssp. og Clostridium difficile. Glykopeptidene fungerer ved inhibering av bakteriell
celleveggsyntese via blokkering av peptidoglykansyntesen (Binda et al., 2014).
Farstegenerasjons glykopeptidantibiotika inkluderer vancomycin, teicoplanin og ramoplanin,
og andregenerasjonsantibiotikaene inkluderer dalbavancin, oritavancin og telavancin (NCI).
Daptomycin er et annet last-resort antibiotikum som tilhgrer denne gruppen. | det falgende er
en beskrivelse av vancomycin og dalbavancin, de to glykopeptidene benyttet i dette arbeidet,
samt en beskrivelse av glykopeptiders mekanisme og pavirkning av celleveggsyntese og kjente

gener involvert i resistensutvikling mot glykopeptider.

1.3.1 Vancomycin

Vancomycin ble farst oppdaget i 1956, og stammer opprinnelig fra bakterien Streptomyces
orientalis (Dasgupta, 2012). | tiden etter oppdagelsen ble antibiotikumet raskt forkastet til
fordel for andre antibiotika med bedre effekt og lavere toksisitet, men i starten av 1980-tallet
oppstod bratt en voldsom gkning i bruk av medikamentet. Bare i lgpet av de pafelgende to
tiarene ble det observert en >100-folds gkning i bruken av vancomycin (Kirst et al., 1998,
Levine, 2006). En av hovedgrunnene til dette var utbredelsen av resistente patogener som

MRSA og senere penicillin-resistente Streptococcus pneumoniae (Kirst et al., 1998).

Vancomycin er et glykopeptid som blokkerer celleveggsyntesen hos en rekke Gram-positive
bakterier (se avsnitt 1.1.2 og 1.3.3) (Watanakunakorn, 1984). Vancomycin og andre
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glykopeptider benyttes dersom andre antibiotika ikke har vist seg effektive, og blir ofte brukt i
behandlingen av alvorlige infeksjoner forarsaket av MRSA, streptokokker og enterokokker
(Fookes, 2018). Vancomycin har antimikrobiell effekt mot de fleste arter innen Actinomyces og
Lactobacillus, samt mot Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae 0g

Streptococcus agalavtiae (drugbank.ca, 2005).

1.3.2 Dalbavancin

Dalbavancin er et derivat av vancomycin og teicoplanin, og har derfor ogsa lignende affinitet
og virkemate (Werth et al., 2018). Antibiotikumet er et bakteriocidalt, semisyntetisk
lipoglykopeptid, og fungerer altsa som andre glykopeptider ved & hindre peptidoglykansyntese,
og dermed ogsa celleveggsyntesen hos Gram-positive bakterier (Chaudhry, 2015, McCurdy et
al., 2015) (se avsnitt 1.1.2 og 1.3.3 for detaljer). Til forskjell fra tradisjonelle glykopeptider har
dalbavancin en lipofil sidekjede og en amidert karboksyl-sidegruppe, og disse molekylere
endringene bidrar til & gke proteinbindingen og halveringstiden for dalbavancin (McCurdy et
al., 2015). Ettersom antibiotikumet er et lipoglykopeptid kan dalbavancin dimerisere og ankre
sin lipofile sidekjede i bakteriemembraner, noe som muligens bidrar til gkt affinitet for malet
og gkt antimikrobiell aktivitet (Chen et al., 2007). Figur 1.4 viser kjemiske strukturer for

sammenligning av glykopeptidene dalbavancin og vancomycin.

Lipofil hale involvert i dimerisering og
cellemembran-interaksjoner

[ |

OH

H I

HO M \]/’\\/” NN,
0 A g 8

Ty ~

Amidering av
karboksylgruppe gker
antibiotisk effekt mot
stafylokokker

Figur 1.4 Kjemisk struktur av dalbavancin (venstre) og vancomycin (hgyre). Til forskjell fra vancomycin har dalbavancin en
lipofil sidekjede som bidrar til forankring i bakteriemembraner, samt en amidert karboksyl-sidegruppe som gker den
antimikrobielle effekten mot stafylokokker. Figurer: dalbavancin (Smith et al., 2015) og vancomycin (Cotton, 2010).

Bruksomradet for dalbavancin er hovedsakelig behandling av akutte bakterielle hud- og

hudstrukturinfeksjoner forarsaket av mottakelige, Gram-positive bakterier. Antibiotikumet
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benyttes i tillegg mot MSSA- og MRSA-infeksjoner, og har vist seg a ha in vitro antimikrobiell
effekt mot patogenene Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
anginosus og Enterococcus faecium (Citron et al., 2014, Smith et al., 2015).

1.3.3 Glykopeptiders virkningsmekanisme og pavirkning av celleveggsyntese

Vancomycin og dalbavancin er begge glykopeptid-antibiotika som hindrer celleveggsyntese
hos Gram-positive bakterier, og benyttes derfor i behandlingen av infeksjoner forarsaket av S.
aureus (Chaudhry, 2015, Citron et al., 2014). Disse antibiotikaene fungerer ved a binde til D-
Ala-D-Ala pa den voksende peptidoglykankjeden, og forhindrer med dette inkorporeringen av
GIcNAc og MurNAc til nettverket (Smith et al., 2015, Gardete and Tomasz, 2014). Dette skjer
fordi bindingen av vancomycin eller dalbavancin til disse terminale komponentene bidrar til at
transpeptidasereaksjonene hemmes. Glykopeptider farer derfor til gdeleggelse av celleveggens

integritet, og forarsaker celledgd (Zhanel et al., 2010).

Dalbavancin har i tillegg noen ekstra antimikrobielle effekter som er mindre godt karakterisert
(Fig. 1.4). En av disse er stoffets lipofile sidekjede som gjar at molekylet kan dimerisere og
forankres i lipid 11 i cellemembranen. Denne forankringen styrker bindingen til D-Ala-D-Ala,
forlenger halveringstiden og gker dalbavancins aktivitet ssmmenlignet med vancomycin. Pa
denne maten deler ogsa dalbavancin noen egenskaper med daptomycin, et lipopeptid som har
en kompleks virkningsmekanisme (Miller et al., 2016). | tillegg til god forankring i
cellemembranen hos Gram-positive bakterier har dalbavancin ogsa ekstra effekt mot
stafylokokker grunnet en amidert karboksyl-sidegruppe, men den eksakte arsaken til dette er
ikke kjent (Smith et al., 2015).

1.3.4 Kjente gener involvert i resistensutvikling mot vancomycin og andre glykopeptider

Det finnes flere gener som er svert sentrale i utviklingen av resistens eller toleranse mot
vancomycin og andre glykopeptider. Ettersom dalbavancin er mindre studert, vil det videre
fokuseres pa kjente gener som er viktig for utviklingen av resistens mot glykopeptider hos S.

aureus, med hovedvekt pa vancomycinresistens.

1.3.4.1 van-gener fra vancomycinresistente enterokokker

Den viktigste og mest kjente arsaken til vancomycinresistens hos S. aureus er overfgring av
van-gener fra vancomycinresistente enterokokker (Howden et al., 2008). Per 2009 var det
oppdaget syv ulike typer vancomycinresistens hos enterokokker, hvorav hver type

korresponderte til et spesifikt operon (vanA, -B, -C, -D, -E, -G og -L). Disse koder for gener
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som farst fjerner det C-terminale dipeptidet D-Ala-D-Ala i pentapeptidet og deretter erstatter
dette med et nytt dipeptid, D-Ala-D-Lac eller D-Ala-D-Ser, som har lavere affinitet for
glykopeptider (Smith et al., 2015, Perichon and Courvalin, 2009, Chen et al., 2007). Herav er
resistenstypene VanA, -B og -D ansvarlige for syntese av D-Ala-D-Lac, og resistenstypene
VanC, -E, -G og -L for syntese av D-Ala-D-Ser (Perichon and Courvalin, 2009).

VanA var den farste resistenstypen som ble oppdaget, og regnes ogsa som den vanligste.
Resistensnivaet for glykopeptider, som vancomycin, dalbavancin og teicoplanin, er sveert hgyt
for denne resistenstypen, som har utgangspunkt i enterokokk-transposonet Tn1546 (Perichon
and Courvalin, 2009, Sievert et al., 2008). Overfgringen av transposonet til S. aureus har med
tiden fart til fremveksten av VRSA-stammer (Ziasistani et al., 2019). Tilsvarende har det ogsa
oppstatt MRSA-stammer med fullstendig vancomycinresistens, selv om disse S. aureus-

variantene er sjeldne (Howden et al., 2008).

Til forskjell fra VRSA-isolater har ikke VISA-stammer van-resistensgener for vancomycin, og
nivaet av resistens er ogsa lavere. Det er derfor flere alternative resistensmekanismer som kan
bidra til VISA-fenotypen. For eksempel kan VISA-fenotypen ha oppstatt som falge av gradvis
endring i peptidoglykansyntesen, ettersom det observeres at VISA-stammer syntetiserer ekstra
mengder av synteseforlgperen D-Ala-D-Ala, hvilket binder opp glykopeptider og hindrer det i
a na sitt target-omrade (Sujatha and Praharaj, 2012). Eksempelvis observeres dette i utviklingen
av dalbavancin-resistens, hvor det for VISA-isolater oppstar redusert mottakelighet for
dalbavancin ved fortykning av celleveggen og gkning i bindesetet for D-Ala-D-Ala. Dette vil
igjen gke mengden dalbavancin som ma bindes til cellen for & oppna lik effekt (Howden et al.,
2010, Smith et al., 2015). I tillegg til disse endringene er det ogsa foreslatt at VISA-stammer
har defekter i DNA «mismatch»-reparasjonssystemet (Sujatha and Praharaj, 2012), som gjar at

flere mutasjoner oppstar.

1.3.4.2 GraRS og VraSR er to-komponentsystemer involvert i vancomycinresistens

Det er i tillegg flere gener som bidrar til gkt vancomycinresistens hos S. aureus. Et av disse er
graS, et gen som koder for en to-komponent-regulatorisk sensor. | en studie av Howden et al.
(2008) ble det oppdaget at VISA-stammen inneholdt en mutasjon i dette genet, hvorav
mutasjonen fgrte til endringen av en aminosyre fra polar til upolar (T1361). Det ble videre
forsgkt 4 erstatte graS-allelet hos den vancomycin-mottakelige foreldrestammen med allelet fra
VISA-derivatet. Dette resulterte i gkt vancomycinresistens, hvilket bekreftet rollen for GraRS

to-komponentsystemet i utviklingen av VISA. Det ble i tillegg foreslatt at systemet spiller en
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viktig rolle i utviklingen av klinisk signifikant vancomycin-resistens hos MRSA. To-
komponentsystemet VraSR kontrollerer ekspresjonen av ABC-transporterne vraF og vraG,
gener som har vist seg a vere oppregulert i VISA (Howden et al., 2008).

Ogsa Matsuo et al. (2013) og Kussmann et al. (2018) viser til at mutasjoner i vraSR og graRS,
regulatoriske systemer involvert i stafylokokkers celleveggsyntese, er sveert bidragsytende i
utviklingen av VISA-stammer og redusert glykopeptid-mottakelighet (Matsuo et al., 2013,
Kussmann et al., 2018).

1.3.4.3 To-komponentsystemet WalRK er ogsa involvert i vancomycinresistens

Det har blitt vist at punkmutasjoner i to-komponentsystemet WalRK farer til gkt vancomycin-
og daptomycinresistens i S. aureus (Cameron, 2016, Matsuo et al., 2013). | en studie gjort av
Kuroda et al. (2019) viste det seg imidlertid at VISA-stammer hadde hgyere toleranse mot
vancomycin ved overuttrykk av walRK-operonet. Dette skyltes fortykninger i celleveggen og
overproduksjon av D-Ala-D-Ala bindeseter som “fanget” vancomycin-molekylene. Studien
foreslo dessuten at depolarisering av vegg-teikoinsyre, samt den positivt ladde overflaten med
lysyl-fosfatidylglyserol bidro til forhgyet toleranse for kationisk daptomycin og vancomycin
(Kuroda et al., 2019). Selv om mekanismene fortsatt ikke er helt avklart, viser disse studiene at

unormal ekspresjon av walRK pavirker toleransen for vancomycin i S. aureus.

1.3.4.4 Mutasjoner i RNA-polymerasegenet rpoB farer til gkt vancomycinresistens

Mutasjoner i rpoB har ogsa vist seg a vare involvert i fremveksten av VISA-stammer. Dette er
noe overraskende ettersom rpoB-genet koder for 3-subenheten til RNA polymerase (Matsuo et
al., 2013, Kussmann et al., 2018). | en studie av Watanabe et al. (2011) ble det observert at 27
av 38 VISA-stammer hadde en eller flere mutasjoner i rpoB. Som nevnt over kobles disse
mutasjonene ofte mot rifampicinresistens, og i studiet ble det videre observert at ~96 % av
rifampicinresistente MRSA-mutanter ogsa hadde gkt toleranse for vancomycin (Watanabe et
al., 2011). Den eksakte mekanismen som ligger til grunn for rpoB-mediert resistens mot
vancomycin er ikke kjent, men rpoB-mutasjoner har vist seg a veere assosiert med gkt

celleveggtykkelse for S. aureus (Cui et al., 2010).

1.3.4.5 sagB pavirker vancomycinresistens i stafylokokker

Et annet gen som pavirker vancomycinresistens hos S. aureus er sagB. Dette genet koder for
det membran-assosierte enzymet N-acetylglukosaminidase, og spiller en viktig rolle i

peptidoglykansyntesen. Delesjon av sagB i S. aureus gir vekst- og cellemorfologiske defekter
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ettersom mutanten har elongerte peptidoglykankjeder. Delesjonen farer med dette ogsa fil

forstyrrelser i protein-trafikken og defekter i cellevegg-forankring (Chan et al., 2016).

1.3.4.6 Andre gener involvert i resistens mot glykopeptider i S. aureus

Ogsa mutasjoner i genene pbp4, cmk, pp2c, agr, orfl og tcaRAB har vist seg a gke toleransen
for glykopeptider hos S. aureus (Matsuo et al., 2013, Yoo et al., 2013). Av disse er det
eksempelvis antatt at endringer i ekspresjonen av pbp4 (penicillin-bindende protein 4) bidrar til
gkt andel D-Ala-D-Ala muropeptider, som igjen gir flere vancomycin-bindeseter og skaper
forhgyet vancomycinresistens (Finan et al., 2001). Videre koder cmk for cytidylat kinase, og
det er vist at redusert aktivitet i cmk-mutantstammer forer til fortykning av celleveggen og
redusert cellevekstrate. Dette vil igjen fare til VISA-fenotype (Matsuo et al., 2013).

1.4 CRISPR-interferens for kontroll av genekspresjon
1.4.1 CRISPRI

CRISPR (Clustered regularly interspersed short palindromic repeats)/Cas9 (CRISPR-
associated protein 9) ble opprinnelig identifisert som en immunitetsmekanisme visse bakterier
bruker for & beskytte seg mot angrep fra bakteriofager (Kick et al., 2017). Denne
immunitetsmekanismen gar grovt sett ut pa at bakterier uttrykker nukleasen Cas9, som sammen
med to RNA-molekyler, crRNA og tracRNA, spesifikt gjenkjenner bakteriofag-DNA som
kommer inn i bakterien, Cas9/crRNA/tracRNA-komplekset inaktiverer deretter bakteriofag-
DNA ved a gjgre dobbelttrad-kutt (Kick et al., 2017). Egenskapene til dette systemet har senere
blitt utviklet til et kjent og mye brukt verktay innenfor genetikken. CRISPR/Cas9 er mest kjent
som en metode for & gjere spesifikke endringer i DNA-sekvenser i form av delesjon, insersjoner
eller enkeltmutasjoner (Kick et al., 2017). | denne oppgaven blir derimot CRISPR/Cas9 brukt

som en metode for a regulere transkripsjon.

CRISPRi (CRISPR interferens) er en teknologi brukt for nedregulering av genekspresjon i
bakterieceller (Hawkins et al., 2015). Teknikken baserer seg pa sterisk blokkering av
transkripsjon av spesifikke gener med et kompleks bestaende av et nuklease-inaktivt Cas9-
protein (dCas9), og et sakalt single-guide-RNA (sgRNA) (Liu et al., 2017). Normalt Cas9-
protein fungerer som en endonuklease som katalyserer dobbeltradig kutt i malsekvensen. Til
forskjell fra normalt Cas9-protein har dCas9-proteinet mutasjoner i nuklease-domenet, hvilket
gjer at dCas9 ikke kan kutte i malsekvensen, men kun binde til den og dermed forhindre
transkripsjon (Brocken et al., 2018).
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Binding av Cas9 og dCas9 avhenger av RNA-molekyler. sgRNA er en fusjon av tracRNA og
crRNA, de to RNA-molekylene som opprinnelig virker sammen med Cas9. sgRNA-konstruktet
bestar av en 102 nukleotider lang kimerisk ikke-kodende RNA-sekvens. Her finner man en 20-
nt lang baseparingsregion, etterfulgt av en 42-nt lang Cas9-bindingssekvens og en
transkripsjonsterminator pa 40-nt (Hawkins et al., 2015). Hoveddelen av sgRNAet, Cas9-
bindingssekvensen og transkripsjonsterminatoren, vil veare konstant og uavhengig av hvilken
DNA-malsekvens man benytter. Den 20-nt lange baseparingsregionen avgjer DNA-
malsekvensen, og modifisering av denne gir stor fleksibilitet med hensyn pa utvelgelse av gener
for represjon (Hawkins et al., 2015). | tillegg trengs en PAM-sekvens (proto-spacer narliggende
motiv) for & binde DNA, og denne er spesifikk for Cas9 som benyttes. PAM-sekvensen sitter
oppstrgms for, og i nerheten av DNA-malsekvensen, og dCas9-sgRNA-komplekset vil kun
binde til DNA dersom sekvensen er komplementaer med malsekvensen og ligger i rett avstand

til PAM-setet (Hawkins et al., 2015). Figur som illustrerer design av sgRNA er vist i Figur 1.5.

sgRNA
B Baseparingsregion
SgRNA B dCas9 bindingssekvens
B S. pyogenes terminator
3' - 5-
frrrirrrnnrnrnnnnnend
. AGACCGCTAAACTGAAAGTT
5 TCGTCCGTACGAAGGTAC ACCAAAGGT 3’
Ferrnrrnrnrrnrnrren DNA Trrernen
3’ AGCAGGCATGCTTCCATES TGEGTTTCCA &
/ ICTGGCGATTTGACTTTCAA
PAM

Figur 1.5 Design av sgRNA for maélrettet genrepresjon, hvor sgRNA binder til malsekvens. syRNA bestar av en 20-nt lang
baseparingsregion (oransje), etterfulgt av en 42-nt lang dCas9-bindingssekvens (bl&) og en transkripsjonsterminator pa 40-nt
(mark grd). PAM-sekvensen er farget rad. Figur basert pA Hawkins et al. (2015).

sgRNA er designet for & vaere komplementar til starten av et gnsket gen. dCas9-sgRNA binder
DNA i valgt gen og blokkerer RNA polymerasen og transkripsjonselongeringen. Dette vil
dermed forarsake genrepresjon - nedregulering av genuttrykket (Hawkins et al., 2015, Larson
etal., 2013, Qi et al., 2013). Baseparing mellom sgRNA-segmentet og DNA-malsekvensen gjer
at genet som skal nedreguleres enkelt velges ved a tilpasse syRNA-sekvensen slik at det binder
til starten av genet (Hawkins et al., 2015). Det er ogsa mulig a nedregulere flere gener samtidig

dersom man uttrykker flere tilpassede guide-RNAer.

1.4.2 CRISPRIi-systemet i S. aureus

For at CRISPRi-systemet skal fungere i S. aureus kreves altsa ekspresjon av dCas9 og sgRNA.

For CRISPRI-systemet som ble utviklet for S. aureus blir genene som koder for dCas9 og
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sgRNA uttrykt pa hvert sitt plasmid og har hver sin promotor. sgRNA uttrykkes pa plasmidet
pVL2336 fra Escherichia coli VL2336, og uttrykkes fra den konstitutive promotoren P3. Her
benyttes i tillegg seleksjon for kloramfenikolresistens (cam®), for & holde plasmidet inne i
cellen. Videre uttrykkes dCas9 pa plasmidet pLOW (low-copy-number plasmid), hvor nivaet
av dCas9 reguleres fra den IPTG (Isopropyl [-D-1-thiogalaktopyranosid)-induserbare
promotoren Pspac (Liew et al., 2011, Do et al., 2019). P4 pLOW-plasmidet uttrykkes
laktoserepressorproteinet Lacl, et protein som binder til Pspac 0g dermed i utgangspunktet
hindrer all transkripsjon fra promotoren. Ved tilsetning av IPTG hindres derimot Lacl i & binde
til promotoren, hvilket skyldes at IPTG binder til Lacl og endrer proteinets konformasjon. Dette
medfgrer at Lacl ikke lenger kan binde til Pspac, 0g transkripsjonen fra promotoren vil derfor
starte (Liew et al., 2011). pLOW-plasmidet har i tillegg en seleksjonsmarker som koder for
erytromycinresistens (ery®). Tilsetting av induseren IPTG i S. aureus CRISPRi-stammene leder
altsa til ekspresjon av dCas9, som sammen med sgRNA danner komplekset dCas9-sgRNA
(Stamsas et al., 2018, Bioline, 2019). Dette komplekset hindrer transkripsjon gjennom DNA-
malsekvensen, hvilket farer til nedregulering av gnsket gen (Stamsas et al., 2018). Figur 1.6
viser hvordan dCas9-sgRNAsystemet blokkerer transkripsjon av DNA-malsekvensen. Figur

1.7 gir en oversikt over plasmidene benyttet til uttrykk av sgRNA og dCas9.

Pspac
{ >
= ~

dCas9
- [.: PAM
o ™~ m

Fa <7 N
/ \,/ AUUX

P3
>
{ L CRISPR interference
sgRNA

Figur 1.6 CRISPRIi-systemet fungerer ved at dCas9-proteinet danner et kompleks med sgRNA, deretter vil dCas9-sgRNA-
komplekset binde til, - og sterisk hindre transkripsjon av DNA-malsekvensen. Modifisert figur fra Tan et al. (Tan et al., 2018).
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P, Pspur:
sgRNA dCas9

EryR

pVL2336 pLOW
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Figur 1.7 Plasmidene benyttet for ekspresjon av sgRNA og dCas9. sgRNA uttrykkes konstitutivt pa plasmidet pVL2336 av
promotoren Ps. dCas9 uttrykkes pa plasmidet pLOW, og reguleres av den induserbare promotoren Pspac. | tillegg uttrykkes
laktoserepressorproteinet Lacl pa plasmidet pLOW, og dette proteinet hindrer transkripsjon fra Pspac-promotoren. Ved tilsetning

av IPTG endres konformasjonen av Lacl, hvilket medfarer at proteinet ikke lenger kan binde til Pspac, 0g transkripsjonen fra
denne promotoren vil starte.

1.4.3 Genome-wide CRISPRI-bibliotek i S. aureus

A forsta hvilke gener i S. aureus som ligger til grunn for antibiotikaresistens eller virulens er
viktig for & bekjempe infeksjoner. Genomet hos S. aureus-stammer bestar av rundt 3000
gener fordelt pa nesten 2000 transkripsjonsenheter/operon. For & kunne identifisere gener som
er involvert i interessante egenskaper er det derfor tidligere utviklet transposon-bibliotek for
S. aureus som dekker hele genomet (Santiago et al., 2015). Det vil si en samling av stammer
hvor til sammen alle genene i genomet er inaktivert. Dette er et nyttig verktgy, som kan
brukes for seleksjon og identifisering av gener. Slike transposon-bibliotek begrenser seg
imidlertid til ikke essensielle-gener, ettersom transposon-inaktivering av essensielle gener ikke
er mulig. Det er derfor utviklet CRISPRi-biblioteker for S. aureus basert pa CRISPRi-systemet
beskrevet ovenfor (M. Kjos, personlig kommunikasjon, upubliserte resultater).
Biblioteket benyttet i denne oppgaven er laget i S. aureus-stammen NCTC8325-4, og bestar av
en sammenslatt samling av 1928 stammer med unike sgRNAer. Til sammen kan CRISPRi-

biblioteket nedregulere genekspresjonen hos alle genene i denne stammen.

1.5 Oppgavens mal

Antibiotikaresistens er et globalt helseproblem (O'Neill, 2014). Spesielt knyttes det utfordringer
til MRSA grunnet bakteriens resistens mot flere antibiotika, hvilket gjgr det interessant & gke
kunnskapsnivaet rundt gener involvert i antibiotikaresistens- og toleranse hos S. aureus. For

dette trengs det nye forskningsverktgy som kan brukes til dette formalet.

o

Hovedmalet med denne oppgaven var a undersgke om CRISPRi-systemet og CRISPRi-
deplesjonshiblioteket beskrevet ovenfor kan benyttes til a identifisere gener som er involvert i
toleranse mot antibiotika og finne ut om disse verktgyene egner seg i mode-of-action studier

for nye antibiotika. De to antibiotikaene som ble valgt ut var den mye studerte
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transkripsjonshemmeren rifampicin og lipoglykopeptidet dalbavancin. For begge disse
forventes det & kunne identifisere kjente gener involvert i toleranse fra andres studier, men det
er ogsa hap om a finne nye gener som kan gi ny innsikt i virkningsmekanismen. Ulike metoder
for 4 arbeide med CRISPRi-biblioteket var inspirert av tidligere studier med bruk av

transposon-biblioteker i ulike bakterier.

e Bestemmelse av hvordan subletale konsentrasjoner av antibiotika pavirker gen-fitness i
CRISPRi-biblioteket ved Illuminasekvensering.

o Direkte seleksjon av resistente bibliotekmutanter pa agarskal med ulike konsentrasjoner
av antibiotika.

e Seleksjon av resistente CRISPRi-bibliotekstammer med mikrotiterassay.

Det andre malet med oppgaven var & fa gkt innsikt i interaksjonen mellom S. aureus og
dalbavancin ved bruk av mikroskopstudier og identifisere stafylokokkgener involvert i
toleranse for dalbavancin. Vi gnsket ogsa a finne ut om ulike to-komponentsystemer var

involvert i sensitivitet for dalbavancin pa samme mate som for andre glykopeptidantibiotika.
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2 Materialer

Liste over primere som ble benyttet i dette arbeidet finnes i vedlegg A. | vedlegg B finnes tabell

med relevante S. aureus-stammer konstruert i dette arbeidet.

2.1 Bakteriestammer og plasmid

Tabell 2.1 E. coli og S. aureus-stammer og plasmider benyttet i dette arbeidet, samt en kort beskrivelse av genotype og
karakteristikk.

Stamme Genotype og karakteristikk Referanse
E. coli
VL2336 Villtype, AmpR Xue Liu (University of Lausanne),
ikke publisert
IM08B Villtype, AmpR (Monk et al., 2016)
S. aureus
MK1465 NCTC8325-4, pLOW-dCas9, Ery® Stammesamling MolMik, ikke
publisert
MH225 NCTC8325-4, pLOW-dCas9_ekstra_lacO, Stammesamling MolMik, ikke
EryR publisert
MK14652 G NCTC8325-4, pLOW-dCas9 + pVL2336- Stammesamling MolMik, ikke
sgRNA-deplesjonshibliotek, EryR, CamR publisert
MH225L-G NCTC8325-4, pLOW-dCas9_ekstra_lacO + Stammesamling MolMik, ikke
pVL2336-sgRNA-deplesjonsbibliotek, EryR, publisert
CamR.,
MH266 Newman, pLOW-dCas9_ekstra_lacO, EryR Stammesamling  MolMik, ikke
publisert
IM287 COL MRSA, pLOW-dCas9, SpcR Stammesamling MolMik, ikke
publisert
SH1000 Villtype (Horsburgh et al., 2002)
NCTC8325-4 Villtype (Horsburgh et al., 2002)
Plasmid
pCN55 Vektor, SpcR Thermofisher Scientific
pMAD Kloningsvert, Ery? (E. coli) eller Spc® (S. Thermofisher Scientific

aureus)
AmpR = ampicillinresistent, EryR = erytromycinresistent, CamR = kloramfenikolresistent, SpcR = spektinomycinresistent

2.2 Antibiotika

Tabell 2.2 Liste over antibiotika som ble benyttet i dette arbeidet, samt tilhgrende startkonsentrasjoner.

Antibiotikum Startlgsning Produktnummer Leverandgr

Ampicillin 100 mg/ml A-9518 Sigma-Aldrich
Kloramfenikol 10 mg/ml C0378 Sigma-Aldrich
Dalbavancin 1 mg/ml SML2378 Sigma-Aldrich
Erytromycin 5 mg/ml E6376 Sigma-Aldrich
Rifampicin 50 mg/ml R-3501 Sigma-Aldrich
Spektinomycin 100 mg/ml S6501 Sigma-Aldrich
Vancomycin 10 mg/ml V2002 Sigma-Aldrich
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2.3 Enzymer, nukleotider og sterrelsesmarkarer

Tabell 2.3 Liste over enzymer, nukleotider og starrelsesmarkarer benyttet i dette arbeidet.

Navn Startlgsning Produktnummer Leverandgr
1 kb DNA ladder 500 pg/ml N3232s New England BioLabs
dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100 mM 4026/4027/2028/4029 TaKaRa
Phusion® High-Fidelity DNA 2 U/ul M0530 New England BiolLabs
polymerase
Phanta® Max Super-Fidelity 1 U/l P505 Vazymebiotech
DNA polymerase
REDTaq® Readymix™ R2523 Sigma-Aldrich
Lysozym 40 mg/ml L2979 Sigma-Aldrich
Lysostaphin 10 mg/ml L9043 Sigma-Aldrich
T4 DNA ligase 400 000 U/mi MO0202L New England BiolLabs
BsmBI R0580 New England BioLabs
NEB® Golden Gate Assembly E1601L New England BioLabs
Mix (Bsal-HF®v2)

2.4 Kit

Tabell 2.4 Liste over ulike kits som ble benyttet i dette arbeidet.
Navn Hensikt Produktnummer Leverandgr
NucleoSpin® Gel and DNA-ekstraksjon fra 740609.250 Machnery-Nagel
PCR Clean-up agarosegel
E.Z.N.A.® Plasmid Ekstraksjon og rensing av D6943-02 OMEGA Bio-tek
DNA Kit plasmid-DNA fra E. coli
QIAGEN® Plasmid Rensing av plasmid-DNA 12143 og 12145 QIAGEN
Mini, Midi and Maxi kits  fra celler
NEB® Golden Gate Restriksjonskutting og E1601 BioLabs
Assemblerings-Kkit assemblering av inserter

2.5 Instrumenter og utstyr

Tabell 2.5 Liste over instrumenter og utstyr som ble benyttet i dette arbeidet. 2
Utstyr/instrument Modell Leverandgr
Celleknuser FastPrep®-24 MP+m Biomedicals
Elektroforesekar Mini-Sub Cell® GT BioRad
Elektroporeringsapparat Gene Pulser BioRad
Gel-imager GelDoc-1000 BioRad
Microfluidic Bacteria Plate M04S Merck
Mikroskop LSM700 Zeiss
Mikrotiterplateleser Synergy H1 Hybrid Reader BioTek®
Mikrotiterplateleser Hidex Sense Hidex

PCR-maskin
Spektrofotometer

ProFlex PCR systems
NanoDrop 2000

Applied Biosystems
Thermo-Fisher Scientific

a Ogsé annet, mer generelt laboratorieutstyr ble benyttet i arbeidet, men er ikke listet her.
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2.6 Kjemikalier

Tabell 2.6 Alfabetisk liste over de kjemikaliene som ble benyttet i dette arbeidet, samt kjemisk formel, produktnummer og

leverandgr.
Kjemikalie Kjemisk formel Produktnummer Leverandgr
Agarose 15510-027 Invitrogen
Bacto™ Agar BIAC41 Saveen Werner
Bacto™ Brain Heart Infusion 237200 BD Diagnostics
Bacto™ Tryptic Soy Broth BD211825 BD Diagnostics
Bacto™ Tryptone LP0042 Oxoid
Bromfenolblatt C19H9BrsOsSna B-5525 Sigma-Aldrich
Cetrimoniumbromid (cTAB) C1oH42BrN H6269 Sigma-Aldrich
DAPI (4',6-diamidino-2- C16H15Ns D9542 Sigma-Aldrich
phenylindole)
Dinatriumhydrogenfosfat Na;HPO4 1.06580.1000 Merck
Eddiksyre CH3;COOH 1.00063.2500 Merck
EDTA CioH16N2Na08.2H,0 20 296.360 VWR
Etanol 70% C2HsOH 20824.365 VWR
Gjeerekstrakt 1.04086.0250 Merck
Glass-kuler G4649 Sigma-Aldrich
Glukose CesH1206 10117gK VWR
Glyserol 85% C3HgO3 1.04094.1000 Merck
IPTG, Isopropyl-B-D- CoH1805S A1008.0005 Applichem
thiogalactosidase
Kaliumdihydrogenfosfat KH2PO4 26925.295 VWR
Kaliumklorid KCI 1.04936.1000 Merck
Kalsiumklorid CaCl, 1.02391.1000 Merck
Loadingbuffer lilla (6x) B7025S New England BioLabs
Magnesiumklorid MgCl, M3634 Sigma
Metanol CH,0OH 603-001-00-x Merck
Natriumklorid NaCl 1.06404.1000 Merck
Nile red C20H18N202 72485 Sigma-Aldrich
peqGREEN PEQL37-501 Saveen Werner
SDS (Sodium dodecyl sulfat) NaC12H25504 05030 Fluka
Sukrose C12H2011 102745C BHD
Tris C4H11NO3 T1503 Sigma-Aldrich
Tris-HCI C4H11NO3.HCI T3253 Sigma-Aldrich
TWEEN 80 (Polysorbat 80) CeaH124026 P1754 Sigma-Aldrich
X-GAL C14H15BrCINOg B4252 Sigma-Aldrich

2.7 Vekstmedier og buffere

2.7.1 Brain Heart Infusion (BHI) medium

BHI-medium ble tillaget ved a lgse opp 37 g BHI-pulver i 1L dH.0, og deretter sterilisert ved

autoklavering.
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2.7.2 Brain Heart Infusion (BHI) agar

BHI-agar ble tillaget ved & lgse opp 37 g BHI-pulver og 15 g (1.5 %) Bacto™ Agar i 1L dH,0,
og deretter sterilisert ved autoklavering.

2.7.3 Lysogeny broth (LB) medium

LB-medium ble tillaget ved & lgse opp 10 g NaCl, 10 g trypton (oxoid) og 5 g gjeerekstrakt i 1L
dH-0, og deretter sterilisert ved autoklavering.

2.7.4 Lysogeny broth (LB) agar

LB-agar ble tillaget ved & lgse opp 10 g NaCl, 10 g trypton (oxoid), 5 g gjeerekstrakt og 15 g
(1.5 %) Bacto™ Agar i 1L dH20, og deretter sterilisert ved autoklavering.

2.7.5 Tryptic Soy Broth (TSB) medium

TSB-medium ble tillaget ved & lgse opp 30 g TSB-pulver i 1L dH20, og deretter sterilfiltrert
ved autoklavering.

2.7.6 Tryptic Soy Broth (TSB) agar

TSB-agar ble tillaget ved & lgse opp 30 g TSB-pulver og 15 g (1.5 %) Bacto™ Agar i 1L dH-0,
og deretter sterilfiltrert ved autoklavering.

2.7.7 Tryptic Soy Broth (TSB) medium med 0.5 M sukrose

TSB-medium ble tillaget ved a lgse opp 30 g TSB-pulver i 1L dH-O. Blandet deretter 50 % 2x
TSB o0g 50 % 2x sukrose (1 M sukrose) for & fa en sluttkonsentrasjon pd 0.5 M sukrose.

2.7.8 Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) medium

SOC-medium ble tillaget ved & lase opp 2 g Bacto Tryptone 0.5 g gjerekstrakt, 333.3 ul 3M
NaCl og 83.3 ul 3M KCI i 96 ml dH20 og deretter sterilisert ved autoklavering. Etter
autoklavering ble 2 ml 1M MgClz og 1 ml 2M glukose sterilfiltrert med 0.2 filter og tilsatt den

varme lgsningen.

2.7.9 Buffere og lgsninger for agarose gel elektroforese

50x Tris-Acetate-EDTA (TAE)
424 g Tris base, 57.1 ml eddiksyre, 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0). Lgsningen ble justert til 1L
med dH20.

6x Loading buffer
10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA, 40 % Sukrose, 0.01 % Bromfenolblatt
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1 kb DNA ladder (50 mg/ml)
50 pl 1 kb ladder (Invitrogen), 200 pl 10x loading buffer, 750 pl dH20

1 % Aogarose gel

0.5 g Agarose, 50 ml TAE buffer, 1 ul peqGREEN. Lgsningen ble kokt til agarosen var
fullstendig opplast, deretter ble 1 pul peqGREEN tilsatt.
2.7.10 @vrige buffere og lgsninger

10x TEN buffer
1 M TrisHCI (pH 8), 0.5 M EDTA (pH 8), 5 M NaCl

10 % glyserol
| autoklavert beholder: 40 ml av 50 % glyserol ble tilsatt 160 ml dH20 og blandet godt.

10 % glyserol med 0.5 M sukrose

Her ble 10 ml av 50 % glyserol, 25 ml sukrose og 15 ml dH20 blandet sammen i en autoklavert

beholder. Lgsningen ble oppbevart i kjgleskap.

1x Fosfat-buffer saline (PBS)
8 g/L NaCl, 0.201 g/L KCI, 1.7799 g/L Na;HPO4, 0.272 g/L KH2POg. Dette ble lgst i 900 ml
dH20, pH ble justert til 7.2 med HCI, og dH20 ble tilsatt til et sluttvolum pa 1L.

PBS med 1.2 % agarose
0.12 g agarose ble tilsatt til 10 ml 1x PBS med pH 7.4. Lasningen ble kokt i mikrobglgeovn.

Lysisbuffer (40 mM NaOH og 0.2 % SDS)
Lysisbuffer bestod av 667 ul 3M NaOH blandet med 1 ml av 10 % SDS og 48.33 ml dH-O.

1M lIsopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
0.238 g IPTG (238.3 g/mol) ble blandet med 1 ml dH20 og lagret ved -20°C.
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3 Metoder
3.1 Dyrking og lagring av bakterier
3.1.1 Dyrking av E. coli

E. coli ble dyrket aerobt ved 37°C i LB-medium eller pd LB-agar. Ved dyrking i flytende
medium ble kulturene inkubert i risteinkubator ved 200 rpm. For seleksjon ble 100 ug/ml

ampicillin tilsatt.

3.1.2 Dyrking av S. aureus

S. aureus ble dyrket aerobt ved 37°C i BHI-medium eller pa BHI-agar eller TSB-agar. Ved
dyrking i flytende medium ble kulturene inkubert i risteinkubator ved 200 rpm. Ved tillaging
av delesjonskonstrukt ble S. aureus dyrket ved 30°C og 43°C. For seleksjon ble 5 pg/ml
erytromycin, 10 ug/ml kloramfenikol eller 100 pg/ml spektinomycin tilsatt. S. aureus CRISPRIi-
stammer (se avsnitt 2.1 og vedlegg B) ble alltid dyrket med 5 pg/ml erytromycin og 10 pg/ml

kloramfenikol.

3.1.3 Lagring av bakterier

Frysestokker ble laget ved & blande 1000 pl av overnattkultur (i eksponentiell fase) og 250 ul
85 % glyserol. Lgsningen ble lagret ved -80°C.

3.2 DNA- og plasmidisolering
3.2.1 Isolering av plasmid fra E. coli ved bruk av E.Z.N.A Plasmid DNA Kit

Bakteriekultur (1-5 ml) ble dyrket over natt. Kulturen ble deretter overfert til 1.5 mi
eppendorfrar og sentrifugert (10 000 x g, 1 min) far supernatanten ble dekantert av. Prosedyren
beskrevet av produsenten ble deretter fulgt. Pelleten ble resuspendert i Solution | med RNase
A (250 pl). Etter resuspendering ble cellene lysert ved tilsetning av Solution II (250 pl). Her
ble eppendorfrgret vendt forsiktig noen ganger og inkubert i 2-3 min for & oppna et klart lysat.
Deretter ble neytraliseringsbufferen Solution III (350 ul) tilsatt, og eppendorfrgret ble
umiddelbart vendt flere ganger for utfelling av kromosomalt DNA og proteiner. Lgsningen ble
sa sentrifugert pa maks hastighet i 10 min for a samle disse avfallsstoffene til en pellet. Videre
ble supernatanten som na inneholdt plasmid DNA satt pa en HiBind DNA mini kolonne som
pa forhand var ekvilibrert med 3M NaOH (50 pl).

Kolonnen ble sentrifugert pa maks hastighet (60 sek) og filtratet ble fjernet. Videre ble det tilsatt
HBC Buffer med isopropanol (500 ul), og sentrifugert pd maks hastighet (60 sek) for a binde

26



Metoder

plasmid til kolonnen. Deretter ble det tilsatt DNA vaskebuffer med etanol (700 pl) for a fjerne
kontaminasjoner som salter, metabolitter og cellulzere komponenter. Kolonnen ble sentrifugert
pa maks hastighet (30 sek) far filtratet ble fjernet. Den tomme kolonnen ble videre sentrifugert
pa maks hastighet (2 min) for a bli kvitt etanolrester og deretter overfart til et nukleasefritt 1.5
ml eppendorfragr. Her ble elueringsbuffer tilsatt (30-100 pl), og preven stod i 60 sek ved
romtemperatur far sentrifugering pa maks hastighet (60 sek). Eluert DNA ble lagret ved -20 °C.

3.2.2 Isolering av plasmid fra S. aureus

Bakteriekultur (4 ml) ble dyrket opp over natt, og deretter sentrifugert (maks hastighet, 2 min)
for supernatanten ble dekantert av. Pelleten ble deretter lost 1 Solution I (500 pl) fra E.Z.N.A
Plasmid DNA Kit, fgr lysozym (20 mg/ml) og lysostaphin (2 ul) ble tilsatt for & bryte ned
celleveggen. Egentlig skal lysozym teoretisk ha darlig effekt pa celleveggen til S. aureus, men
ble benyttet ettersom blanding av lysozym og lysostaphin i noen testforsgk ga bedre lysis enn
kun lysostaphin (muntlig kommunikasjon, Morten Kjos). Lgsningen ble sa inkubert (37°C, 30
min). Videre ble E.Z.N.A Plasmid DNA kit benyttet som normalt (beskrevet i avsnitt 3.2.1),
men her ble det tilsatt 500 pl av lesning II og 700 pl av lesning II1.

3.2.3 QIAGEN MIDI-prep plasmidisolering

Plasmidisolering med QIAGEN MIDI-prep ble i all hovedsak utfgrt som beskrevet av
produsenten (QIAGEN, 2005). Cellene ble hgstet ved sentrifugering av 100 ml kultur (4000 x
g, 4°C, 10 min). Bakteriepelleten ble deretter resuspendert i Buffer P1 tilsatt RNase A (4 ml).
Cellene ble lysert ved tilsetting av lysostaphin (0.2 mg/ml) og lysozym (2 mg/ml) og inkubert
ved 37°C i 30 min. Buffer P2 (4 ml) ble tilsatt for alkalisk lysering av cellene, og her ble
lgsningen blandet ved a forsiktig vende ragret 4-6 ganger. Prgven ble sa inkubert ved
romtemperatur (5 min), og det ble observert et viskast lysat. Deretter ble Buffer P3 (4 ml) tilsatt,
og her ble lgsningen godt blandet ved & vende raret 4-6 ganger. Det ble na observert et hvitt
utfall bestaende av genomisk DNA, proteiner og cellerester, og lysatet var na mindre viskast.
Prgven ble sa satt pd is i 15 min for a effektivisere bunnfellingen. Videre ble prgven sentrifugert
(13000 x g, 16°C, 30 min).

Supernatanten som na inneholdt plasmid DNA, ble overfart til en ekvilibrert QIANGE-tip 100
kolonne. Kolonnen ble staende til all vaeske hadde rent gjennom, og ble deretter vasket med
buffer QC (10 ml) i to omganger. Dette trinnet var ngdvendig for a fjerne kontaminasjoner som
salter, metabolitter og cellulzere komponenter. Deretter ble plasmid-DNA eluert med Buffer QF

(5 ml) i et rent 15 ml-rgr. For utfelling av DNA ble romtemperert isopropanol (3,5 ml) tilsatt
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det eluerte DNAet og blandet godt. Dette ble sa sentrifugert (13000 x g, 16°C, 30 min), og
supernatanten ble forsiktig dekantert av. DNA-pelleten ble videre vasket med romtemperert 70
% etanol (3 ml), sentrifugert (13000 x g, 16°C, 10 min), og supernatanten ble forsiktig dekantert
av. Pelleten ble deretter sentrifugert ytterligere en gang (13000 x g, 16°C, 1 min) for & fjerne all
etanol. Til slutt ble pelleten luftterket i 10 min far det rensede plasmid DNA ble lgst opp i dH20
(150 pl).

3.2.4 DNA-isolering ved bruk av Fast-Prep og MINIPREP-kolonner

Cellekultur (1-5 ml) ble overfert til eppendorfrar og sentrifugert pa maks hastighet (13 000 x
g) i 1 min ved romtemperatur. Supernatanten ble deretter dekantert av, far pelleten ble lgst opp
i Buffer I (350 pul) og overfart til et fast-preprer med <106 nm glasskuler (0.5 g). Praven ble
spunnet ned (4 m/s, 3x 20 sek), og supernatanten ble overfart til et eppendorfrer. Her ble
mengden justert med Buffer 1 til et totalvolum pa 250 pl fer resterende protokoll ved bruk av
Miniprep (E.Z.N.A Plasmid DNA Kit) fortsatte som normalt. Sluttresultatet var fragmentert
genomisk DNA (smear) pa gel.

3.3 NanoDrop

DNA-konsentrasjon og renhet ble malt ved spektroskopi ved bruk av NanoDrop 2000 (Thermo-
Fisher Scientific). Her blir absorbansen ved 260 nm brukt til & estimere DNA-konsentrasjon.
Buffer NE eller annen elueringsbuffer (OMEGA) ble benyttet som blank lgsning. Renheten til
DNAEet ble bestemt ved & male absorbansratioen ved 260 og 280 nm. En 260/280-ratio ~1.8
ble regnet som “rent” DNA. En ratio <<1.8 kunne indikere forurensning med proteiner, fenoler
eller andre forbindelser som absorberer naert 280 nm. En 260/280-ratio >>1.8 indikerte RNA-

kontaminasjon (Scientific, 2009).

3.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en amplifiseringsteknikk hvor man kan generere et hgyt
antall kopier av et spesifikt DNA-segment ut ifra en liten startmengde (Lorenz, 2012). For a
utfare en PCR-reaksjon ma fglgende komponenter vere til stede; templat-DNA, DNA
polymerase, primere og nukleotider (Garibyan and Avashia, 2013). Templat-DNA inneholder
malsekvensen som skal amplifiseres, DNA polymerase er enzymet som binder sammen
nukleotidene i PCR-produktet, primere fungerer som forlengelsespunkt i hver ende av DNA-
malsekvensen og nukleotidene er byggesteinene i PCR-produktet. Disse bestar av
deoxynukleotid trifosfatene (ANTPene) dATP, dTTP, dGTP og dCTP (Lorenz, 2012, Garibyan
and Avashia, 2013).
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PCR-syklusen deles generelt inn i 3 trinn: denaturering, hybridisering (annealing) og
elongering. Lengden av- og temperaturen i hver syklus beregnes ut ifra starrelsen pa templatet
og GC-innholdet i DNAet (Lorenz, 2012). | fgrste trinn (denaturering) er hensikten a separere
de to komplementeere DNA-tradene, og temperaturen gkes derfor til 94-98°C, som er over
smeltepunktet (Tw) for dobbelttradet DNA (dsDNA) (Garibyan and Avashia, 2013, Lorenz,
2012). Deretter folger hybridiseringen, hvor temperaturen senkes til 5°C under primernes
smeltepunkt (Twm), dette for at primerne skal kunne binde til komplementaert omrade pa DNAet.
Hybridiseringstemperaturen er typisk mellom 40-65°C, og i denne oppgaven ble primerne
designet for & ha en hybridiseringstemperatur pa 60°C. | tredje og siste steg (elongering) gkes
temperaturen til DNA polymerasens optimale temperatur for a forlenge primerne, og er typisk
mellom 70-80°C (Lorenz, 2012). | dette steget binder DNA polymerasen de frie dNTPene i
reaksjonsblandingen til den voksende 3’OH-enden av primerne. Antall DNA-molekyler dobles

for hver runde av PCR-syklusen (Garibyan and Avashia, 2013).

| dette arbeidet ble det benyttet tre ulike PCR-metoder: Phanta® Max Super-Fidelity, Phusion®
High-Fidelity og RedTaq®. Phanta® Max Super-Fidelity DNA polymerase har en hgy
amplifikasjonseffektivitet (30-60 sek per kb.), og i tillegg hgy fidelitet. DNA polymerasen
kunne derfor brukes i de fleste PCR-reaksjoner, og ble brukt nar PCR-sluttproduktet skulle
sekvenseres eller benyttes videre i kloningseksperimenter (VazymeBiotech, 2015). Phusion®
High-Fidelity DNA polymerase egnet seg ogsa godt i kloningsforsgk, og ble benyttet i noen
tilfeller. Dersom ngyaktigheten av PCR-sluttproduktet ikke var like viktig, som ved PCR-
screening, ble det benyttet RedTaqg® DNA polymerase.

3.4.1 PCR-protokoll for Phanta® Max Super-Fidelity DNA polymerase

Folgende protokoll ble benyttet for PCR med Phanta® Max Super-Fidelity DNA polymerase:
en reaksjonsblanding bestaende av polymerase, dNTPer, primere, Phanta® Max Super-Fidelity
buffer og DNA templat ble mikset pa is. Reaksjonsvolumer og konsentrasjoner er listet i Tabell
3.1

Tabell 3.1 Reaksjonsmiks per PCR-reaksjon med Phanta® Max Super-Fidelity DNA polymerase.

Reagens Sluttvolum/konsentrasjon
0.5 pl 1 U/ul Phanta® Max Super-Fidelity DNA polymerase 0.01 U/ul

1 ul 10 mM dNTP 0.2 mM

2 ul 10 uM forward primer 0.4 uM

2 ul 10 uM reverse primer 0.4 uM

25 ul Phanta® Max Super-Fidelity buffer

x pl DNA templat ~100 ng/ul

x ul dH,0 til et sluttvolum pé 50 ul

Totalvolum: 50 ul
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PCR-programmet ble justert etter DNA-templatets lengde og kvalitet, samt effektiviteten av
DNA polymerasen og primernes smeltepunkt. Programmet benyttet for Phanta® PCR vises i
Tabell 3.2.

Tabell 3.2 PCR-program ved bruk av Phanta® Max Super-Fidelity PCR. Annealingstemperaturen ble bestemt av primernes
smeltepunkt, og elongeringstiden ble bestemt av lengden pd DNA-fragmentet, hvorav Phanta® Max Super-Fidelity DNA
polymerasen hadde en replikasjonshastighet pa 1 min per 1000 bp.

Steg Temperatur Tid Repetisjoner
Initiell denaturering 95°C 10 min 1x
Denaturering 95°C 15 sek

Annealing 57°C 20 sek 30x
Elongering 72°C x sek/bp

Utfylling av ender 72°C 5 min 1x

Lagring 4°C ©

3.4.2 PCR-protokoll for Phusion® High-Fidelity DNA polymerase

Reaksjonsvolumer og konsentrasjoner for PCR med Phusion® High-Fidelity DNA polymerase
er vist i Tabell 3.3.

Tabell 3.3 Reaksjonsmiks per PCR-reaksjon med Phusion® High-Fidelity DNA polymerase.

Reagens Sluttkonsentrasjon/volum
0.5 pl 2 U/ul Phusion® High-Fidelity DNA polymerase 0.02 U/ul

1 ul 10 mM dNTP 0.2 mM

2.5 ul 10 uM forward primer 0.5 uM

2.5 ul 10 uM reverse primer 0.5 uM

10 pl 5x Phusion® High-Fidelity buffer 1x

1 ul DNA templat ~20-100 ng

32.5 ul dH,0

til et totalvolum pa 50 pl

Totalvolum: 50 pl

PCR-programmet ble justert etter DNA-templatets lengde og kvalitet, samt effektiviteten av
DNA polymerasen og primernes smeltepunkt. Programmet benyttet for Phusion® PCR vises i
Tabell 3.4.

Tabell 3.4 PCR-program ved bruk av Phusion® High-Fidelity. Annealingstemperaturen ble bestemt av primernes smeltepunkt,
og elongeringstiden ble bestemt av lengden pd DNA-fragmentet, hvorav Phusion® High-Fidelity DNA polymerasen hadde en
replikasjonshastighet pa 30 sek per 1000 bp.

Steg Temperatur Tid Repetisjoner
Initiell denaturering 94°C 10 min 1x
Denaturering 94°C 30 sek

Annealing 58°C 30 sek 30x
Elongering 72°C x sek/bp

Utfylling av ender 72°C 3 min 1x

Lagring 4°C o)
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3.4.3 PCR-screening ved bruk av RedTag® DNA polymerase

RedTag® DNA polymerase ble benyttet i PCR-reaksjoner for verifisering av potensielle
transformanter. Her ble det benyttet primere som hybridiserte til spesifikke DNA-sekvenser
som kun var til stede i transformantene. Derfor kunne man forvente at et positivt PCR-resultat

var i samsvar med en vellykket transformasjon.

3.4.3.1 Bruk av RedTag® DNA polymerase for screening av S. aureus-transformanter

S. aureus-transformanter ble plukket og dyrket opp over natt i medium med Kkorrekt
seleksjonsmarker. For & verifisere at transformantene var korrekte, ble overnattkultur (2-3 pl)
overfort til PCR-ror for screening. Hver preve ble deretter tilsatt 20 ul 40 mM NaOH 0.2 %
SDS med 2-3 pl cTAB per 100 ul NaOH 0.2 % SDS. Prevene ble kokt (98°C, 5 min), og videre
satt pa is for a lysere cellene. dH20 (100 pl) ble tilsatt hvert ror. Det ble tillaget en PCR-miks
inneholdende 5 pl Red Taq 2x Master Mix (m/ 1.5 mM MgCl), 10 uM forward primer (0.2 pl),
10 uM revers primer (0.2 pl) og dH20 (4.6 pl) til et totalvolum pa 10 ul. RedTaq 2x Master
Mix inneholdt buffer, polymerase, nukleotider og loading dye. Til PCR-miksen (10 pl) ble det
deretter tilsatt cellelysat (1.5 ul). PCR-programmet benyttet for RedTag® er vist i Tabell 3.5.

Tabell 3.5 RedTag® PCR-program for verifisering av transformanter ved bruk av RedTag® DNA polymerase. Totalvolumet
var 10 pl, og RedTag® DNA polymerase hadde en replikasjonshastighet pa 1 min per 1000 bp.

Steg Temperatur Tid Repetisjoner
Initiell denaturering 95°C 10 min 1x
Denaturering 95°C 30 sek

Annealing 55°C 30 sek 30x
Elongering 72°C x sek/bp

Utfylling av ender 72°C 10 min 1x

Lagring 16°C ©

3.4.3.2 Bruk av RedTag® DNA polymerase for screening av E. coli-transformanter

For & verifisere at E. coli-transformantene var korrekte, ble de PCR-screenet ved bruk av
RedTag® DNA polymerase. Her ble E. coli-koloniene resuspendert i dH2O (10 ul) i et PCR-
rgr. Lasningen ble sa kokt i mikrobglgeovn pa maks styrke i ca. 2 min for a lysere cellene. Her
ble det ogsa plassert en beholder med vann for & unnga at PCR-rgret apnet seg under
varmebehandlingen. Raret ble sa kjglt ned pa is (5 min) for tilsetting av 5 ul Red Taq 2x Master
Mix (m/ 1.5 mM MgCl,), 10 uM forward primer (0.2 pl) og 10 uM revers primer (0.2 pl).
RedTaq 2x Master Mix inneholdt buffer, polymerase, nukleotider og loadingbuffer. Lasningen
ble ikke tilsatt ekstra dH2O ettersom kolonien allerede var resuspendert i vann. RedTagq® PCR-
program (Tabell 3.5) ble benyttet.
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3.5 Sekvensering

| dette arbeidet ble Sangersekvensering benyttet for sekvensering av plasmid hos enkeltstammer
av E. coli og S. aureus. Her ble DNA-prgvene sendt til Eurofins Genomics for sekvensering.
Illuminasekvensering ble benyttet for sekvensering av alle plasmidene i SgRNA-
deplesjonsbiblioteket (se avsnitt 3.12.3), og her ble DNA-prgvene sendt til Universitetet i

Lausanne for sekvensering.

3.5.1 Sangersekvensering

Sangersekvensering er en teknikk benyttet for bestemmelse av baserekkefglgen hos DNA, og
metoden ble utarbeidet av Dr. Frederick Sanger og hans kolleger i 1977 (Schoales, 2015). Til
en  sekvenseringsreaksjon tilsettes  primer,  polymerase,  enkelttradet = DNA,
deoksyribonukleotrifosfat (dNTP) og di-deoksyribonukleotrifosfat (ddNTP). Teknikken
baserer seg pa in vitro DNA-replikasjon med selektiv inkorporering av terminerende ddNTP-
nukleotider ved hjelp av DNA polymerase (Jamuar, 2016). Polymerasen forlenger primeren sa
lenge de fire ulike dNTPene er til stede i praven, og komplementert nukleotid tilsettes da den
enkelttradede DNA-templattraden. For & finne den ngyaktige sammensetningen av DNA-
sekvensen inkorporeres ddNTP-nukleotider. Disse nukleotidene mangler en hydroksylgruppe
(-OH), og ettersom de derfor ikke kan danne fosfodiester-binding til andre nukleotider,
blokkeres inkorporeringen av nye dNTP-nukleotider til DNA-sekvensen. De fire ulike ddNTP-
nukleotidene er merket med spesifikke fluorescerende farger, og muliggjer med dette
identifisering av den terminerende ddNTP-3’-enden av hvert konstrukt, og dermed ogsa

sekvensen av DNA-templatet (Schoales, 2015).

For tillaging av DNA-prgver til sekvensering, ble det blandet sammen primer (2 pl, 10 uM),
eluat (100-150 ng DNA) og resterende mengde dH-O til et totalvolum pa 10 pl.

3.5.2 llluminasekvensering

Illuminasekvensering er en neste-generasjons sekvenseringsteknologi (NGS) som ble
utarbeidet av Shankar Balasubramanian og David Klenerman (Das and Dash, 2019). Denne
teknikken egner seg godt til massiv parallell sekvensering store mengder prever, og over 90 %
av all sekvenseringsdata i verden er anskaffet ved bruk av denne sekvenseringsmetoden
(Illumina.com, 2020). Fremgangsmaten baserer seg pa inkorporering og identifisering av
reversible fargestoffterminatorer, og sekvenseringsprosedyren starter med & binde DNA-
molekyler til primere, for sa a amplifisere disse opp til lokale klynger (Zhou and Li, 2015) . |
neste steg tilsettes de fire reversible terminerende nukleotidene (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
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hvorav hvert nukleotid er merket med en spesifikk fluorescerende farge (Zhou and Li, 2015).
Nukleotidene er i tillegg kjemisk blokkert pa 3’-hydroksyl-enden, hvilket hindrer flere enn én
enkelt nukleotid i & inkorporeres per syklus. For hver inkorporering vil dNTPene konkurrere
om & binde til templat-DNAet som skal sekvenseres, samtidig som ikke-inkorporerte molekyler
skylles bort (Zhou and Li, 2015). Den fluorescerende fargen som er spesifikk for den
inkorporerte basen vil veere detekterbar, og muliggjere identifisering av sekvensen. En laser vil
sa fjerne blokkeringen og proben med fluorescerende farge hos nukleotidet.

Sekvenseringssyklusen blir gjentatt til hele DNA-molekylet er sekvensert (Zhou and Li, 2015).

| dette arbeidet ble Illuminasekvensering benyttet til & sekvensere CRISPRIi-biblioteket med og
uten behandling med dalbavancin (se avsnitt 3.12.3). Etter plasmidisolering (se avsnitt 3.2.3)
ble prgvepreparering og llluminasekvenseringen utfgrt ved Universitetet i Lausanne. Analyse
av data fra sekvensering ble utfgrt av Xue Liu (Universitetet i Lausanne) og Morten Kjos
(NMBU).

3.6 Gelelektroforese

Gelelektroforese er en metode benyttet til & separere og identifisere proteiner eller fragmenter
av DNA eller RNA. Prinsippet bygger pa separasjon av makromolekyler basert pa starrelse og
ladning, hvorav negativt ladde molekyler vandrer i ulik hastighet mot gelens positive pol under
elektrisk spenning. Molekylenes vandringshastighet avhenger bade av starrelse, spenning over
gelen, porestarrelse og konsentrasjon av gelmateriale (UiO, 2011). | dette arbeidet ble det

benyttet agarose gelelektroforese for separering av DNA-fragmenter.

3.6.1 Agarose gelelektroforese

Agarose gelelektroforese benyttes for & skille DNA-fragmenter av ulik stgrrelse, og kan
separere fragmenter fra 100 bp opp til iallfall 25 kb (Lee et al., 2012). Oppsettet bestar av en
agarosegel (0.5 - 2.0 % agarose) plassert i et elektroforese-kar. Karet kobles til en
spenningskilde, og gelen dekkes med en buffer med god ledningsevne. Agarosegelen bestar av
et nettverk av agarosepolymerer stabilisert av hydrogenband, og inneholder sma porer som
DNA-molekylene kan bevege seg gjennom. Jo hgyere agarosekonsentrasjon, jo mindre

porestarrelse (Lee et al., 2012, Heggenhougen, 2019).

For separasjon ved bruk av agarose gelelektroforese ble DNAet applisert til pre-stapte brgnner
i toppen av gelen og spenningen ble slatt pa. Ettersom DNA-molekylet inneholdt negativt ladde
fosfat-grupper ved ngytral pH ville den elektriske spenningen fare til at DNAet vandret mot
den positivt ladde anoden. DNA-molekylenes vandring gjennom gelen var omvendt
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proporsjonal med fragmentenes molekylaere vekt ettersom DNA har en uniform masse/ladning-
ratio. Mindre fragmenter ville med dette bevege seg raskere gjennom gelen enn store
fragmenter, og muliggjorde derfor separering av DNA basert pa starrelse (Lee et al., 2012). For
a visualisere DNA ble det tilsatt et fluoriserende fargestoff til gelen som bandt til- og

synliggjorde DNA under UV-lys.

| dette arbeidet ble det benyttet agarose gelelektroforese for analyse av PCR-fragmenter,
plasmider og genomisk DNA. Fglgende protokoll ble benyttet: 1 % agarosegel ble laget ved a
blande agarose (0.5 g) med 50 ml TAE-buffer (40 mM Tris-Acetate, 1 mM EDTA). Blandingen
ble kokt i mikrobglgeovn til agarosen var fullstendig opplest, og deretter avkjglt til en
temperatur pa ca. 60°C. Raskt etter nedkjeling ble lgsningen tilsatt 1 pul peqGREEN og helt
over i en stgpeform. | formen var det ogsa plassert en kam for tillaging av brgnnene der DNA
skulle appliseres. Gelen lot stivne far den ble flyttet til elektroforese-kammeret. Brgnn-kammen
ble forsiktig tatt ut, og gelen ble dekket med TAE-buffer. Den farste brgnnen ble tilsatt 1 kb
DNA ladder. Ladderen inneholdt DNA-fragmenter av kjent starrelse, og muliggjorde derfor en
omtrentlig starrelsesbestemmelse av fragmentene i preven. DNA-prgvene ble tilsatt loading
buffer til en konsentrasjon pa 1x far applisering til brannene. Dette ble gjort for & enklere kunne
applisere prgvene pa gelen, da loading bufferen inneholdt glyserol og gjorde praven mer viskes.
I tillegg inneholdt bufferen et lilla fargestoff. Ved bruk av RedTag® PCR var ikke tilsetting av
loading buffer ngdvendig ettersom bufferen allerede fantes i reaksjonsmiksen.
Gelelektroforesen ble utfgrt ved 90 V til DNA-fragmentene var tilstrekkelig separert (20-40
min). Fragmentene ble deretter visualisert under UV-lys i Gel Doc-1000 (BioRad).

3.6.2 Rensing av PCR-produkt fra gel

Til rensing av PCR-produkter fra gel ble det benyttet PCR NucleoSpin Gel og PCR Clean-up
kit (Machery-Nagel). DNA-fragmentet ble kuttet ut av agarosegelen ved bruk av en steril
skalpell. For hver 100 mg av agarosegel ble 200 ul Buffer NTI tilsatt, og gelbiten ble lgst opp
ved inkubering pa vannbad (50°C, 5-10 min), og vortexing hvert 2-3 min. Prgven (700 pl i hver
runde) ble overfert til en NucleoSpin Gel og PCR Clean-up kolonne. Kolonnen ble sa
sentrifugert (11 000 x g, 30 sek) og filtratet dekantert av. Dette ble gjentatt til all preve var
sentrifugert. Buffer NT3 (700 pl) ble sa tilsatt kolonnen far den ble sentrifugert (11 000 x g, 30
sek). Filtratet ble dekantert av. Vasketrinnet ble gjentatt for & minimalisere chaotropisk
saltoverfaring og lav Azso/A230. Kolonnen ble sentrifugert i (11 000 x g, 1 min) for a fjerne

Buffer NT3, far den ble overfart til et nytt 1.5 ml eppendorfrar, og Buffer NE (15-30 pl) ble
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tilsatt. Prgven ble inkubert ved romtemperatur i 1 min og deretter sentrifugert (11 000 x g, 1

min) for eluering.

3.7 Mikrotiterassay for minimal inhibitory concentration (MIC)-bestemmelse av

antibiotika

For bestemmelse av MIC for et valgt antibiotikum for bakteriestammer og enkeltkolonier ble
det i dette arbeidet ofte benyttet mikrotiterassay. Tross variasjoner med hensyn pa
medietilsetning, kulturfortynning og bruk av antibiotikum, ble fglgende generelle protokoll
benyttet: | farste trinn ble 100 pul medium (evt. tilsatt seleksjonsmarkar, IPTG for deplesjon av
gener og/eller TWEEN-80 for a redusere binding av dalbavancin til plasten i mikrotiterplaten)
tilsatt brenn 1-12, og antibiotikum i gnsket konsentrasjon ble tilsatt brgnn 1. Medium ble videre
tilsatt brgnn 1 til et totalvolum pa 200 pl. For & lage en to-folds fortynningsrekke av
antibiotikumet, ble 100 pl fra brenn 1 overfert til brenn 2, hvor fortynningsrekken fortsatte
t.o.m. brgnn 11. Brgnn 12 var kontroll, og ble ikke tilsatt antibiotikum. Bakteriekulturen ble
deretter fortynnet (ofte 1:100) i samme medium, og 100 pl ble tilsatt hver brenn.
Mikrotiterplaten ble sa inkubert over natt ved 37°C i mikrotiterplateleser, hvor ODggo ble malt

hvert 10. min.

3.8 Populasjonsanalyseprofil

Populasjonsanalyseprofil ble benyttet for & sammenligne vekst av S. aureus-stammer pa skaler
med ulike konsentrasjoner av antibiotika. Til dette ble det farst laget overnattkulturer av
gnskede stammer i BHI (tilsatt 5 pg/ml erytromycin, 10 pg/ml kloramfenikol og 250 uM IPTG
for induksjon av CRISPRi-stammer). Samtidig ble det laget tilsvarende BHI-agarskaler med
ulike konsentrasjoner av antibiotika (dalbavancin: 0 ug/ml — 0.2 pg/ml eller vancomycin: 0
ug/ml — 1.75 ug/ml). Fortynningsrekke av overnattkulturene (100 pl av 10, 10° og 10
fortynninger) ble sé platet ut. Skalene ble inkubert over natt ved 37°C, og pafelgende dag ble
koloniene opptalt for & bestemme antall CFU/mlI for ulike konsentrasjoner av antibiotika.

3.9 Transformasjon i kjemisk kompetente E. coli
3.9.1 Tillaging av kompetente E. coli-celler (CaClz2-metoden)

En kultur av E. coli-stammen (5 ml) ble dyrket over natt i 2x LB-medium. Overnattkulturen ble
sa fortynnet til ODgoo = 0.05 i Erlenmeyerkolbe med volum 5-10 ganger stgrre enn
kulturvolumet. Cellene ble deretter dyrket til tidlig log-fase (ODsoo = 0.4), far de ble samlet ved
sentrifugering (4000-5000 x g, 4°C, 5 min). I de resterende trinnene ble cellene oppbevart pa
is. Cellene ble resuspendert i ¥2 kulturvolum med 0.1 M iskald CaCly, far de ble holdt pa isi 1-
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2 timer. Deretter ble de sentrifugert som tidligere, og supernatanten ble dekantert av. Pelleten
ble forsiktig resuspendert i 1/10 kulturvolum av 0.1 M CaCl.. Iskald, steril 10 % glyserol ble
tilsatt fer frysing ved -80°C.

3.9.1.1 Transformering av ligering inn i E. coli IM08B

For transformering av ligering inn i E. coli IM08B-celler, ble farst kjemisk kompetente E. coli
IMO8B-celler tint pa is. Per transformasjon ble det brukt 40 pl kompetente E. coli-celler, hvorav
cellene ble tilsatt ligeringsreaksjon (15 pl). Deretter ble cellene satt pa is (30 min), og videre
utsatt for et varmesjokk (42°C, 45-50 sek). Dette ble gjort for & apne porer i cellemembranen
slik at DNA kunne tas opp. Raskt etter at cellene ble utsatt for varmesjokket ble SOC-medium
tilsatt (250 pl), for roret ble inokulert i varmeskap pa 37°C med risting i én time. Kulturen (50
ul og 200 pl) ble sé platet ut pa LB-skéler (100 pg/ml ampicillin), for skalene ble inkubert ved
37°C over natt.

3.10 Transformering ved elektroporering i S. aureus
3.10.1 Tillaging av kompetente S. aureus-celler

Stammen ble inokulert i BHI (5 ml), og inkubert ved 37°C med risting over natt. Deretter ble
kulturen (2 ml) fortynnet i BHI (100 ml) og overfart til en 250 ml Erlenmeyerkolbe. Kolben ble
inkubert ved 37 °C med risting til ODsoo var 0.4 — 0.5. Cellene ble sa overfart til 2 x 50 ml Nunc
sentrifugergr og satt pa is i ca. 10 minutter. Deretter ble cellene sentrifugert (4000 x g, 4°C, 10
min). For de gvrige vaskestegene var 5 minutter sentrifugering tilstrekkelig. Supernatanten ble
dekantert av, og cellene ble deretter vasket med iskald dH>O (35 ml) to ganger. Supernatanten
ble igjen dekantert av, og cellene ble vasket med iskald 10 % glyserol (25 ml) tre ganger. Den
endelige pelleten ble resuspendert i iskald 10 % glyserol med 0.5 M sukrose (2 ml). Deretter
ble cellene alikvotert til eppendorfrar (200 ul) og fryst ved -80 °C.

3.10.2 Elektroporering av S. aureus

Kompetente S. aureus-celler (avsnitt 3.10.1) ble tint pa is for 50 ul ble overfort til nytt 1.5 ml
eppendorfrar og tilsatt plasmid-DNA (750 - 1000 ng plasmid). Dette ble sa overfart til en 1 mm
kyvette. Her var det viktig @ unnga luftbobler. Cellene ble deretter elektroporert ved 2.1 volt,
100 ohm og 25 pF i en Gene Pulser (BioRad). Umiddelbart etter elektroporering ble det tilsatt
TSB med 0.5 M sukrose (950 pl). Det ble ogsa tilsatt erytromycin (5 ug/ml) i de tilfellene de
kompetente cellene allerede inneholdt et plasmid med erytromycinseleksjon. Cellene ble
deretter inkubert ved 37°C og med risting i minst 2 timer, fgr de ble sentrifugert (maks hastighet,

1 min), supernatant (600 ul) ble pipettert av og pelleten ble resuspendert i resterende
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supernatant. Lesningen (50 ul og 200 ul) ble sa platet ut pa skaler med BHI og passende
konsentrasjon av antibiotika (5 pg/ml erytromycin og/eller 10 ug/ml kloramfenikol).

3.11 Golden Gate-kloning og konstruksjon av CRISPRi-stammer og delesjonsstammer i

S. aureus

Golden Gate-kloning er en teknikk hvor man kan overfare DNA-fragment til en
ekspresjonsvektor ved hjelp av restriksjonsenzymer uten & etterlate sekvenser fra
rekombinasjonssetene i det ferdige produktet (Engler et al., 2008). Her benyttes type Il
restriksjonsenzymer (type 11S) som kutter utenfor gjenkjennelsessekvensen sin, og man unngar
dermed de ekstra nukleotidene fra gjenkjennelsessekvensen i det endelige konstruktet. Figur

3.1 illustrerer restriksjonskutting for Golden Gate-kloning.

Bsal

NNGGTCTCNICACANNNNICTCTNGAGACCNN
INCCAGAGNGTGTINNNNGAGANCTCTGGNN
Bsal

Bsal restriksjonskutting

Bsal m

NNGGTCTCN CACANNNN CTCTNGAGACCNN
NNCCAGAGNGTGT NNNNGAGA NCTCTGGNN
Bsal

Figur 3.1 Restriksjonskutting for Golden Gate-kloning. Type |l restriksjonsenzymer (eks. Bsal) kutter utenfor
gjenkjenningssekvensen sin, og vil derfor ikke etterlate sekvenser fra rekombinasjonssetene i det endelige konstruktet. Den
midterste sekvensen er malsekvensen som klones inn i en ekspresjonsvektor. Modifisert figur fra (Geneious).

Bruk av denne metoden gjor derfor at to fragmenter kuttet med samme type |l
restriksjonsenzym kan ligeres til ett produkt uten at det opprinnelige restriksjonssetet fglger
med (Engler et al., 2008).

Ved bruk av Golden Gate-kloning er det vist at det er mulig a sammenstille opptil ni fragmenter
samtidig i et mottakerplasmid. Dette er fordi overheng-sekvensen pa de kuttede fragmentene
inneholder fire valgfrie nukleotider, og komplementaere DNA-fragmenter kan dermed settes
sammen lineart (Engler and Marillonnet, 2014). Kloningen gjeres i et enkelt rer ved a pipettere
mottakervektor og fragmenter som skal settes inn, i tillegg til type Il restriksjonsenzym og
ligase, for deretter & inkubere dette i en termosykler (Engler and Marillonnet, 2014). Under
restriksjons-ligeringsreaksjonen vil ikke det gnskede ligerte produktet bli utsatt for ny
restriksjonskutting ettersom det ikke lenger inneholder type Il restriksjonssetet. Produkter som
ikke har blitt kuttet og fremdeles innehar disse restriksjonssetene vil derimot kuttes slik at de

riktige komponentene kan ligeres. Dannelsen av det gnskede produktet gker med
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inkubasjonstiden, og gir en hgy kloningseffektivitet (Engler and Marillonnet, 2014). Golden
Gate-kloningsstrategien muliggjer en effektiv restriksjons-ligeringsreaksjon av plasmidene pa
5 min. Derfor er metoden vel sa effektiv som tradisjonelt brukte rekombinasjons-
kloningsteknikker. En annen fordel er den hagye presisjonen, hvorav det rekombinerte plasmidet
ikke inneholder ugnskede sekvenser (Engler et al., 2008). | dette arbeidet ble Golden Gate
benyttet til & lage sgRNA-konstrukt (avsnitt 3.11.1) og til a lage delesjonsvektorer (avsnitt
3.11.2).

3.11.1 Tillaging av sgRNA-konstrukt og CRISPRi-stammer i S. aureus

For tillaging av sgRNA-deplesjonskonstrukt i S. aureus ved bruk av Golden Gate-kloning, ble
det benyttet oligoer som inneholder den spesifikke 20 bp-sekvensen, i tillegg til 4 bp overhangs
som er komplementere til sekvenser i malvektorer pVL2336 (Fig. 3.2). Med denne
fremgangsmaten trengs altsa ikke restriksjonskutting av insertene, siden overhang-sekvensene
er designet som en del av oligoene, og restriksjon og ligering ble utfart separat. Fglgende
prosedyre ble benyttet:

3.11.1.1 Oligo annealing av DNA-malsekvens

Oligoer var designet for & introdusere gnsket 20 bp-spesifikk sekvens (se avsnitt 1.4). De to
oligoene inneholdt samme 20-bp sekvens og ulike 4-bp overhang som er komplementare med
vektoren. | fgrste omgang ble de to oligoene (forward og reverse) annealt sammen (Fig. 3.2).
Oligo-F (2.5 ul, 100 uM), Oligo-R (2.5 ul, 100 uM), 10x TEN buffer (5 ul) og ddH20 (40 ul)
ble derfor blandet sammen og inkubert (95°C, 5 min) fer lgsningen sakte ble avkjglt til

romtemperatur.

3.11.1.2 Restriksjonskutting av vektor som skulle benyttes som sgRNA-plasmid

Vektor (pVL2336) ble isolert fra E. coli VL2336. Dette plasmidet inneholder genet mCherry
som normalt gir rosa farge pa E. coli-kolonier dersom genet er intakt. Dette kan derfor benyttes
som en indikasjon pa vellykket restriksjonskutting og kloning ved transformasjon i E. coli.
Restriksjonsenzymet BsmBI (type I1) kutter sekvensen utenfor gjenkjennelsessekvensen pa
hver side av genet, og danner overheng som muliggjer ligering av DNA-malsekvens med vektor
(Fig. 3.2).
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Figur 3.2 Design av sgRNA-plasmid. Oligoer var designet for & introdusere gnsket 20 bp-spesifikk sekvens, og hadde 4 bp
overhangs som er komplementare til sekvenser i malvektorer pVVL2336. mCherry ble kuttet ut fra p\VL2336 ved bruk av
restriksjonsenzym BsmBI, og erstattet med den spesifikke 20 bp-sekvensen. Modifisert figur fra Morten Kjos.

Til kuttingsreaksjonen ble det tilsatt plasmid (4 pg), BsmBI (NEB, 10 units), 10x NEB 3.1
buffer (5 ul) og resterende mengde ddH-O til et totalvolum pa 50 pl. Losningen ble sa inkubert
(55°C, 21). Korrekt restriksjonskutting ble verifisert ved hjelp av agarose gelelektroforese (som
beskrevet i avsnitt 3.6.1). Det ble observert et band pa rundt 6000 bp (5935 bp) som tilsvarte
selve plasmidet og et fragment pa rundt 700 bp (739 bp) som tilsvarte mCherry-fragmentet.

Deretter ble fragmentet pa 5935 bp (plasmidet) kuttet ut fra agarosegelen og renset. Her ble
NucleoSpin Gel og PCR Clean-up kittet benyttet (som beskrevet i avsnitt 3.6.2).

3.11.1.3 Ligering og transformasjon

For ligering av ferdig renset pVL2336-vektor og oligoer (DNA-malsekvensen) ble det blandet
sammen vektor (100-200 ng), T4 ligase (1 ul), 10x T4 ligasebuffer (2 ul) og resterende mengde
annealingsreaksjon til et totalvolum pé 20 pl. Det ble ogsa laget en negativ kontroll med vektor
uten DNA-insert. Ligeringen ble inkubert ved 16°C 1 5 timer eller over natt.

Ligeringsreaksjonen ble transformert inn i E. coli IMO8B (som beskrevet i avsnitt 3.9.1.1).

3.11.1.4 Sekvensering og plasmidisolering fra transformanter

Pafglgende dag ble transformanter plukket i LB-medium (100 ug/ml ampicillin) og dyrket over
natt ved 37°C med risting. Det ble sa isolert plasmid fra kulturene ved bruk av E.Z.N.A.®
Plasmid DNA Kit (beskrevet i avsnitt 3.2.1), og videre ble plasmidene sendt til sekvensering

(Eurofins Genomics) for verifisering av riktig innsatt sSgRNA-plasmid med primer MK25.
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3.11.1.5 Transformasjon av sgRNA-plasmid inn i S. aureus

Plasmid med riktig innsatt SgRNA-sekvens ble deretter elektroporert inn i en S. aureus-stamme
som allerede inneholdt pLOW-dCas9 eller pLOW-dCas9_ekstra_lacO ved bruk av Gene Pulser
(BioRad). Protokoll for elektroporering er beskrevet i avsnitt 3.10.2.

Pafglgende dag ble transformanter plukket i BHI-medium med 5 ug/ml erytromycin og 10
ug/ml Kloramfenikol og dyrket over natt ved 37°C med risting. Deretter ble det utfgrt PCR-
screening av transformantene ved bruk av RedTag® DNA polymerase, som beskrevet i avsnitt
3.4.3.1. De endelige stammene bzrer da pa to plasmider: pLOW-dCas9 for induserbart uttrykk
av dCas9 og pVL2336-sgRNA (genX) for konstitutivt uttrykk av genspesifikk sgRNA.

3.11.2 Tillaging av delesjonsstammer for kapB og aroC i S. aureus NCTC8325-4

For tillaging av delesjonsstammer for kapB og aroC i S. aureus NCTC8325-4 ble fglgende
protokoll benyttet:

3.11.2.1 Primerdesign for Golden Gate-kloning

Til dette arbeidet ble det designet primere for to separate delesjoner av genene kapB og aroC i
S. aureus NCTCB8325-4. Konstruktene ble laget for & kunne erstatte genene med en
spektinomycinkassett (allelic replacement med spec-kassett). Det ble benyttet Golden Gate-
kloning for a sette delesjonskonstruktet inn i den temperatursensitive delesjonsvektoren
PMAD-GG. pMAD-vektoren har et replikon for E. coli, et temperatursensitivt replikon for S.
aureus, et gen som koder for beta-galactosidase for bla/hvit screening og et gen som koder for
erytromycinresistens. Primerne ble designet slik at en spec-kassett (spektinomycinkassett fra
plasmid pCN55) ble satt sammen med sekvenser pa hver side av genet som skulle deleteres, og

dette illustreres i Figur 3.3.

gsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsaj

BS:A ‘x x X x x X’ ;.:aj
’—‘ Spec-kassett ’4 ’—‘ ’_‘

pMAD-GG

Figur 3.3 Sammensetting av fragmenter for Golden Gate-kloning. Spec-kassetten var komplementer til DNA-fragmentene, og
disse kunne derfor settes sammen linezrt. Ved at begge ytterkantene av insertet, samt pMAD-vektor ble kuttet med samme
restriksjonsenzym (Bsal), kunne disse enkelt ligeres ved bruk av Golden Gate-kloning.
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3.11.2.2 Amplifisering av ytterfragmenter og spec-kassett

For & amplifisere opp fragmentene fra punkt 1 ble det benyttet Phusion® High-Fidelity PCR
(som beskrevet i avsnitt 3.4.2). Genomisk DNA fra S. aureus ble benyttet som templat for hgyre
og venstre fragment, og pCN55 ble benyttet som DNA-templat for spec-kassetten. Det ble satt
opp én PCR-reaksjon per fragment. Her ble de forventede produkter pa ca. 1 kb for fragmentene
pa hver side av spec-kassetten, og 1.3 kb for spec-kassetten kuttet ut fra gel og renset (som
beskrevet i avsnitt 3.6.2).

3.11.2.3 Kutting med Bsal restriksjonsenzym og assemblering av inserter

Etter rensing fra gel ble de tre insertene behandlet med Bsal restriksjonsenzym, satt sammen
og ligert inn i vektor pMAD ved bruk av NEB® Golden Gate Assembly Kit.
Reaksjonskonsentrasjoner og volum er vist i Tabell 3.6.

Tabell 3.6 Liste over reagenser og volum benyttet til Golden Gate Assemblering. Her ble preklonede inserter og vektor pMAD
kuttet med restriksjonsenzym Bsal og ligert sammen.

Reagens Negativ kontroll Assembleringsreaksjon
pMAD, x pg/ml 2 ul 2 ul
Preklonede inserter - 75 ng per plasmid
2:1 molar ratio
T4 DNA ligase buffer (10X) 2ul 2 ul
NEB® Golden Gate 1l 1l
Assembleringsmiks (sal-HF®v2)
Nukleasefritt dH,O til et sluttvolum pa 20 pl til et sluttvolum pa 20 pl

Reaksjonen ble farst inkubert ved 37°C i 1 time, deretter ble den inkubert ved 60°C i 5 min.
3.11.2.4 Transformering av pMAD inn i E. coli

Etter & ha satt sammen fragmentene inn i pMAD-vektor, ble plasmidet transformert inn i E. coli
IMO08B (som beskrevet i avsnitt 3.9.1.1). Pafglgende dag ble det plukket transformanter i LB-
medium (100 pg/ml ampicillin) og inkubert over natt. Det ble sa utfert PCR-screening av
transformantene (RedTaq®), hvorav spec-spesifikke primere ble benyttet for a verifisere at
kolonien hadde tatt opp pMAD-plasmidet (avsnitt 3.4.3.2). | tillegg ble det isolert plasmid ved
bruk av E.Z.N.A.® Plasmid DNA Kit, og plasmidene ble sa sendt til sekvensering (Eurofins

Genomics) for a verifisere at riktig insert var satt inn i pMAD-plasmidet.

3.11.2.5 Transformering av pMAD inn i S. aureus

Plasmid fra transformant med riktig delesjon ble videre elektroporert inn i S. aureus
NCTC8325-4, men her var inkuberingssteget pa 3.5 timer ved 30°C. Dette skyldtes at pMAD
hadde to ulike replikasjonsseter (et for E. coli og et for S. aureus), og replikasjonssetet som ble
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benyttet av pMAD i stafylokokker var temperatursensitivt. Transformeringen ble deretter platet
pa TSB-agarplater (tilsatt 5 pg/ml erytromycin) med 40 ul X-GAL, og inkubert ved 30°C i 2
dagn. Tilsetning av X-GAL pa agarskalen muliggjorde identifisering av kolonier som hadde
tatt opp plasmidet ettersom plasmidet beerer et beta-galaktosidasegen som kan spalte X-GAL
og danne en bla forbindelse. Etter 2 dggns inkubasjon ble det plukket bla kolonier for PCR-
screening (RedTaq®), og her ble spec-spesifikke primere benyttet for & verifisere at kolonien
hadde tatt opp pMAD-plasmidet. Dette skulle gi et produkt pa ca. 1.3 kb.

3.11.2.6 Integrering av spec-kassett inn i S. aureus-genomet og verifisering av

delesjonsmutant

Samtidig som koloniene ble PCR-screenet, ble de ogsa re-strgket pa TSB-agarplater (5 ug/ml
erytromycin) med 40 ul X-GAL. Koloniene ble deretter inkubert ved 30°C i 2 dggn. Herfra ble
2 kolonier fra re-strykningen (som ogsa ga riktig band ved PCR-screening) inkubert i TSB-
medium i 2 timer ved 30°C med risting, deretter inkubert i 6 timer ved 43°C med risting.
Plasmidet kunne fremdeles replikere ved 30°C, men ved hgyere temperatur ville ikke lenger
replikonet til plasmidet fungere. Ved a inkubere ved 43°C var malet at pMAD-plasmidet ville
integrere inn i S. aureus-genomet og med overkryssing deletere gnsket gen ved a bytte det ut

med spec-kassetten.

Det ble s laget en fortynningsrekke av kulturen i TSB-medium (10, 102 og 107 fortynning)
som videre ble platet ut pa TSB-agarplater (tilsatt 100 pg/ml spektinomycin) med 40 pl X-GAL,
og inkubert ved 43°C i 2 dggn. Av koloniene som vokste frem pa agarskalene indikerte hvite
kolonier dobbel overkrysning av spec-kassetten, lysebla kolonier indikerte enkel overkrysning
og bla kolonier indikerte at plasmidet fremdeles var til stede. Hvite kolonier ble re-strgket pa
TSB-agarplater med 100 pg/ml spektinomycin, samt TSB-agarplater med 5 pg/ml erytromycin.
Her gnsket vi at spec-kassetten skulle vaere integrert i bakteriens genom, og at plasmidet med
seleksjonsmarkeren erytromycin ikke var til stede, og derfor ble kolonier som var
spektinomycin-resistente og erytromycin-sensitive vurdert videre. Til slutt ble koloniene PCR-
screenet (RedTaq®) med falgende primere for a verifisere riktig integrering av spec-kassetten:
kapB ble PCR-screenet med AHF13 + AHF16 som skulle gi et produkt pa 2.3 kb, AHF18 +
AHF15 som skulle gi et produkt pa 2.3 kb, AHF15 og AHF16 som skulle gi et produkt pa 1.3
kb og interne primere som ikke skulle gi produkt. aroC ble PCR-screenet med AHF19 og
AHF22 som skulle gi et produkt pa 2.3 kb, AHF24 og AHF21 som skulle gi et produkt pa 2.3
kb, AHF21 og AHF22 som skulle gi et produkt pa 1.3 kb og interne primere som ikke skulle gi
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produkt. Dersom PCR-screeningen ga produkter av riktig sterrelse, indikerte dette at mutanten

hadde integrert spec-kassett og at gnsket gen var deletert.

3.12 Antibiotikaseleksjonsforsgk med CRISPRi-bibliotek
3.12.1 CRISPRIi-biblioteket

| dette arbeidet ble det benyttet et samlet CRISPRIi-bibliotek («pooled CRISPRI library») fra S.
aureus som et verktgy til & identifisere gener som er involvert i antibiotikatoleranse i S. aureus.
Biblioteket er tidligere blitt laget av Maria Heggenhougen (NMBU) and Xue Liu (Universitetet
i Lausanne) (ikke publisert). Til sammen 1928 unike sgRNAer ble designet for & kunne
nedregulere alle 1928 transkripsjonsenheter i S. aureus NCTC8325-4. sgRNAene ble klonet i
et samlet oppsett og transformertinnien S. aureus med pLOW-dCas9. Resultatet er et bibliotek
med en samling av 1928 unike stammer (dyrket sammen i en kultur) som til sammen har alle

transkripsjonsenheter (og altsa gener) i genomet som target.

3.12.2 Rifampicintoleransescreen med CRISPRi-bibliotek pa agarskal

| dette forsgket ble CRISPRi-deplesjonsbiblioteket benyttet for & selektere stammer med gkt
rifampicinresistens. Et flytskjema med fremgangsmaten som ble benyttet vises i Figur 3.4. Fra
CRISPRi-biblioteket ble 10° celler dyrket pa TSB-agarplatene med 1.5 MIC eller 2.0 MIC av
rifampicin. Her ble IPTG tilsatt til konsentrasjoner pa 0 pM, 10 uM eller 250 uM, som tilsvarer
uindusert, lav induksjon og hgy induksjon av CRISPRi-systemet. Skalene ble inkubert over natt
ved 37°C. Antatt resistente kolonier fra skalene ble plukket og dyrket over natt ved 37°C med
risting i medium uten rifampicin, og deretter testet for gkt resistens ved bruk av mikrotiterassay
(beskrevet i avsnitt 3.7). For & identifisere hvilket gen som var target i stammene med gkt MIC
for rifampicin, ble det isolert plasmid og sgRNA ble sekvensert med primer MK25. Den
spesifikke 20 bp-sekvensen i sgRNAet ble brukt til & identifisere targetgen pa genomet til S.
aureus NCTC8325-4. | noen stammer ble rpoB-genet ogsa sekvensert. rpoB pa ca. 3 kb ble
amplifisert ved PCR (primer MK422 og MK423) og sekvensert med primerne MK424 —
MK427.
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Figur 3.4 Identifisering av gener involvert i toleranse mot rifampicin. Det ble dyrket et CRISPRi-deplesjonsbiblioteket pé
agarplater med ulike konsentrasjoner av antibiotikumet. Videre ble det laget en overnattkultur av biblioteket som ble platet ut
pé skaler med eller uten induser (IPTG). Kolonier dyrkbare >MIC rifampicin ble fulgt opp for & bekrefte resistensekningen.
Mikrotiterassay ble deretter benyttet for & sammenligne kolonienes vekst +/- IPTG med en kontrollprgve. Koloniene som
fremdeles viste gkt resistens mot rifampicin ble sekvensert for & bestemme hvilket sgRNA plasmidet inneholdt, og dermed
hvilket gen som var nedregulert. Se avsnitt 4.1 for resultater.

3.12.3 CRISPRI-sek: Bestemmelse av gen-fitness ved eksponering av S. aureus CRISPRI-

bibliotek for subletale mengder dalbavancin etterfulgt av Illuminasekvensering

Malet med dette forsgket var a studere hvordan antibiotikumet pavirket forekomsten av sgRNA-
konstruktene i populasjonen. Et flytskjema med fremgangsmaten som ble benyttet vises i Figur
3.5. Det ble farst laget to kulturer av CRISPRi-deplesjonsbiblioteket, S. aureus NCTC8325-4
(pLOW-dCas9_ekstra_lacO). Begge kulturene inneholdt 100 ml BHI (100 ml), cellekultur (50
ul), erytromycin (5 pg/ml), kloramfenikol (10 pug/ml) og 500 uM IPTG for indusering av
CRISPRIi-systemet. En av kulturene ble s tilsatt subletal konsentrasjon av dalbavancin (0.015
ug/ml), mens den andre kulturen var positiv kontroll uten antibiotikum. Det ble satt opp 4
paralleller av hver av kulturene. Etter dyrking til ODegoo = 0.8 ved 37°C med risting ble cellene
hgstet for videre bruk. I neste trinn ble det isolert plasmid fra cellene ved bruk av MIDI-plasmid
prep (se avsnitt 3.2.3). Prgvene ble sd sekvensert med Illumina MiniSeq (avsnitt 3.5.2), og
dataene ble analysert med DeSeq?2 for & evaluere sgRNA fitness (se Liu et al. for detaljer) (Liu
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et al., 2020). Dette ga en oversikt over hvilke sRNA som hadde hgyest og lavest fremkomst i

plasmidpopulasjonen.

5. aureus CRISPRI-
deplesjonsbibliotek

+ 500 uM PTG
v + 5 pg/ml erythromycin v
+ 10 pg/ml cloramphenicol

A, B

=% =Yy
'
-

| ‘ ll i
w "«-.-.--v”l
Villtype 5. aureus Villtype S. aureus uten
tilsatt antibiotika tilsatt antibiotika

Dyrkes til ODgoo = 0.8

DMA-isolering {midi-prep) og sekvensering (lllumina)

|

Over- og underrepresenterte gener etter dalbavancinbehandling

Figur 3.5 Dyrking av CRISPRi-deplesjonshibliotek og kontrollstamme for bestemmelse av under- og overrepresenterte SgRNA
etter dalbavancinbehandling. Det induserte CRISPRi-deplesjonsbiblioteket ble dyrket sammen med og uten subletale
konsentrasjoner av dalbavancin for & bestemme hvilke sgRNA som var under- og overrepresentert sammenlignet med en
kontrollstamme. Dette ga informasjon om hvilke gener som ved deplesjon trolig gjorde cellen mer sensitiv eller tolerant for
dalbavancin ved gitte konsentrasjoner. Se avsnitt 4.4 for resultater.

Etter sekvensering av sgRNA-konstruktene ble det beregnet hvorvidt disse var overrepresentert
eller underrepresentert sammenlignet med kontroll-sgRNA. Til dette ble det beregnet Log-(2)-
fold change (kontroll/dalbavancin), forkortet Log2FC, hvor en negativ fold endring indikerte at
forekomsten av det enkelte sgRNAet etter dalbavancinbehandling var hgyere enn for kontroll-
sgRNA. En negativ fold endring tydet derfor pa at deplesjon av sgRNA-targetgenet gjorde
cellen mer motstandsdyktig mot dalbavancin. Omvendt ville det observeres en positiv fold
endring dersom antall celler med kontroll-sgRNA var hgyere enn celler med gitt SgRNA etter
dalbavancinbehandling, og tydet derfor pa at deplesjon av sgRNA-targetgenet gjorde cellen
mindre motstandsdyktig mot dalbavancin. Analysen ble utfert av Xue Liu (Universitet i
Lausanne) og Morten Kjos (NMBU).
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3.12.4 Dalbavancintoleransescreen med CRISPRi-bibliotek pa agarskal

| dette forsgket ble CRISPRi-deplesjonshiblioteket benyttet for a direkte selektere kolonier fra
biblioteket med gkt dalbavancinresistens. Et flytskjema med fremgangsmaten som ble benyttet
vises i Figur 3.6, og her finnes ogsa en oversikt over agarplatene brukt i dette forsgket (gverst
til venstre). Fra CRISPRi-biblioteket ble 108 celler dyrket pa TSB-agarplater med 1.0, 1.5, 2.0,
5 og 10 av MIC av dalbavancin, samt kontroll uten antibiotika. Skalene ble tilsatt 0 IPTG
(uindusert) eller 250 uM IPTG for & indusere CRISPRi-systemet i biblioteket. En av
parallellene ble ogsé platet ut fra biblioteket predyrket med 250 uM IPTG over natt ved 37 °C
med risting. Skalene ble videre inkubert over natt ved 37°C. Antatt resistente kolonier fra
skalene ble plukket og dyrket over natt ved 37°C med risting i medium uten dalbavancin, og
deretter testet for gkt resistens ved bruk av mikrotiterassay (se avsnitt 3.7 for detaljer). For &
identifisere hvilket gen som var target i stammene med gkt MIC for dalbavancin, ble det isolert
plasmid og sgRNA ble sekvensert med primer MK25 (her ble koloniene re-strgket og
plasmidene sekvensert pa nytt grunnet darlige sekvenseringsresultater). Den spesifikke 20 bp-
sekvensen i SgRNAet ble brukt til 4 identifisere targetgen pa genomet til S. aureus NCTC8325-
4,

nulc'\ “1omic. uﬁ\ '_ﬁ* "ﬁ\ muc -IPTG
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Figur 3.6 Identifisering av gener involvert i toleranse mot dalbavancin. CRISPRi-deplesjonsbiblioteket ble dyrket med eller
uten induser (IPTG), og kolonier dyrkbare >MIC dalbavancin ble fulgt opp for & bekrefte endring i resistens. Mikrotiterassay
ble videre benyttet for & sammenligne kolonienes vekst +/- IPTG med en kontrollprgve. Koloniene som fremdeles viste gkt
resistens mot dalbavancin ble sekvensert for & kartlegge hvilket syRNA plasmidet inneholdt, og dermed hvilket gen som var
nedregulert. Se avsnitt 4.5 for resultater.
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3.12.5 Dalbavancintoleransescreen med CRISPRi-bibliotek ved mikrotiterassay

For a videre undersgke hvorvidt CRISPRiI-deplesjonsbiblioteket kunne benyttes til a
identifisere gener hos S. aureus som var involvert i bakteriens toleranse for dalbavancin, ble
det ogsa benyttet mikrotiterassay med dalbavancin for a forsgke a selektere celler med gkt
toleranse fra CRISPRi-deplesjonshiblioteket. Et flytskjema med fremgangsmaten som ble
benyttet vises i Figur 3.7. Her ble CRISPRi-deplesjonsbiblioteket og kontrollstammen for
CRISPRI-biblioteket AHF1010 (pLOW-dcas9 og pVL2336-sgRNA (nontarget)) dyrket over
natt i BHI-medium (tilsatt 5 pg/ml erytromycin og 10 pg/ml kloramfenikol), deretter re-
inokulert (1:1000) i BHI-medium (5 pg/ml erytromycin og 10 ug/ml kloramfenikol) med 250
uM IPTG for induksjon av CRISPRi-systemet, og dyrket til ODsoo = 0.2. Deretter ble det satt
opp et mikrotiterplateforsgk med to-folds fortynning av dalbavancin (0 pg/ml - 4 pg/ml), hvor
kulturene ble fortynnet 1:250. Platen ble sa inkubert ved 37°C i 36-48 timer. Kultur fra brennen
med CRISPRi-deplesjonsbiblioteket med hgyest MIC for dalbavancin (antatt resistente) ble
reinokulert i BHI (tilsatt 5 pg/ml erytromycin og 10 pug/ml kloramfenikol) med 250 uM IPTG
og dalbavancin tilsvarende MIC for kontrollstammen. Kulturen ble sa dyrket til ODgoo = 0.4.
Fra denne kulturen ble ulike fortynninger (10 til 107) platet ut pd TSB-agarplater (tilsatt 5
ug/ml erytromycin og 10 pg/ml kloramfenikol) for & fa enkeltkolonier, og deretter inkubert ved
37°C over natt. Videre ble tilfeldige kolonier plukket i BHI-medium (tilsatt 5 pg/ml
erytromycin og 10 pg/ml kloramfenikol) og dyrket over natt. For disse koloniene ble
mikrotiterassay med dalbavancin gjentatt for a verifisere at koloniene ga gkt resistens
sammenlignet med kontrollen. For & identifisere hvilket gen som var target i stammene med gkt
MIC for dalbavancin, ble det farst isolert plasmid, sgRNA ble amplifisert ved bruk av PCR med
primerne MK25 og MK26, og deretter sekvensert med primer MK25. Den spesifikke 20 bp-
sekvensen i sgRNAet ble brukt til 4 identifisere targetgen pa genomet til S. aureus NCTC8325-
4.
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Figur 3.7 Identifisering av gener involvert i toleranse mot dalbavancin ved bruk av mikrotiterassay. CRISPRI-
deplesjonshiblioteket og kontrollstammen ble farst dyrket med en to-foldsfortynning av dalbavancin i et mikrotiterassay. Kultur
fra brgnnen med CRISPRi-deplesjonshiblioteket med hgyest MIC for dalbavancin (antatt resistente) ble sa reinokulert i medium
tilsatt MIC for dalbavancin for kontroll, og fortynninger ble platet pa agarplater uten antibiotika. Etter plukking av kolonier ble
mikrotiterassay gjentatt for & verifisere gkt resistens for dalbavancin. Koloniene som fremdeles viste gkt dalbavancin-resistens
ble sekvensert for & bestemme hvilket sgRNA plasmidet inneholdt, og dermed hvilket gen som var nedregulert. Se avsnitt 4.6
for resultater. Samarbeid med Zhian Salehian.

3.13 Mikroskopi

o

I dette arbeidet ble fasekontrastmikroskopi benyttet til a studere cellemorfologi hos
knockdown-fenotype for SAOUHSC _02658-genet i S. aureus NCTC8325-4. Time-lapse-
mikroskopi ble benyttet til & studere cellemorfologi hos villtype S. aureus NCTC8325-4 dyrket

med og uten tilsatt dalbavancin.

3.13.1 Fasekontrast- og fluorescencemikroskopi

SAOUHSC_02658 CRISPRi-stammen ble dyrket med og uten 250 uM IPTG. Pafglgende dag
ble kulturene re-inokulert i friskt medium fremdeles med eller uten 250 uM IPTG, og dyrket
videre til ODsoo = 0.2 (eksponentiell fase) ved 37°C og med risting. Videre ble 1 ml fra hver av
cellekulturene tilsatt 0.25 ul DAPI (DNA-bindende fluorescerende forbindelse) og 0.25 ul Nile

Red (membranbindende fluorescerende forbindelse).

Objektglassene ble vasket med etanol og dH2O far og etter bruk. Det ble pafert et tynt lag
agarose (600 ul av PBS-lgsning med 1.2 % agarose) for a hindre at bakteriene flyttet pa seg
under mikroskopering. Agarosen ble presset ned ved hjelp av et objektglass, og dette lot stivne
i 30-60 sek for objektglasset ble fjernet. Til slutt ble cellene spottet til hver sin brenn (0.4 ul),
og dette lot tarke for det ble lagt pa dekkglass. Det ble deretter tatt bilder ved bruk av Zeiss
AxioObserver. Bildene ble tatt med et ORCA-Flash4.0 V2 Digital CMOS kamera (Hamamatsu
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Photonics) gjennom et 100x PC-objektiv. For fluorescensmikroskopi ble HPX 120 Illuminator
(Zeiss) benyttet som lyskilde (Stamsas et al., 2018). Programmet ImageJ (Fiji) ble benyttet for
a lage figurer av bildene.

3.13.2 Time-lapse-mikroskopering ved bruk av CellASIC® ONIX B04A-03 Microfluidic
Bacteria Plates

| tillegg til fasekontrastmikroskopi ble time-lapse-mikroskopering benyttet i dette arbeidet. Her
var hensikten & undersgke vekst og fenotype hos villtype S. aureus NCTC8325-4 med gkende
konsentrasjoner av dalbavancin. Det ble benyttet en CellASIC® ONIX B04A-03 Microfluidic
Bacteria Plate, en cellekulturplate som muliggjorde et kontrollert og dynamisk vekstmiljg for
cellene. Cellekulturplaten bestod av 4 uavhengige enheter (A-D), hver med 5 innlgpsbranner
for tilfgrsel av medium (1-5), et celleuttak (6), en stor utlgpsbrenn (7) og et celleinntak (8)
(Merck, 2013). Oppbyggingen av cellekulturplaten er vist i Figur 3.8.

Innlgpsbrgnner Celleuttak Utlgp Celleinntak

Figur 3.8 CellASIC® ONIX B04A-03 Microfluidic Bacteria Plate. Platen bestar av 4 uavhengige enheter (A-D), hver med 5
innlgpsbranner (1-5), et celleuttak (6), en stor utlgpsbrann (7) og et celleinntak (8). Figur hentet fra (Merck, 2013).

Hver rad med brgnner (A — D) tilhgrte samme celleinntakskammer, og kammeret var 2.0 x 1.2
mm stort med hgyder pad 0.7, 0.9, 1.1, 1.3, 2.3 and 4.5 um for & fange cellene ved tilsetning
(Figur 3.9) (Merck, 2013). Ved a tilfare vekstmedium fra innlgpsbregnnene til cellene i
kammeret ble det skapt et tilpasset vekstmiljg i cellekulturplaten.

Innlgpsbrgnner
1

—3 Til utlgp 7

2
3 4.5 ym
4 0.7 pm
5 T1En | 6-lags felle
1.3 uym
" EECEPEETTErPP s > 3 1im :
Celle- =k <«— Celleinntak 8
uttak 6

Figur 3.9 Oversikt over celleinntakskammeret pa cellekulturplaten. Her ble cellene fanget i en 6-lags felle ved tilsetning. Figur
fra (Merck, 2013).
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For klargjgring av platen og pafering av cellene ble felgende protokoll utfgrt: PBS i
innlgpsbrgnnene (1-5) og celleinntaksbragnnene (8) ble farst erstattet med BHI-medium (150
pl). 1 tillegg ble innlgpsbrenn B (2-4) tilsatt 0.4 pg/ml dalbavancin (1 MIC), innlgpsbrenn C
ble tilsatt 4 pg/ml dalbavancin (10 MIC) og innlepsbrenn D ble tilsatt 40 pg/ml dalbavancin
(100 MIC). I neste trinn ble PBS-lgsningen fjernet fra celleuttaks - og utlgpsbrgnnene (6 og 7).
Cellekulturplaten ble sa forseglet i henhold til CellASIC® ONIX Microfluidic Platform
brukermanual (Merck, 2013). For pafaring av cellene ble det farst laget en cellekultur pa 1-20
x 108 celler/ml. Lasningen ble s fjernet fra celleinntaksbrgnn 8 og det ble overfart cellekultur
til brgnnen (50 pl). BHI (50 pl) ble sa overfart til celleuttaksbrann 6. Her var det viktig & dekke
hele bunnen med vaske. Cellekulturplaten ble igjen forseglet i henhold til CellASIC® ONIX
Microfluidic Platform brukermanual (Merck, 2013). CellASIC® ONIX FG Software ble videre
benyttet til & kontrollere eksperimentet etter anvisninger i brukermanualen for «Bacterial plate
B04A». Det ble brukt 2 psi i 15 sek for & pumpe cellene inn i plata, etterfulgt av 4 psi i 15 sek
fra brenn 6 og 8 for & fange cellene. Gjennomstrgmningen av brgnn 6 ble sa satt til 1 psi i 30
sek for a rense celleinntakskanalen. Celletettheten ble videre observert i mikroskopet for a pase
at pafgringen var tilstrekkelig. Celler som ikke hadde blitt fanget opp i lgpet av
gjennomstrgmningen ble fjernet ved & skylle en eller flere ganger med lgsning fra
innlgpsbrannene i 5 min ved 5 psi. Eksperimentet ble deretter satt opp med gjennomstrgmning
for brgnn 1-5 satt til 2 psi. Cellene ble dyrket i BHI-medium med ulike
antibiotikakonsentrasjoner i 5 timer, etterfulgt av ytterligere 3 timers dyrkning i antibiotikafritt

BHI-medium.
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4 Resultater

4.1 ldentifisering av gener involvert i toleranse mot rifampicin i S. aureus ved seleksjon

pa agarskaler

Rifampicin er et antibiotikum som brukes i kombinasjonsterapier for a bekjempe S. aureus-
infeksjoner. Rifampicin er mye studert og det er godt kjent hvilke gener som er involvert som
target reseptor og som pavirker toleranse (avsnitt 1.2.3). For & undersgke om CRISPRI-
deplesjonshiblioteket kunne benyttes til & identifisere gener involvert i toleranse for antibiotika
hos S. aureus, ble derfor rifampicin valgt i farste omgang som et eksempel. Ettersom CRISPRi-
deplesjonshiblioteket ble benyttet, ble det her rettet fokus pa a forsgke a identifisere gener hvor

nedregulering ga gkt resistens.

4.1.1 Bestemmelse av MIC for rifampicin for S. aureus

| forste omgang ble det benyttet mikrotiterassay for & bestemme MIC for rifampicin for en
kontrollstamme av S. aureus (sgRNA-kontroll). Kontrollstammen som ble brukt (AHF1010)
beerer plasmidene pLOW-dcas9 og pVL2336-sgRNA (nontarget), hvor sistnevnte inneholder
en sgRNA-sekvens som ikke har noe target i S. aureus-genomet. MIC ble funnet & veere 0.008

pg/ml rifampicin.

For videre a bestemme egnet konsentrasjon til seleksjon av rifampicin-resistente mutanter pa
agarskal, ble det ogsa laget TSB-agarplater med 5 pg/ml erytromycin, 10 ug/ml kloramfenikol
(seleksjonsmarkarer i CRISPRI plasmidene) inneholdende 0 MIC, 0.5 MIC, 1.0 MIC, 1.5 MIC
0g 2.0 MIC av rifampicin. Pa disse agarskalene ble 1/1000-fortynning av sgRNA-kontroll platet
ut og dyrket overnatt ved 37°C. Etter et degns inkubering hadde skilene med 0 MIC, 0.5 MIC
og 1.0 MIC rifampicin vekst. Det ble ikke observert vekst ved 1.5 MIC, mens det ved 2.0 MIC
rifampicin hadde vokst frem én koloni. 1.5 MIC (= 0.012 pg/ml) og 2.0 MIC (= 0.016 pg/ml)

rifampicin ble derfor benyttet for seleksjon videre av rifampicinresistente S. aureus-stammer.

4.1.2 Seleksjon og verifisering av rifampicinresistente kolonier

Som vist skjematisk i Fig. 3.4 ble indusert (10 uM eller 250 uM IPTG) og ikke-indusert
CRISPRIi-bibliotek platet ut pa skaler med 1.5 MIC eller 2.0 MIC rifampicin. Antall kolonier
pa skalene etter 24 timers inkubering er vist i Tabell 4.1.

51



Resultater

Tabell 4.1. Oversikt over antall kolonier pa agarplatene etter et degns inkubering med 1.5 og 2.0 MIC av rifampicin tilsatt
indusert (10 uM eller 250 uM IPTG) eller uindusert CRISPRi-bibliotek.

Antall kolonier

Ml
s 0 uM IPTG 10 pM IPTG 250 pM IPTG
15 >100 >100 >100
2.0 3 2 02

a Agarplaten tilsatt 1.5 MIC av rifampicin og 250 uM IPTG ble inkubert i ytterligere ett dagn, hvilket farte til vekst av bade
gule og hvite kolonier etter 48 t.

For a verifisere at koloniene hadde gkt resistens for rifampicin ble koloniene plukket og dyrket
over natt ved 37°C og risting i medium uten rifampicin, og deretter ble enkeltkoloniene testet
for gkt resistens. MIC ble bestemt for samme stamme med og uten induksjon med IPTG, og gkt
resistens som fglge av gennedregulering bgr da vise seg som gkning i MIC etter induksjon.
Resultatene vises i Tabell 4.2 for kolonier plukket fra 1.5 MIC og 2.0 MIC av rifampicin.

Tabell 4.2. Resultater fra MIC-assay av kolonier fra skaler med 1.5 og 2.0 MIC av rifampicin, dyrket over natt i BHI-medium,
etterfulgt av dyrking over natt i mikrotiterplate med rifampicin (0 pg/ml — 0.5 pg/ml rifampicin) +/- 250 uM IPTG.

Koloni Opphav (fra skal) MIC (pg/ml)

+250 pM IPTG - IPTG
R1 1.5 MIC rifampicin, -IPTG 0.004-0.008 0.002-0.004
R2 1.5 MIC rifampicin, -IPTG >0.5 >0.5
R3 1.5 MIC rifampicin, -IPTG 0.002 0.002
R4 1.5 MIC rifampicin, 10 uM IPTG 0.03-0.06 0.03-0.06
R5 2.0 MIC rifampicin, -IPTG 0.06 0.06
R6 2.0 MIC rifampicin, -IPTG >0.5 >0.5
R7 2.0 MIC rifampicin, -IPTG >0.5 >0.5
R8 2.0 MIC rifampicin, 10 uM IPTG 0.002 0.002
R9 2.0 MIC rifampicin, 10 uM IPTG 0.03-0.06 0.03-0.06
R10 2.0 MIC rifampicin, 250 uM IPTG 0.002 0.002-0.004
R11 2.0 MIC rifampicin, 250 uM IPTG 0.002 0.002

For kolonier plukket fra skal med 1.5 MIC av rifampicin viser Tabell 4.2 at det ikke var noen
forskjell i MIC med og uten IPTG-induksjon for noen av koloniene, bortsett fra koloni R1 som
viser en 2-folds gkning. Koloni R2, R6 og R7 ble ikke hemmet av rifampicin ved de hgyeste

konsentrasjonene som ble testet.

Sammenligner man resultatene fra Tabell 4.2 med MIC for rifampicin for kontrollstammen
(0.008 pg/ml), ser man ogsa at koloni R2, R4, R5, R6, R7 og R9 viser hgyere MIC enn
kontrollen bade med og uten induksjon med IPTG. Dette kan tyde pa at det er andre faktorer

enn CRISPRIi-systemet som er ansvarlig for resistensen.
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4.1.3 ldentifisering og sekvensering av sgRNA-targetgen og rpoB for stammer med gkt

resistens mot rifampicin

For a identifisere hvilket gen som var target for CRISPRi-systemet i stammene med gkt MIC
for rifampicin, ble det isolert plasmid og SgRNA ble sekvensert. Siden noen av koloniene ga
stor gkning i resistens bade med og uten induksjon, ble det ogsa mistenkt at dette, i stedet for
CRISPRi-nedreguleringen, kunne skyldes mutasjoner i rpoB-genet som er kjent a veere
ansvarlig for rifampicin-resistens. rpoB-genet pa ca. 3 kb ble derfor sekvensert. Resultatene fra
sekvenseringen av rpoB og sgRNA er vist i Tabell 4.3.

Tabell 4.3. Sekvenseringsresultat av sgRNA og rpoB, samt relative MIC-verdier for disse stammene.

rpoB
Koloni sgRNA (Nukleotidsubstitusjon. MIC fold endring?
Aminosyresubstitusjon)

SAOUHSC _02461. MerR familie transkripsjonell

R2 C1441T. H481Y >63
regulator

R4 SAOUHSC_02435. Hypotetisk protein, sfnaA T1397C. L466S 6

R5 SAOUHSC 01141. Putativ cysteine ligase BshC Ingen mutasjoner 7.5

R6 SAOUHSC_00351. Hypotetisk protein Ingen mutasjoner >63

R7 SAOUHSC _01044. Hypotetisk protein C1441G. H481D >63

R9 SAOUHSC _02798. Hypotetisk protein, sasG C1413A. D471E 6

2 Bestemt som MIC(mutant)/MIC(kontroll). Rifampicin MIC for kontrollstammen S. aureus NCTC8325-4 var 0.008 pg/ml.

Man kan se av Tabell 4.3 at flesteparten av koloniene hadde mutasjon i rpoB-genet, og

resistensen skyldes i disse tilfellene derfor trolig dette i stedet for CRISPRi-nedreguleringen.

Koloniene som ikke hadde mutasjon i rpoB (koloni R5 og R6) hadde en MIC-gkning for
rifampicin pa hhv. 7.5-fold og >63-fold sammenlignet med kontrollen (Tabell 4.3). For disse
stammene var det ingen forskjell med og uten induksjon av CRISPRi-systemet, og det er trolig
at den store gkningen i MIC skyldes mutasjoner i kromosomet som ikke ble sekvensert.
Ettersom kromosomale mutasjoner som gir rifampicinresistens (eksempelvis i rpoB) viste seg
a raskt oppsta ved framgangsmaten benyttet her, er det vanskelig & bruke CRISPRi-systemet
for & identifisere gener involvert i toleranse for dette antibiotikumet. Det ble derfor valgt a ikke
studere rifampicin videre i disse forsgkene, og heller studere et antibiotikum hvor ikke

spontanresistente mutasjoner oppstar pa denne maten.

4.2 S. aureus er sensitiv for dalbavancin

Dalbavancin er et antibiotikum som benyttes i behandlingen av S. aureus-infeksjoner ved a
hindre celleveggsyntesen hos Gram-positive bakterier (Chaudhry, 2015, McCurdy et al., 2015).
Dalbavancin er et lipoglykopeptid som dermed har egenskaper felles med glykopeptider som

vancomycin og andre lipo(glyko)peptider som teicoplanin og daptomycin. Sammenlignet med
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disse antibiotikaene er derimot ikke dalbavancin like godt studert, og ble derfor valgt i det

videre arbeidet.

4.2.1 Bestemmelse av MIC for dalbavancin for S. aureus

| farste omgang ble det benyttet mikrotiterassay for & bestemme MIC for dalbavancin for S.
aureus kontrollstammen AHF1010 (pLOW-dcas9 og pVL2336-sgRNA(nontarget)). MIC for

S. aureus kontrollstammen ble bestemt & vaere 0.06 pg/ml dalbavancin.

4.2.2 Time-lapse-mikroskopering av S. aureus NCTC8325-4 tilsatt dalbavancin

Ettersom dalbavancin er relativt lite studert, ble det farst undersgkt hvordan vekst og fenotype
hos S. aureus NCTCB8325-4 pavirkes av gkende konsentrasjoner av dalbavancin pa
enkeltcelleniva ved hjelp av microfluidics time-lapse-mikroskopi. En GFP-positiv variant av S.
aureus NCTC8325-4 (labsamling) ble benyttet i dette forsgket, hvor bakterien ble dyrket i BHI-
medium med ulike antibiotikakonsentrasjoner (0 MIC, 1 MIC, 10 MIC og 100 MIC av
dalbavancin) i 5 timer, etterfulgt av ytterligere 3 timers dyrkning i antibiotikafritt BHI-medium.
Denne siste inkuberingen ble gjort for & observere hvorvidt hgye konsentrasjoner av
dalbavancin hadde tatt livet av S. aureus-cellene eller om de ville vokse igjen nar dalbavancin
ble fjernet fra mediet. Det ble benyttet en MIC for dalbavancin pa 0.4 ug/ml grunnet variasjoner
i MIC-verdier for S. aureus kontrollstammen. Arsakene til de ulike MIC-verdiene er diskutert

i avsnitt 5.2. Resultatet av time-lapse-mikroskoperingen er vist i Figur 4.1.

Antibiotikafritt medium
15 min 135 min 270 min 7 timer 8 timer
Antibiotikafritt
medium
0.4 pg/ml
dalbavancin
4 pg/ml
dalbavancin
40 pg/ml
dalbavancin

Figur 4.1 Time-lapse-mikroskopi av S. aureus NCTC8325-4 med og uten dalbavancin. S. aureus tilsatt dalbavancin (0 — 40
pg/ml) etter 15 min, 135 min, 270 min, 7 timer og 8 timers inkubering (siste 3 timer i antibiotikafritt medium). Cellene ble
dyrket i BHI-medium og farget grenne med GreenDye fluorescens. *90 min inkubering, **210 min inkubering.
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Figur 4.1 viser, som ventet, at det var raskest og mest vekst hos cellene uten tilsatt antibiotika.
For cellene tilsatt 0.4 ng/ml dalbavancin (1 MIC) kunne man observere en marginalt redusert
vekst sammenlignet med kontrollen uten tilsatt antibiotika. Cellene hadde fremdeles vekst etter
bytte til antibiotikafritt medium. For cellene tilsatt 4 ug/ml dalbavancin (10 MIC) kunne man
observere redusert vekst i forhold til 0 MIC og 1 MIC dalbavancin. Etter bytte til antibiotikafritt
medium ble det fremdeles observert vekst hos cellene. For cellene tilsatt 40 pg/ml dalbavancin

(100 MIC) ble det ikke observert vekst hverken far eller etter bytte til antibiotikafritt medium.

Videre viser Figur 4.2 et utsnitt av bakteriecellene etter 270 min inkubering med dalbavancin.

Konsentrasjon dalbavancin (ng/ml)

0 0.4 4 40

Figur 4.2 Et utsnitt av bakteriecellene etter 270 min inkubering med dalbavancin. Unormale celler er merket med rgd pil.

Figur 4.2 viser at det bade ved 4 pg/ml og 40 ug/ml dalbavancin ble observert variasjon i
cellestarrelse. I tillegg hadde noen av cellene dyrket med 40 pug/ml lysert eller antatt en unormal
celleform, og enkelte av disse er merket med rgd pil. Arsakene til at relativt hgye

dalbavancinkonsentrasjoner var ngdvendig for a hemme veksten er diskutert i avsnitt 5.2.

4.3 Involvering av ulike to-komponentsystemer i toleranse mot dalbavancin

Flere to-komponentsystemer er kjent for & pavirke toleransen for glykopeptider i S. aureus.
Dette gjelder graXRS, walRK og vraUTSR (se avsnitt 1.3.4.2 og 1.3.4.3). Det ble derfor antatt
at disse kunne pavirke sensitiviteten mot dalbavancin. For & undersgke to-
komponentsystemenes rolle innen toleranse mot dalbavancin samt studere hvorvidt CRISPRI-
systemet kan fungere for a studere gener involvert i dalbavancintoleranse (fer hele CRISPRI-
biblioteket ble benyttet), ble det tillaget CRISPRi-stammer for de 16 ulike to-
komponentsystemene som finnes hos S. aureus. MIC av dalbavancin ble bestemt med og uten
induksjon med IPTG for & avgjgre hvorvidt deplesjon av de ulike to-komponentsystemene
endret sensitiviteten for dalbavancin. Eksempler pa vekstkurver fra mikrotiterassayet er vist i
Figur 4.3.
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Kontroll graXRS ‘/’ vraUTSR
& ;
®1 2 3 4 @S 6 07 oK

Figur 4.3 Vekstkurver ved deplesjon av to-komponentsystemene graXRS og vraUTSR i S. aureus NCTC8325-4 tilsatt 250 uM
IPTG. Konsentrasjonen av dalbavancin er to-folds fortynnet fra brgnn 1-7. Brgnn K er kontroll uten tilsatt antibiotika.

Tabell 4.4 gir en oversikt over den relative MIC for dalbavancin for de ulike to-
komponentsystemene (samt tilhgrende kontroller) +/- 250 uM IPTG.

Tabell 4.4 Relativ endring i MIC for dalbavancin ved deplesjon av ulike to-komponentsystemer i S. aureus NCTC8325-4 +/-
250 uM IPTG.

To-komponentsystem MIC-fold endring?
Kontroll 1
walRK 0.5
nsaR 1
nreBC 1
agrA 0.66
airsS 1
saeQRS 1
hssRS 0.75
kdpD 0.75
IytSR 1
arlR 1
htpASR 1
graxRS 0.75
vraUTSR 1
MW1206-9 1
phoP 1
SITA 1

2 MIC fold endring ble definert som MIC(indusert)/MIC(uindusert). Relativ MIC > 1 vil derfor bety gkning i resistens som
fglge av CRISPRIi-induksjon, mens relativ MIC < 1 betyr at stammen ble mer resistent etter induksjon med IPTG.

Deplesjon av to-komponentsystemene graXRS og walRK ga en gkning i sensitivitet
sammenlignet med uindusert prave. | tillegg ble det ogsa observert noe gkt sensitivitet mot
dalbavancin ved nedregulering av hssRS, kdpD og agrA. De resterende to-komponentsystemene
viste ikke tegn til forandring i toleranse for dalbavancin, inkludert vraUTSR. Disse forsgkene
indikerer at CRISPRi-systemet kan brukes for a studere og identifisere gener involvert i
dalbavancintoleranse, selv om CRISPRi-induksjon ga beskjeden gkning i sensitivitet. | tillegg
ser man at det ogsa er mulighet for falske negative resultater, ettersom det i utgangspunktet var
ventet a finne forskjeller for vraUTSR.
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4.4 Genomskala-forsgk for & identifisere gener som er involvert i toleranse mot

dalbavancin i S. aureus

4.4.1 CRISPRIi-sek for bestemmelse av over, - og underrepresenterte gener i CRISPRI-

biblioteket etter dalbavancinbehandling

Med det samlede S. aureus CRISPRi-biblioteket (avsnitt 3.12.1) kan knockdown av alle genene
i S. aureus studeres i samme forsgk. For & fa en oversikt over hvilke gener som pavirker hvordan
S. aureus overlever i tilstedevarelse av dalbavancin (fitness), og identifisere gener som ved
deplesjon pavirket sensitiviteten for dalbavancin, ble sekvensering av CRISPRi-biblioteket
benyttet (CRISPRi-sek). Som beskrevet i avsnitt 3.12.3 ble det induserte CRISPRI-
deplesjonsbiblioteket dyrket med og uten subletale konsentrasjoner av dalbavancin for a
bestemme hvordan eksponering for dalbavancin pavirket forekomsten av sgRNA-konstruktene

i populasjonen. Fremgangsmaten er skjematisk fremstilt i Figur 3.5.

Etter sekvensering av CRISPRi-bibliotekene ble log(2)-fold change (kontroll/dalbavancin)
(forkortet log2FC) for hvert sgRNA bestemt. Hvert sgRNA tilsvarer et gen/operon. En negativ
log2FC tydet pa at deplesjon av sgRNA-targetgenet gjorde cellen mer motstandsdyktig mot
dalbavancin, og omvendt ville det observeres en positiv log2FC dersom deplesjon av sgRNA-
targetgenet gjorde cellen mindre motstandsdyktig mot dalbavancin. Figur 4.4 viser et

vulkanplott over log2FC for alle genene i S. aureus plottet mot p-verdien (log10(Padjusted)).
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SAOUHSC_00890
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Figur 4.4 Vulkanplott av CRISPRIi-sek resultatene. Hver SgRNA representeres av en prikk. Log2FC (kontroll/dalbavancin) er
plottet mot sannsynlighet. Gener med log2FC>2 eller <-2 og Padjusted < 0.05 er markert i turkis, og disse ble regnet som
signifikant forskjellige. Figuren ble laget av Xue Liu, Universitetet i Lausanne.

Tabell 4.5 viser en oversikt over de 15 genene med hgyest log2FC, det vil si de genene som var
mest underrepresentert etter dalbavancinbehandling (hvor deplesjon av sgRNA-targetgen ga

darligere vekst med dalbavancin).
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Tabell 4.5 De 15 gener med hgyest log2FC (kontroll/dalbavancin)>2 fra CRISPRi-sek.

log2FC
(kontroll/dalb- MIC fold
Lokus tag Gennavn Antatt funksjon avancin) endring?
SAOUHSC_00867 - hypotetisk protein 4.3 1
SAOUHSC_00890  kapB kinase-assosiert protein B 35 0.5
SAOUHSC_ 00052  csalA stap_h_ylococc_us tandem lipoproteiner 29 1
familie protein
SAOUHSC_01827  ezrA regulator av septumringdannelse 2.7 0.5
SAOUHSC 02383 - EVE domene-inneholdende protein 2.6 0.75
SAOUHSC 01389  pstS putative fosfat ABC-transporter 2.5 1
SAOUHSC 00348  rpsF 30S ribosomalt protein S6 2.3 1.25
SAOUHSC_00667  vraF ABC?transporter ATP-bindende 93 0.75
protein
SAOUHSC_00892 - RNAbindende  SL - domene- 23 Iike testet
inneholdende protein
SAOUHSC_00743  nrdF ribonukleotid-difosfat reduktase 23 05
delenhet beta
SAOUHSC 02810 - MerR familie transkripsjonsregulator 2.2 1
SAOUHSC 00472  prs ribose-fosfat pyrofosfokinase 21 0.75
SAOUHSC 00678 - putativ DUF402-inneholdende protein 2.1 Ikke testet
SAOUHSC 00646  phbp4 penicillin-bindende protein 4 21 0.75
SAOUHSC_02447 - hypotetisk protein 2.0 0.75

2 MIC fold endring ble definert som MIC(indusert)/MIC(uindusert). Relativ MIC > 1 vil derfor bety gkning i resistens som
folge av CRISPRi-induksjon, mens relativ MIC < 1 betyr at stammen ble mer resistent etter induksjon med IPTG.

Videre viser Tabell 4.6 en oversikt over de 3 genene med lavest log2FC etter
dalbavancinbehandlingen (hvor deplesjon av sgRNA-targetgen ga bedre vekst med

dalbavancin).

Tabell 4.6 De 3 genene med lavest log2FC(kontroll/dalbavancin)<-2 fra CRISPRi-sek.

SAOUHSC 01501 ebpS elastin-bindende protein 2.1
SAOUHSC_00659 - hypotetisk protein 2.1
SAOUHSC_02860 mvas HMG-CoA syntase 2.1

@ MIC fold endring ble definert som MIC(indusert)/MIC(uindusert). Relativ MIC > 1 vil derfor bety gkning i resistens som
fglge av CRISPRIi-induksjon, mens relativ MIC < 1 betyr at stammen ble mer resistent etter induksjon med IPTG.

4.4.2 Verifisering av gener involvert i dalbavancintoleranse
For a4 forsgke a verifisere resultatene i Tabell 4.5 over, ble det laget CRISPRI-
deplesjonsstammer for 13 av de 15 mest underrepresenterte genene etter

dalbavancinbehandling. Det ble benyttet mikrotiterassay for a bestemme MIC for dalbavancin

for de ulike konstruktene. Resultatet er vist som MIC fold endring i Tabell 4.5.
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Dersom CRISPRIi-sek resultatene skulle bekreftes, ville det forventes en redusert MIC etter
CRISPRI-induksjon (MIC fold change < 1). Tabell 4.5 (hgyre kolonne) viser at stgrst gkning i
sensitivitet ble observert ved deplesjon av kapB, ezrA og nrdF, som ga en halvering av MIC-
verdien. En mindre reduksjon i MIC ble ogsa observert for vraF, pbp4, prs, SAOUHSC 02383
0g SAOUHSC _02447. For de resterende fem stammene kunne vi ikke verifisere at deplesjon
endret toleransen for dalbavancin. Genene med negativ fold endring i CRISPRi-sek ble ikke
studert videre i denne omgang.

4.4.3 kapB koder for et lipopeptid som pavirker dalbavancinsensitiviteten

Som diskutert senere (avsnitt 5.4) er flere av genene over allerede kjent for & vaere involvert i
toleranse for glykopeptider og lipoglykopeptider. Dette gjelder ezrA, vraF, pbp4 og
SAOUHSC_00678. Det er derfor ikke overraskende at disse kommer pa listen over gener med
hayest log2FC, og dette tyder pa at CRISPRi-sek fungerte for & identifisere gener involvert i
toleranse for dalbavancin. Pa grunn av dette er ogsa genene som kapB og nrdF interessante nye
dalbavancintoleransegener. nrdF er en ribonukleotid-difosfat reduktase trolig involvert i
syntese av pyrimidiner. kapB (for kinase assosiert protein B) er et gen som ikke er studert i S.
aureus tidligere, men basert pa homologi med Bacillus subtilis kapB koder det for et lipoprotein
involvert i endosporedannelse (Dartois et al., 1997). Vi var interessert i a verifisere dette genet
videre. kapB ble derfor deletert fra genomet til S. aureus NCTC8325-4 ved bruk av en
temperatursensitiv pMAD delesjonsvektor. | den endelige stammen er kapB-genet erstattet med
en spektinomycin-resistenskassett (AkapB::spc). Vi testet ogsd denne stammen for
dalbavancinsensitivitet, og oppdaget at delesjon av kapB gjorde cellen en to-fold mer sensitiv
for dalbavancin sammenlignet med villtype-kontrollstammen. Dette bekrefter at vi har
identifisert et hittil ukjent gen som er involvert i toleranse for lipoglykopeptidet dalbavancin.

Forsgket ble gjort i samarbeid med Maria Heggenhougen.

4.5 Seleksjon av dalbavancinresistente stammer pa agarskal

CRISPRIi-sek ble vist & fungere for & identifisere gener involvert i dalbavancintoleranse. Vi
gnsket ogsa a finne ut om en mer direke seleksjonsmetode kunne fungere for a identifisere
dalbavancinresistente mutanter fra CRISPRi-biblioteket, pd samme mate som forsgkt for
rifampicin tidligere (avsnitt 4.1). Som beskrevet i avsnitt 3.12.4 ble derfor CRISPRI-
deplesjonshiblioteket dyrket over natt (med og uten IPTG) og sadd ut pa skaler med ulike

konsentrasjoner av dalbavancin og IPTG for induksjon. Forsgksoppsettet for seleksjon av
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dalbavancinresistente stammer illustreres i Figur 3.6, og her finnes ogsa oversikt over

agarskalene som ble benyttet.

Etter inkubering var det overraskende nok sveert god vekst (>300 kolonier) pa alle skalene med
0-5 MIC av dalbavancin, som tydet pa at det ikke var noe seleksjon for dalbavancinresistens i
disse skélene. Arsakene til disse konsentrasjonsforskjellene er diskutert under. Oversikt over

antall kolonier pa skalene med 10 MIC dalbavancin er vist i Tabell 4.7.

Tabell 4.7 Oversikt over antall kolonier pa agarplatene etter et degns inkubering med 10 MIC av dalbavancin tilsatt indusert
(250 uM IPTG), ikke-indusert eller predyrket (250 uM IPTG) CRISPRIi-bibliotek.

Opphav (fra skal) Antall kolonier
10 MIC dalbavancin - IPTG 4

10 MIC dalbavancin + 250 uM IPTG 7

10 MIC dalbavancin + 250 uM IPTG predyrket >300

For a verifisere at koloniene hadde gkt resistens for dalbavancin samt finne ut hvilket sSgRNA
de inneholder, ble koloniene plukket og dyrket over natt ved 37°C og risting i medium uten
dalbavancin. Deretter ble enkeltkoloniene testet for gkt resistens og plasmider ble isolert for
sekvensering av SgRNA. Av de ti koloniene som ble plukket, hadde 5 den forventede hgyere

toleranse for dalbavancin enn kontrollen (data ikke vist).

Det problematiske oppstod imidlertid da plasmidene ble sekvensert for & bestemme hvilke
sgRNA koloniene inneholdt. Sekvenseringsresultatene var ikke vellykket eller ga doble
sekvenser i kromatogrammet for de fleste av koloniene. Dette kunne tyde pa at koloniene som
ble plukket ikke var enkeltkolonier. Koloniene som ga gkt resistens (D1, D3, D6, D7 og D10)
ble derfor renstrgket. Deretter ble det plukket 2 kolonier fra hver renstryking, disse ble dyrket
over natt og sensitiviteten for dalbavancin ble igjen testet ved bruk av mikrotiterassay og
sgRNA-plasmidet ble sekvensert igjen. Resultatet fra mikrotiterassay og sekvensering er vist i
Tabell 4.8.
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Tabell 4.8 MIC for dalbavancin far og etter renstryking av kolonier plukket fra skaler med 10 MIC dalbavancin, hvor MIC ble
bestemt ved bruk av mikrotiterassay. MIC far renstryking ble gjentatt 2 ganger og MIC etter renstryking ble gjentatt 3 ganger.
Sekvenseringsresultatene av koloniene er etter renstryking.

Koloni Sekvenseringsresultat MIC fold
endring 2
Etter renstryk
Kontroll 1
D11 SAOUHSC_02914. Hypotetisk protein 1
D1.2 Darlig sekvenseringsresultat 1
D3.1 Darlig sekvenseringsresultat 1
D3.2 SAOUHSC_02409. Arginase, rocF 0.75
D6.1 SAOUHSC_02658 0.5
D6.2 SAOUHSC_02658 0.5
D7.1 SAQUHSC _01372. Tryptofan syntase subenhet alfa, trpA 0.75
D7.2 Darlig sekvenseringsresultat 1
D10.1 SAOUHSC_00220. 2-C-metyl-D-erythritol 4-fosfat cytidyltransferase, tarl’ 1
D10.2 SAOUHSC_00220. 2-C-metyl-D-erythritol 4-fosfat cytidyltransferase, tarl’ 1

2 MIC fold endring er definert som MIC(genX)/MIC(kontroll). Bade gen-spesifikk og kontrollstamme ble indusert med 250
UM IPTG.

Tabell 4.8 viser at sekvenseringen fremdeles ikke var vellykket for alle koloniene (eg. D1.2 og
D1.3), men for minst én representant fra hver koloni. Overraskende, hadde de fleste koloniene

omtrentlig samme MIC for dalbavancin som kontrollen.

Ingen av koloniene ved renstryking viste gkt resistens mot dalbavancin sammenlignet med
kontrollen. Identifisering av gener som ga stabilt, gkt toleranse for dalbavancin ved CRISPRI-
knockdown var altsa ingen suksess med denne fremgangsmaten. | stedet tyder det pa at det ikke
har skjedd noen seleksjon for stammer med gkt toleranse i forsgket, og det ble overraskende
nok identifisert et gen, SAOUHSC_02658, som ga halvert MIC ved nedregulering.

4.5.1 SAOUHSC_02658 pavirker sensitivitet mot dalbavancin i to av tre ulike S. aureus-

stammer

Som vist i Tabell 4.8, ble det altsa identifisert et gen som ga gkt sensitivitet for dalbavancin ved
deplesjon (koloni D6.1 og D6.2). Dette var motsatt av hva som i utgangspunktet var forventet
av screeningen. SAOUHSC_02658-genet koder for et hypotetisk protein, muligens for et
transporter-protein (ATP-bindende kassett-transporter, ABC-transporter) (AureoWiki). Det ble
bestemt a falge opp genet ytterligere for & undersgke hvorvidt deplesjonen ga gkt sensitivitet

0gsa i andre stammer.

For videre oppfelging av SAOUHSC_02658 ble CRISPRi-stammer laget i tre ulike S. aureus-
stammer: NCTC8325-4, Newman og COL MRSA. Malet var & undersgke hvorvidt man ved
deplesjon av genet ogsa i andre stammer enn NCTC8325-4 ville se gkt sensitivitet for

dalbavancin. Resultatet er vist i Tabell 4.9. Her vises ogsa resultater fra tilsvarende kontroller.
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Tabell 4.9 MIC for dalbavancin i stammene NCTC8325-4, Newman og COL MRSA med nedregulert SAOUHSC_02658.

Stamme MIC fold endring?
NCTC8325-4 (sgRNA(2658)) 0.75
Newman (sgRNA(2658)) 0.5

COL MRSA (sgRNA(2658)) 1

2 MIC fold endring er definert som MIC(genX)/MIC(kontroll). Bade gen-spesifikk og kontrollstamme ble indusert med 250
UM IPTG.

Tabell 4.9 viser at NCTC8325-4 og Newman med depletert SAOUHSC_02658 var noe mer

sensitiv for dalbavancin enn tilhgrende kontroller. For MRSA-stammen COL var det derimot

ingen tydelige forskjeller mellom deplesjon-stammen og kontrollen.

Det ble ogsa undersgkt hvorvidt nedregulering av SAOUHSC_ 02658 ga gkt sensitivitet for
vancomycin, et glykopeptid som ligner dalbavancin, men her ble det ikke funnet noen

forskjeller mellom stammene.

4.5.2 SAOUHSC_02658 er viktig for korrekt celledeling i S. aureus

Nedregulering av SAOUHSC 02658 sa ut til & gi marginalt gkt sensitivitet for dalbavancin i S.
aureus, men ingen forskjeller i sensitivitet for vancomycin. Ettersom SAOUHSC 02658 ikke
har veert studert tidligere, valgte vi & folge opp denne noe videre og studere fenotypen for
nedregulering av SAOUHSC_02658-genet ved mikroskopi. CRISPRi-knockdownstammen ble
dyrket med og uten IPTG til ODgoo ~ 0.2. Cellene ble farget med DAPI og Nile Red, for &
visualisere henholdsvis DNA og membranen ved fluorescensmikroskopi. Resultatene fra

mikroskoperingen er vist i Figur 4.5.

(A) - IPTG + DAPI

(B) - IPTG + Nile Red

(C) +IPTG + DAPI

(D) + IPTG + Nile Red

Figur 4.5 Representative mikrografer av S. aureus NCTC8325-4 med eller uten nedregulering av det ukjente genet
SAOUHSC_02658. Sammensatt fasekontrast og fluorescensbilder er vist. Stammen ble dyrket overnatt i BHI-medium (5 pg/ml
erytromycin, 10 pg/ml kloramfenikol) +/- 250 uM IPTG. Videre ble kulturen re-inokulert og dyrket til ODesoo ~0.2 fgr 1 ml
cellekultur ble farget med DAPI (0.25 ul) og Nile Red (0.25 pl) for & visualisere henholdsvis DNA og membranen ved
fluorescensmikroskopi. Fasekontrast (PC)-mikroskopi ble benyttet. (A) Ikke-indusert stamme, hvor DNA er visualisert med
DAPI. (B) Ikke-indusert stamme, hvor cellemembranen er visualisert med Nile Red. (C) Induserte celler, hvor DNA er
visualisert med DAPI. (D) Induserte celler, hvor cellemembranen er visualisert med Nile Red.
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Figur 4.5 viser at uinduserte celler, med liten eller ingen deplesjon av SAOUHSC_02658-genet
(rad A og B), hadde celler med normal DAPI, - Nile Red-farging, morfologi og sterrelse. Her
kunne man observere typisk reguleere klustere av S. aureus-celler. For cellene tilsatt IPTG, hvor
SAOUHSC_02658-genet var depletert (rad C og D), ble det observert unormal DAPI- og Nile
Red-farging, samt stor variasjon i cellestarrelse og starrelse pa klustere. Disse resultatene tyder
pa at SAOUHSC 02658 er viktig for at S. aureus skal vokse og dele seg pa korrekt mate, og
videre studier vil kunne vise om dette genet har en funksjon direkte relatert til celledeling hos

S. aureus.

4.6 ldentifisering av gener involvert i toleranse mot dalbavancin ved seleksjon med

mikrotiterassay

Seleksjon av resistente CRISPRi-mutanter pa skal viste seg ikke & vaere noen suksess (avsnitt
4.5). Som en tredje fremgangsmate for & bruke CRISPRi-biblioteket til & identifisere gener
involvert i dalbavancintoleranse, ble det i denne omgangen benyttet mikrotiterassay med to-
folds fortynninger av dalbavancin for a forsgke a selektere celler med gkt toleranse fra
CRISPRi-deplesjonsbiblioteket (avsnitt 3.12.5). Som vist skjematisk i Figur 3.7 ble CRISPRIi-
biblioteket og kontrollstammen for CRISPRi-biblioteket dyrket med en to-foldsfortynning av
dalbavancin i et mikrotiterassay og kulturene ble inkubert i 36-48 timer. Etter mikrotiterassayet
var det én ekstra brgnn vekst for CRISPRi-deplesjonsbiblioteket (MIC = 0.12 pg/ml)
sammenlignet med kontrollen (MIC = 0.06 pg/ml), noe som kan indikere gkt resistens for
enkelte av cellene i CRISPRi-deplesjonsbiblioteket. Kulturen fra brgnnen med antatt resistente
kolonier ble reinokulert i medium med dalbavancin (0.06 pg/ml) og deretter platet ut pa TSB-
agarplater uten seleksjon. Ti tilfeldige enkeltkolonier ble plukket og et nytt mikrotiterassay ble
utfart for a finne kolonier med gkt resistens for dalbavancin. Her ble det observert at 8 av 10
kolonier ga gkt resistens sammenlignet med kontrollen. For & bestemme sgRNA-targetgenet i
disse 8 koloniene ble det isolert plasmid, og sgRNAet ble sekvensert. Resultatene vises i Tabell
4.10.
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Tabell 4.10 MIC fold endring for dalbavancin for kolonier med gkt resistens for dalbavancin. MIC ble bestemt ved bruk av
mikrotiterassay. Alle koloniene ble dyrket i BHI (5 pg/ml erytromycin og 10 pg/ml kloramfenikol) og 250 uM IPTG.
Dalbavancin ble tilsatt (0 pg/ml — 4 pg/ml), og kulturene ble fortynnet 1:250. Mikrotiterplaten ble inkubert over natt ved 37°C.

Koloni MIC fold endring? sgRNA, gennavn

B1 3 SAOUHSC_01895, sagB
B2 3 SAOUHSC_01895, sagB
B3 2 SAOUHSC_01895, sagB
B4 3 SAOUHSC_01895, sagB
B5 2 SAOUHSC 01482, aroB
B6 2 SAOUHSC 01192, vrfAB
B7 4 SAOUHSC_01895, sagB
B8 1 Ikke aktuelt

B9 2 SAOUHSC_01482, aroB
B10 1 Ikke aktuelt

2 MIC fold endring er definert som MIC(genX)/MIC(kontroll). Bade gen-spesifikk og kontrollstamme ble indusert med 250
UM IPTG.

Tabell 4.10 viser at 8 av de 10 koloniene hadde en 2-4 fold hgyere toleranse for dalbavancin
sammenlignet med kontrollen. De fleste syRNA hadde target i genet sagB, men ogsa kolonier
med target i aroB og operonet vrfAB ble identifisert. Det er fra tidligere kjent at delesjon av
sagB bidrar til gkt resistens mot vancomycin (Chan et al., 2016), og identifiseringen av dette
genet tyder derfor pa at framgangsmaten har fungert pa en god mate. For a verifisere at gkningen
I dalbavancinresistens skyldtes deplesjon av sagB, og ikke andre endringer i genomet, ble det
laget en sgRNA-deplesjonsstamme for sagB i S. aureus NCTC8325-4. Her ble det igjen vist at
deplesjon av sagB ga en (tre-fold) gkning i dalbavancintoleranse sammenlignet med kontrollen
(data ikke vist). Ettersom mekanismen for SagB-mediert toleranse for glykopeptider allerede er
karakterisert (se 1.3.4.5 og diskusjon), ble det heller bestemt & fglge opp ett av de andre
interessante treffene. vrfAB-operonet koder for et hypotetisk protein med likhet til Asp23/Gls24
familie envelope stressrespons-protein  (UniProt), mens aroB koder for enzymet 3-
dehydroquinate syntase som er en del av chorismate-biosyntesen. Videre i dette arbeidet ble det
fokusert pa aroB.

4.6.1 Populasjonsanalyseprofil viser at aroB-knockdown gir gkt toleranse for dalbavancin

Ettersom aroB-deplesjonsstammen ble isolert fra et seleksjonsforsgk, er det mulig at det har
oppstatt sekundzare mutasjoner i genomet. For videre oppfalging av genet aroB ble det derfor
laget en ny CRISPRi-deplesjonsstamme av aroB i S. aureus NCTC8325-4 for a verifisere at
gkt resistens i S. aureus-stammen NCTC8325-4 sammenlignet med kontrollstammen
(AHF1010) skyldtes depletert aroB og ikke var et resultat av eventuelt andre endringer i
genomet. | stedet for mikrotiterforsgk ble den sakalte populasjonsanalyseprofilen bestemt, der

stammene ble dyrket over natt med IPTG fer fortynning og utplatning pa BHI-agarskaler med
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IPTG og ulike konsentrasjoner av antibiotika. I tillegg til dalbavancin ble forsgket ogsa utfart
med vancomycin for & undersgke om effekten var den samme for de to glykopeptidene.
Populasjonsanalyseprofilene er vist i Figur 4.6.

A 10 fortynning B 107 fortynning
2,5E+09 >3,0E+08
2,0E+09 2,5E+08
€ 1,56+09 e £ 20E+08
> L 0E+0 > 1,5E+08 luc
[N [N
o ’ aroB © 1,0E+08 aroB
5,0E+08 5,0E+07
0,0E+00 0,0E+00
0 0,1 0,2 0,3 0 0,1 0,2 0,3
Konsentrasjon dalbavancin (ug/ml) Konsentrasjon dalbavancin (ug/ml)
c 10 fortynning D 10 fortynning
2,00E+09 >3,0E+08
2,5E+08
1,50E+09
€ = 2,0E+08
S 1,00E+09 luc S 1,5E+08 luc
G S 1,0E+08
5,00E+08 aroB ' aroB
5,0E+07
0,00E+00 0,0E+00
0 1 2 3 0 1 2 3
Konsentrasjon vancomycin (ug/ml) Konsentrasjon vancomycin (pg/ml)

Figur 4.6 Populasjonsanalyseprofiler av CRISPRi-deplesjonsstamme aroB og CRISPRi-kontrollstamme (luc = nontarget).
Overnattkultur av konstruktene ble dyrket ved 37°C med 250 uM IPTG. Kulturene ble fortynnet (10-5 og 10-) og 100 pl ble
platet ut pa BHI-agarskaler med 250 uM IPTG for induksjon og med ulike konsentrasjoner av A-B: dalbavancin (0 pg/ml, 0.05
pg/ml, 0.1 pg/ml og 0.2 pg/ml) eller C-D: vancomycin (0 pg/ml, 1 pg/ml, 1.25 pg/ml, 1.75 pg/ml og 2 pg/ml). Platene ble
inkubert over natt ved 37°C. Deretter ble antall CFU/ml beregnet.

Figur 4.6 viser at deplesjon av aroB ga tydelig gkt resistens mot dalbavancin (A-B)
sammenlignet med kontrollen, ettersom kolonier var i stand til & vokse opp pa skaler med
hgyere dalbavancinkonsentrasjon. Veksten var bare marginalt forskjellig mellom stammene nar
de ble dyrket pa skaler med vancomycin (C-D), hvilket tyder pa at nedregulering av aroB ikke

gir gkt vancomycinresistens.

4.6.2 Dalbavancintoleransen gker ved deplesjon av gener involvert i chorismate-

biosyntese

| avsnitt 4.6.1 ble det observert at deplesjon av aroB gkte cellens toleranse for dalbavancin.
Ettersom dette genet spiller en sentral rolle i syntesen av aromatiske aminosyrer (Trp, Tyr, Phe)

via intermediatet chorismate var det derfor interessant a undersgke hvorvidt andre gener i
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samme syntesevei ogsa hadde samme effekt. En skjematisk fremstilling av chorismate-

synteseveien er vist i Figur 4.7.
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Figur 4.7 Skjematisk fremstilling av chorismate-biosyntesen (venstre) og syntesen av aromatiske aminosyrer (Trp, Tyr og Phe)
fra chorismate (hgyre), samt oversikt over genene som koder for enzymene involvert i synteseveiene. Gener med negativ
log2FC(kontroll/dalbavancin) er merket med rgdt, og gener med positiv log2FC(kontroll/dalbavancin) er merket med blatt. Se
tekst for detaljer. Figur er lant av Dr. Morten Kjos.

Interessant nok viste resultater fra CRISPRi-sek assayet (avsnitt 4.4.1) at 6 av 7 gener i
chorismate-biosyntesen hadde en negativ log2FC, tilsvarende aroB (Tabell 4.11). Det ble derfor
laget CRISPRi-stammer for & depletere alle genene i chorismate-biosynteseveien i S. aureus
NCTC8325-4. MIC for dalbavancin ble bestemt ved bruk av mikrotiterassay for alle stammene

og MIC fold endring er vist i Tabell 4.11.

Tabell 4.11 Log2FC(Kontroll/Dalbavancin) og MIC fold endring for dalbavancin for gener involvert i chorismate-biosyntesen.

Lokus tag sgRNA-targetgen  Log2FC(Kontroll/Dalbavancin)® MIC fold endring ©
Kontroll 1
SAOUHSC_01852 aroA2 -0.47 3
SAOUHSC_01482 aroB -0.48 3
SAOUHSC_00832 aroD -0.24 3
SAOUHSC_01702
(SAOUHSC._01699) aroE* 08 !
SAOUHSC_01635 aroK -0.42 3
SAOUHSC_01481 aroA -0.38 3
SAOUHSC_01483 aroC -1.19 3

2aroE er del av et 13-geners stort operon

b fra CRISPRi-sek-eksperimentet

¢ MIC fold endring er definert som MIC(genX)/MIC(kontroll). Bade gen-spesifikk og kontrollstamme ble indusert med 250
uM IPTG.
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Tabell 4.11 og Figur 4.7 viser at deplesjon av 6 av 7 gener (aroA, aroA2, aroB, aroC, aroD og
aroK) i chorismate-biosynteseveien ga heyere MIC for dalbavancin sammenlignet med
kontroll, samt negativ log2FC (kontroll/dalbavancin) fra CRISPRi-sek. Unntaket var aroE, som
verken ga gkt resistens eller negativ log2FC. Dette kan trolig forklares med at aroE er del av et
13-geners stort operon, i motsetning til de andre genene som er monocistroniske (se diskusjon).
Resterende sgRNA viste negativ fold endring og en tre-fold forhgyet MIC sammenlignet med
kontroll-sgRNA.

Resultater fra CRISPRi-sek assayet (avsnitt 4.4.1) viste ogsa at enzymene involvert i
synteseveien fra chorismate til aromatiske aminosyrer (Trp, Tyr og Phe) hadde en positiv
log2FC (Fig. 4.7). Dette betyr at antall celler med kontroll-sgRNA var hgyere enn celler med
gitt sgRNA etter dalbavancinbehandling, og at deplesjon av sgRNA-targetgenet gjorde cellen
mindre motstandsdyktig mot dalbavancin. Dette kan tyde pa at det er selve nedreguleringen av
chorismate-biosyntesen, og ikke omdannelsen av chorismate til aromatiske aminosyrer som

bidrar til gkt dalbavancintoleranse hos S. aureus.

4.6.3 Delesjon av aroC

For a fglge opp disse resultatene videre ble aroC, som koder for det siste enzymet for dannelse
av chorismate (Fig. 4.7), deletert i S. aureus NCTC8325-4 ved hjelp av det temperatursensitive
pPMAD-plasmidet, og MIC for dalbavancin ble bestemt for den resulterende stammen
(samarbeid med Maria Heggenhougen). | den endelige stammen er aroC-genet erstattet med en
spektinomycin-resistenskassett (AaroC::spc), og MIC fold endring er definert som
MIC(AaroC::spc)/MIC(kontroll). Ettersom deplesjon av aroC i S. aureus NCTC8325-4 viste
en negativ fold endring og en tre-fold forhgyet MIC sammenlignet med kontroll-sgRNA (Tabell
4.11), var det ogsa forventet at delesjon av aroC ville gjgre cellen mer resistent mot
dalbavancin. Her ble det overraskende nok observert stor forskjell i MIC fold endring med og
uten tilsatt TWEEN-80 (resultater ikke vist). TWEEN-80 blir tilsatt i mikrotiterassayet for &
hindre at dalbavancin fester seg til plasten i mikrotiterplaten. For prever uten tilsatt TWEEN-
80 ble det observert store forskjeller mellom kontroll og mutant, og MIC fold endring var to til
fire fold heyere for AaroC::spc. For prgvene tilsatt TWEEN-80 var derimot MIC fold endring
omtrent lik 1, og indikerte derfor ikke forskjell i dalbavancintoleranse ved delesjon av aroC.
Dette var ikke som forventet, og den store variasjonen i MIC med og uten TWEEN-80 skapte
usikkerhet rundt resultatene. Forsgket burde derfor gjentas og delesjonsstammen bgar

kontrolleres ytterligere far man kan trekke for mange slutninger fra dette.
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5 Diskusjon

Et av hovedmalene med dette arbeidet var a finne ut om CRISPRi-systemet og CRISPRIi-
deplesjonshiblioteket kunne benyttes til & identifisere gener som er involvert i toleranse mot
antibiotika, og i det fglgende blir det sett pa hvilke metoder som egnet seg i mode-of-action
studier for dette. Det blir i tillegg gjort en vurdering av de ulike to-komponentsystemenes rolle
i dalbavancinsensitivitet, samt diskutert hvordan S. aureus pavirkes av dalbavancin ved bruk av

mikroskopstudier.

5.1 @kt rifampicinresistens skyldes mutasjoner i rpoB-genet

Vi forsgkte farst a bruke CRISPRi-biblioteket til & selektere for stammer som oppnadde gkt
toleranse for rifampicin pa grunn av CRISPRi-deplesjon. Det er fra tidligere studier kjent at S.
aureus som utsettes for rifampicin utvikler mutasjoner og blir resistente (Goldstein, 2014), og
dette viste seg a vere et problem for forsgksoppsettet vi hadde. Rifampicin fungerer ved & danne
et stabilt kompleks med DNA-avhengig RNA-polymerase hos bakterier, og reagerer med f-
delenheten av RNA-polymerase som kodes for av rpoB-genet (Aubry-Damon et al., 1998).
Mutasjoner i rpoB-genet kan derfor medfare gkt rifampicin-resistens. Disse oppstar raskt, og
det er allerede beskrevet over 40 allelvarianter som farer til resistensgkning (Gaustad, 2001).
Sekvenseringen av rpoB-genet i de rifampicinresistente koloniene vi fikk, viste at den
observerte gkningen i rifampicinresistens trolig er en konsekvens av mutasjoner i rpoB-genet

for fire av de seks koloniene med gkt resistens vi isolerte (Tabell 4.3).

De fire mutasjonene vi observerte i rpoB-genet gir tydelig ulik grad av resistens mot rifampicin.
Som vist i Tabell 4.3 ga aminosyresubstitusjonene H481Y og H481D en >63-folds hgyere
toleranse for rifampicin sammenlignet med kontroll. Dette tyder pa at en aminosyresubstitusjon
fra histidin i posisjon 481 farer til en mutasjon i rpoB som gir en tydelig gkning i resistens mot
rifampicin. Dette bekreftes i en studie av Wichelhaus et al. (1999) (Wichelhaus et al., 1999).
Den samme resistensgkningen bekreftes ogsa i en studie av Gao et al. (2012), hvor det ble
oppdaget at mutasjonen H481Y i rpoB-genet ogsa forarsaket globale transkripsjonsendringer
som forte til oppregulering av kapselproduksjon, endret agr-ekspresjon og redusert
mottakelighet for antimikrobielle peptider (Gao et al., 2013). I en studie av Albano et al. (2019)
ble det ogsa oppdaget at aminosyresubstitusjonen H481D farte til en sterk gkning i toleranse
for rifampicin (Albano et al., 2019).

Aminosyresubstitusjonene L466S og D471E i rpoB-genet ga en mer beskjeden 6-folds gkning

i toleranse for rifampicin (Tabell 4.3). Dette underbygges i en studie av Guerillot et al., hvor
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det ble vist at rpoB-mutasjonen L466S bidro til seleksjon og fiksering av rifampicinresistens
(Guerillot et al., 2018). Videre ble det i en studie av Lee et al. (2018) bestemt at rpoB-
mutasjonen D471E i Staphylococcus epidermidis ogsa bidro til resistensgkning for rifampicin
(Lee etal., 2018).

| de to @vrige koloniene, uten detektert rpoB-mutasjon, ble det observert en 63-folds gkning i
resistens sammenlignet med kontroll for kolonien med depletert SAOUHSC_00351. Dette
genet koder for et ikke-essensielt, kromosomalt hypotetisk protein (AureoWiki, 2016a) . I
tillegg ble det observert en 7.5-folds gkning i rifampicinresistens sammenlignet med kontroll
for kolonien med depletert SAOUHSC_01141. Dette genet koder for putativ cysteine ligase
BshC (UniProt, 2009). Heller ikke i disse koloniene er det trolig at CRISPRi-systemet er arsak
til resistensgkningen, ettersom vi ikke observerte endringer i MIC-verdi mellom induserte og
ikke-induserte CRISPRi-stammer (Tabell 4.2 og 4.3). Resistensgkningen skyldes derfor trolig
andre faktorer. Selv. om mer enn 95 % av alle rifampicinresistente mutasjoner assosieres med
mutasjoner i rpoB-genet, er det fremdeles mulig at resistensen skyldes andre mutasjoner i
kromosomet (Goldstein, 2014, Zaw et al., 2018). Det er derfor mer sannsynlig at det kan ha
oppstatt andre mutasjoner i kromosomet som har gjort cellen resistent for rifampicin, men dette
ble ikke undersgkt videre. Vi konkluderte derfor med at CRISPRIi-biblioteket egnet seg darlig
til & identifisere gener involvert i rifampicintoleranse med denne fremgangsmaten, og valgte a
ikke studere dette videre. Resultatet tyder pa at CRISPRi muligens egner seg darlig i studier
med antibiotika hvor resistens oppstar enkelt som fglge av enkeltmutasjoner, som observert her

I rpoB-genet.
5.2 S. aureus er sensitiv for dalbavancin: MIC-verdier og time-lapse-mikroskopi

| stedet for rifampicin, valgte vi derfor & fokusere pa lipoglykopeptidet dalbavancin.
Sammenlignet med andre lipoglykopeptider og glykopeptider som vancomycin, daptomycin og
teicoplanin, er effekten av dalbavancin lite studert selv om den trolig virker pa lignende mate
som disse. Vi benyttet farst microfluidics kombinert med time-lapse-mikroskopering for &
observere hvordan S. aureus responderte pa dalbavancin pa enkeltcelleniva. Dalbavancin
fungerer som nevnt innledningsvis ved & hindre peptidoglykansyntese, og dermed ogsa
celleveggsyntesen hos Gram-positive bakterier (Chaudhry, 2015, McCurdy et al., 2015). Ved a
dyrke cellene i ulike konsentrasjoner av dalbavancin var det mulig & sammenligne vekst og
fenotype, og med dette kunne si noe om hvilken virkning antibiotikumet hadde pa cellene. Pa
samme mate som i MIC-assayet, ble veksten av S. aureus hemmet av dalbavancin i

microfluidics-oppsettet, selv om konsentrasjonen som skulle til for & hemme var markant
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hagyere (se under); cellene dyrket med 0.4 pg/ml dalbavancin (1 MIC) vokste minimalt saktere
enn kontrollen uten antibiotika (Fig. 4.1). Farst ved 4 ug/ml ble det observert klar hemming,
mens ved 40 pg/ml var cellene ikke i stand til &4 vokse. Cellene som ble hemmet av dalbavancin
opptar unormale celleformer og cellestgrrelser og noen celler lyserer ogsd. Disse
observasjonene er som forventet nar cellene far svekket cellevegg. | tillegg mister mange av
cellene GFP-signalet, noe som tyder pa at cellene er dede og ikke har aktivt
proteinsyntesemaskineri (Fig. 4.2). | tillegg ble det observert at cellene var i stand til & vokse
eller bytte til antibiotikafritt medium for den lave konsentrasjonen, men ikke for den hgyeste,
noe som indikerer at kun den hgyeste konsentrasjonen av dalbavancin tok livet av cellene og
som viser hvor viktig det er & bruke hgye nok doser dalbavancin ved behandling. I fremtidige
eksperimenter vil det veere interessant @ sammenligne disse fenotypene med hva som observeres

for lignende antibiotika som vancomycin og daptomycin.

Bruk av time-lapse-mikroskopering for & studere vekst og fenotype hos S. aureus tilsatt
dalbavancin gjorde det mulig & observere tydelige forskjeller pa celler dyrket i antibiotikafritt
medium og celler dyrket med hgy konsentrasjon av dalbavancin. Resultatene var likevel noe
overraskende ettersom det krevdes langt hgyere antibiotikakonsentrasjon enn antatt for a
inhibere vekst og pavirke cellenes fenotype. Ved mikrotiterassay ble MIC for dalbavancin 0.4
ug/ml, mens 100x hgyere konsentrasjon ble brukt i microfluidics-eksperimentene. Forklaringen
til dette er trolig forholdsvis enkel. Dalbavancin har vist seg a binde til plastoverflater (Rennie
et al., 2007), og nar dalbavancin pumpes gjennom plastrgrene stgpt inn i microfluidicsplaten
(Fig. 3.8 og 3.9) vil trolig mye av molekylene bindes opp av plasten slik at den effektive
konsentrasjonen av dalbavancin reduseres kraftig. | fremtidige forsgk burde dette trolig kunne
lgses ved & dyrke i tilstedeveerelse av 0.002 % (sluttkonsentrasjon) av TWEEN-80 (polysorbate-
80), som er vist & redusere denne bindingen (Rennie et al., 2007). Absorbering av dalbavancin
til plast var ogsa et mulig problem i MIC-bestemmelse som ble gjort i plast-mikrotiterplater og
ved stgping av agarskaler med dalbavancin. Det ble tidvis observert noen variasjoner i MIC-
resultater mellom forsgk som ble gjort ulike dager. Slike variasjoner er ogsa observert mellom
ulike laboratorier tidligere (Rennie et al., 2007), men ble lgst. Derfor gikk vi etter hvert over til

& bruke 0.002 % TWEEN i alle forsgk med dalbavancin for & redusere denne effekten.

5.3 Deplesjon av graXRS og walRK ga gkt dalbavancinsensitivitet hos S. aureus

To-komponentsystemene graxXRS, walRK og vraUTSR er fra tidligere kjent for & pavirke
toleransen for glykopeptider i S. aureus (Howden et al., 2008, Cameron, 2016), og det ble antatt
at dette ogsa ville gjelde dalbavancin. For a undersgke om CRISPRi-systemet kunne brukes til
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a studere gener involvert i dalbavancintoleranse, ble det derfor bestemt & teste om deplesjon av
noen av to-komponentsystemene i S. aureus pavirket dalbavancintoleransen. De 16 ulike to-
komponentsystemene i S. aureus ble depletert ved bruk av CRISPRi-systemet og dyrket med
varierende mengder dalbavancin (se avsnitt 4.3). Enkelte av resultatene etter deplesjon av to-
komponentsystemene var som forventet, hvor man kunne observere en gkning i sensitivitet for
dalbavancin ved nedregulering av walRK og graXRS (Tabell 4.4). To-komponentsystemet
GraXRS regulerer cellens respons til AMP og celleveggskade, og kontrollerer resistens mot
kationiske antimikrobielle peptider (Haag and Bagnoli, 2017). Som nevnt innledningsvis ble
det i en studie av Howden et al. (2008) oppdaget at GraXRS to-komponentsystemet spilte en
viktig rolle i utviklingen av VISA-stammer, og det var derfor ikke overraskende at deplesjon
av dette to-komponentsystemet ville gi en lavere toleranse for dalbavancin. Videre er to-
komponentsystemet WalRK essensielt for celleveggmetabolismen hos S. aureus, og deplesjon
av systemet hemmet derfor celleveksten. Dette gjer det vanskelig & avgjgre hvorvidt
deplesjonen faktisk pavirket cellens toleranse for dalbavancin eller om mangelen pa det
essensielle to-komponentsystemet i seg selv var tilstrekkelig for gkningen i sensitivitet.
Sannsynligvis vil en unormal celleveggmetabolisme ogsa pavirke toleransen for dalbavancin,
ettersom antibiotikumet inhiberer celleveggsyntesen hos S. aureus ved a binde til D-Ala-D-Ala-

dipeptidet i peptidoglykan. Denne effekten er tidligere vist for vancomycin (Shoji et al., 2011).

Det ble ogsa observert at deplesjon av to-komponentsystemene AgrA, HssRS og KdpD ga en
marginal gkning i dalbavancinsensitivitet (Tabell 4.4). Arsaken til dette er ikke kjent. To-
komponentsystemet AgrAC regulerer ekspresjonen av mange virulensfaktorer hos S. aureus
(Novick and Geisinger, 2008, Oogai et al., 2011). | tillegg bidrar systemet i et komplekst
regulatorisk nettverk som farer til oppregulering av proteiner som skilles ut av cellen, mens
overflateproteiner nedreguleres (Novick et al., 1993). Det er kjent at mutasjoner i agrA forer til
resistens mot daptomycin, et antibiotikum som angriper cellemembranen hos Gram positive
bakterier (Song et al., 2013b). Det kan derfor ogsa veere mulig a tenke at deplesjon av agrA vil
ha en effekt pa cellemembran eller cellevegg som gjar cellen mindre resistent mot dalbavancin,
men dette ma falges opp med videre forsgk. Videre regulerer bade HssRS og KdpDE cellens
metabolisme og opptak av nearingsstoffer (Haag and Bagnoli, 2017), hvilket gjer det vanskelig
a forsta at disse prosessene er viktige for opprettholdelse av cellens toleranse mot dalbavancin.

| en studie av Song et al. blir det vist at nedregulering av kdpDE bidrar til redusert mottakelighet
for telavancin i S. aureus (Song et al., 2013a), som er motsatt av det som blir observert her for
dalbavancin. Det forblir derfor uklart hvorvidt disse resultatene kan forklares i forskjeller
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mellom S. aureus-stammer eller mellom telavancin og dalbavancin eller om det finnes andre

arsaker til forskjellene.

Det var i tillegg ventet at deplesjon av to-komponentsystemet VraUTSR skulle gjare cellen
mindre resistent mot dalbavancin, men her ble det ikke observert noen forskjell i toleranse
(Tabell 4.4). vraSR kontrollerer ekspresjon av ABC-transporterne vraF og vraG, gener som har
vist seg a vaere oppregulert i VISA (Howden et al., 2008). Det er kjent at mutasjoner i vraUTSR
er involvert i utviklingen av VISA-stammer og farer til redusert glykopeptid-mottakelighet
(Galbusera et al., 2011, Matsuo et al., 2013, Kussmann et al., 2018), men resultatene vare tyder

pa at dette ikke ngdvendigvis stemmer for dalbavancin.

Dette forsgket viste at CRISPRi-systemet kunne benyttes til & studere og identifisere gener
involvert i dalbavancintoleranse, selv om det ser ut til & kunne veere mulighet for falske negative

resultater. | tillegg vil videre oppfalging av resultatene veere ngdvendige.

5.4 CRISPRI-sek fgrer til identifikasjon av kjente og ukjente gener involvert i

dalbavancintoleranse

CRISPRi-biblioteket inneholder stammer med sgRNAer som til sammen har alle genene i S.
aureus NCTC8325-4 som target. Ved a sekvensere hele populasjonen av sgRNAer i biblioteket
far og etter eksponering for et antibiotikum vil det veere mulig a finne ut hvordan antibiotikumet
pavirker fitness til alle gener i genomet. Dersom nedregulering av et gen gir gkt sensitivitet, vil
stammen med dette sgRNAet ha lav fitness og bli underrepresentert i populasjonen etter
antibiotikaeksponering. Motsatt, vil gkt resistens som fglge av nedregulering fare til
overrepresentasjon av korresponderende sgRNA i populasjonen. En lignende fremgangsmate
har blitt brukt med transposon knockout-biblioteker, for eksempel for & finne gener med

daptomycin-resistensdeterminanter i S. aureus (Coe et al., 2019).

Her ble sekvensering av CRISPRIi-biblioteket (kalt CRISPRi-sek) brukt for & finne gener som
er involvert i toleranse mot dalbavancin i S. aureus. For disse underrepresenterte sgRNA-ene
var det forventet at deplesjonen av genet gjorde cellen mer sensitiv og utsatt for dalbavancin,
og at tap av genet pavirket cellens overlevelse. Ved kloning av enkeltstammer av CRISPRI, ble
dette i forste rekke bekreftet for ezrA, kapB og nrdF, som medfgrte en to-folds gkning i
sensitivitet for dalbavancin ved nedregulering (Tabell 4.5). Ogsa deplesjon av
SAOUHSC 02383, vraF, prs, pbp4 og SAOUHSC_02447 medfarte noe gkning i sensitivitet
for dalbavancin. Her var gkningen i sensitivitet dog ikke like stor som for kapB, ezrA og nrdF.
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Interessant nok er det flere av genene som ble identifisert som er kjent for & vere involvert i
toleranse for glykopeptider, lipopeptider og lipoglykopeptider tidligere, og det er derfor logisk
at de ble identifisert i dette screeningsforsgket med lipoglykopeptidet dalbavancin. Dette gjelder
genene ezrA, vraF og SAOUHSC_00678. ezrA koder for et protein som regulerer dannelsen av
septum og celledelingsmaskineriet til bakterieceller. Det er vist at overfglsomhet for
daptomycin assosieres med forstyrrelse av gener som regulerer lipoteikoinsyre og riboflavin-
biosyntese, tilsynelatende hvor ezrA spiller en sentral rolle (Acton, 2013). | en studie av Blake
og O’Neill (2013) ble det ogsa oppdaget at en ezrA transposonsmutant medfarte en to-folds
gkning i sensitivitet for daptomycin (Blake and O'Neill, 2013). Videre koder vraF for en ABC-
transporter ATP-bindende protein (AureoWiki, 2016b). Coe et al. utferte i 2019 et daptomycin-
sensitivitetsscreen med transposon-sekvensering i flere S. aureus-stammer. Her ble det vist at
bade vraFG og ezrA var depletert i alle stammene, og at deplesjon av genene derfor farte til gkt
daptomycinsensitivitet (Coe et al., 2019). Det har ogsa blitt funnet tidligere at inaktivering av
SAOUHSC_00678, som koder for et hypotetisk DUF402-inneholdende protein, gir gkt
daptomycinsensitivitet (Coe, 2019). Videre er det vist at deplesjon av pbp4, som koder for et
penicillin-bindende protein 4 i S. aureus, resulterer i endringer i peptidoglykanlaget (Berti et
al., 2016), og en sammenheng mellom daptomycinsensitivitet og inaktivering av pbp4 er ogsa
rapportert (Coe et al., 2019). Ettersom dalbavancin fungerer ved & inhibere
peptidoglykansyntesen, kan endringer i peptidoglykanlaget som fglge av deplesjon av pbp4
muligens forklare gkningen i dalbavancinsensitivitet, selv om disse sammenhengene ma
studeres naermere. Daptomycin virker ved a pavirke cellemembranen hos malcellene, men den
eksakte virkningsmekanismen er fortsatt ikke godt karakterisert (Miller et al., 2016).
Resultatene vist her tyder pa at dalbavancin kan virke delvis pa samme mate som lipopeptidet
daptomycin ettersom de samme genene er involvert i toleransen. Dette kan forklares ved at

dalbavancinmolekylet ogsa inneholder en lipidgruppe.

Identifiseringen av flere gener som allerede var kjent for & veere involvert i toleranse for
glykopeptider, lipopeptider og lipoglykopeptider tyder pa at CRISPRi-sek fungerte godt for a
identifisere gener involvert i toleranse for dalbavancin. Derfor var det interessant a undersgke
de andre underrepresenterte genene etter dalbavancinbehandling som ogsa viste gkt
dalbavancinsensitivitet ved deplesjon. Disse interessante nye dalbavancintoleransegenene
inkluderer spesielt kapB og nrdF, som ved deplesjon viste en to-folds gkning av
dalbavancinsensitivitet i S. aureus. Ogsa deplesjon av prs, SAOUHSC 00892,
SAOUHSC_2383 og SAOUHSC_2447 viste en marginal gkning i dalbavancinsensitivitet. |
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denne oppgaven ble det videre laget en kapB-delesjonsmutant for S. aureus NCTC8325-4. Her
ble det som forventet observert at mutanten hadde en to-folds gkning i dalbavancinsensitivitet
sammenlignet med villtype-kontrollstamme, tilsvarende som ved deplesjon (Tabell 4.5). Dette
verifiserer at kapB er involvert i toleranse for dalbavancin i S. aureus. kapB (kinase-assosiert
protein B) er et konservert, men ikke-essensielt gen som ikke er studert i S. aureus tidligere.
Det homologe kapB-genet i Bacillus subtilis koder for et lipoprotein involvert i
endosporedannelse (35 % identitet og 58 % similaritet mellom KapB i B. subtilis og S. aureus)
(Dartois et al., 1997). | B. subtilis har KapB (128 aminosyrer) et signalpeptid for sekresjon og
er trolig festet til membranen via et lipidanker, hvor det trolig assosierer med kinasen KinB og
er viktig for at KinB skal fungere optimalt. KapB i S. aureus er 127 aminosyrer, men mangler
et typisk sekresjonssignal og det er vanskelig a predikere funksjonen til KapB basert pa
resultatene i B. subtilis. Dersom KapB skulle vare et lipoprotein pa overflaten til S. aureus, er
det likevel mulig & spekulere i at dette proteinet kan veere involvert i interaksjoner med
dalbavancin direkte eller med andre proteiner som er viktig for mekanismen til dalbavancin.

Uansett ma funksjonen til KapB i S. aureus studeres videre for a forsta dette.

Blant de andre underrepresenterte genene koder nrdF for en ribonukleotid-difosfat reduktase,
og er trolig involvert i syntese av pyrimidiner (AureoWiki, 2016c). Videre koder prs for ribose-
fosfat pyrofosfokinase, og SAOUHSC_00892 koder for et RNA-bindende S1 domene-
inneholdende protein. Alle disse genene er essensielle for S. aureus, og dette kan vere arsaken
til at de ikke tidligere har blitt assosiert med gkt sensitivitet med glykopeptider og lipopeptider.
Andre studier har for det meste benyttet seg av transposonmutanter, og slike studier vil dermed
ikke involvere gener som er essensielle. Dette er potensielt en stor fordel ved bruk av CRISPRi.
Igjen ma videre studier avgjere hvorvidt deplesjonene faktisk pavirket cellens toleranse for
dalbavancin eller om mangelen pa de essensielle genene i seg selv indirekte farte til gkningen
i sensitivitet. | tillegg ble SAOUHSC_02383 og SAOUHSC_02447 identifisert som
underrepresenterte gener etter dalbavancinbehandling, og disse genene koder for to hypotetiske
protein. | en studie av Valentino et al. (2014) ble det observert at deplesjon av
SAOUHSC 02383 resulterte i signifikant redusert vekst i S. aureus, og genet ble derfor antatt
a veere essensielt for vekst i BHI-medium (Valentino et al., 2014).

For noen av genene som kom ut som underrepresenterte fra CRISPRi-sek (log2FC > 2), kunne
vi overraskende nok ikke verifisere gkt dalbavancinsensitivitet ved spesifikk deplesjon (Tabell
4.5). Dette gjelder SAOUHSC_00867, csalA, pstS, rpsF og SAOUHSC_02810. Ettersom
sgRNA-ene for disse genene var underrepresentert ved CRISPRi-sek, ville man ogsa forvente
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at deplesjon av genet gjorde cellen mer sensitiv og utsatt for dalbavancin, hvilket altsa ikke var
tilfelle her. SAOUHSC_00867 var det genet som hadde hgyest log2FC ved CRISPRI-sek, og
hvor sgRNAet var mest underrepresentert. Genet koder for et ikke-essensielt hypotetisk protein,
men funksjonen av genet er hittil ikke kjent. Interessant nok er dette genet rett oppstrem for dlt-
operonet, som koder for gener involvert i D-alanylering av teikoinsyrer. DIt-operonet har
tidligere vist seg a veere involvert i toleranse for en rekke ulike antimikrobielle molekyler
inkludert vancomycin og daptomycin (Blake and O'Neill, 2013).

Ved beregning av log2FC (kontroll/dalbavancin) ble det i tillegg funnet tre gener som hadde
log2FC < -2, og dermed var overrepresentert etter dalbavancinbehandling (Tabell 4.6). Her var
det forventet at deplesjonen av genet gjorde cellen mer motstandsdyktig mot antibiotikumet, og
at det derfor ville veere en starre mengde celler med sgRNA for gitt gen. | motsetning til de
underrepresenterte genene ble det ikke laget spesifikke CRISPRi-deplesjonskonstrukt med
target i disse genene i denne oppgaven, og resultatene ma derfor forelgpig anses som
preliminare. De tre overrepresenterte genene som ble identifisert ved CRISPRi-sek inkluderer
ebpS, mvaS og SAOUHSC_00659. ebpS koder for et elastin-bindende protein, og er et adhesin
som er ansvarlig for binding til vertsceller. Dette genet er sveert konservert i S. aureus, hvilket
antyder at EbpS muligens ogsa har andre viktige funksjoner (Nakakido et al., 2014). Videre er
mvas et essensielt gen som koder for HMG-CoA syntase, et av fem viktige enzym i mevalonate-
biosyntesen (AureoWiki, 2016d). | en studie av Balibar et al. (2009) ble det vist at nedregulering
av gener involvert i mevalonate-biosyntesen i S. aureus reduserer vekstraten dramatisk (Balibar
et al., 2009). Ettersom mvas er essensielt for S. aureus er det svert overraskende at deplesjon
av dette genet ga cellen bedre overlevelsesegenskaper og hgyere toleranse for dalbavancin, og

dette bar fglges opp videre.

Det siste av de tre overrepresenterte genene som ble identifisert i CRISPRi-sek var
SAOUHSC 00659 (Tabell 4.6). Dette genet koder for et ikke-essensielt hypotetisk protein, og
i en studie av Sass et al. (2008) ble det vist at genet er involvert i VraSR-avhengig stressrespons
i celleveggen (Sass et al., 2008). Ettersom det ogsa er kjent at mutasjoner i vraUTSR farer til
redusert glykopeptid-mottakelighet (Galbusera et al., 2011, Matsuo et al., 2013), er det derfor
overraskende dersom SAOUHSC_00659-deplesjon farer til gkt dalbavancintoleranse hos S.
aureus, men i likhet med mvaS ma dette verifiseres og eventuelt studeres videre for a forsta

mekanismen.

Totalt sett viser disse resultatene at CRISPRi-sek har stort potensiale til a identifisere gener

involvert i dalbavancintoleranse. Ettersom flere av genene som ble identifisert i screeningen
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allerede er kjent for & veare involvert i toleranse mot glykopeptider, lipopeptider og
lipoglykopeptider, tyder dette pa at metoden fungerte godt. Flere av genene som ble identifisert
ved CRISPRi-sek er essensielle for cellen, og dette er gener som ikke kunne blitt identifisert
ved for eksempel transposonmutagenese. Det er ogsa en sjanse for falske positive resultater ved
bruk av denne metoden, og som vist er det viktig at alle resultater verifiseres og videre studier

er ngdvendig for a forsta de molekylaere mekanismene i detalj.

5.5 Seleksjon av dalbavancinresistente stammer pa agarskal fungerte ikke for &

identifisere gener involvert i dalbavancinresistens

Det ble videre forsgkt a identifisere dalbavancinresistente mutanter fra CRISPRi-biblioteket
ved en mer direkte seleksjonsmetode pa agarskal. Dette ble gjort pa samme mate som forsgkt
for rifampicin (avsnitt 3.12.4 og Figur 3.6). Da CRISPRi-biblioteket ble dyrket pa agarskaler
tilsatt dalbavancin ble det i farste omgang observert overraskende mye vekst pa skalene med 0-
5 MIC av dalbavancin, hvilket tydet pa at det ikke var noe seleksjon for dalbavancinresistens i
disse skalene. En mulig arsak til dette kan veere at dalbavancin har andre egenskaper nar det
blandes med agar, eller at den effektive dalbavancinkonsentrasjonen ble redusert pa grunn

binding til plast i agarskalen.

Ved isolering av CRISPRi-induserte kolonier som vokste ved 10 MIC dalbavancin var det i
farste omgang flere av koloniene som hadde forhgyet MIC-verdi for dalbavancin sammenlignet
med kontrollen (data ikke vist). Etter plasmidisolering og renstryk av koloniene var det
imidlertid ingen av koloniene som hadde hgyere dalbavancintoleranse enn kontrollen (Tabell
4.8).

Arsaken til dette er fortsatt uviss, men det var tydelig at denne fremgangsméten for & finne
gener som ga stabilt, gkt toleranse for dalbavancin ved CRISPRi-knockdown ikke var noen
suksess. For a identifisere gener som bidrar til gkt dalbavancintoleranse bgr derfor andre

metoder benyttes.

5.6 Deplesjon av SAOUHSC_02658 gir gkt sensitivitet for dalbavancin i S. aureus
NCTC8325-4 og Newman

Selv om det ved seleksjon pa agarskal ikke ble oppdaget gener som ga forhgyet
dalbavancinresistens, ble det ved en tilfeldighet observert at kolonier med depletert
SAOUHSC_02658 hadde forhgyet dalbavancinsensitivitet i S. aureus NCTC8325-4 (Tabell
4.8). SAOUHSC _02658 koder for et hypotetisk protein, muligens for et transporter-protein
(ATP-bindende kassett-transporter, ABC-transporter) (AureoWiki). ABC-transportere er
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integrerte  membran-proteiner som sgrger for enveistransport av molekyler over
cellemembranen. Hos bakterier finnes bade import- og eksport-ABC-transportere, og disse
sgrger for transport av alt fra sma uorganiske og organiske molekyler som aminosyrer og
nukleotider til stgrre organiske forbindelser som peptider og polysakkarider (Wilkens, 2015).
For & undersgke hvorvidt deplesjon av. SAOUHSC _02658-genet ogsa ga gkt dalbavancin-
sensitivitet i andre S. aureus-stammer, ble det laget nye CRISPRi-deplesjonskonstrukt for
SAOUHSC_02658 i S. aureus-stammene NCTC8325-4, Newman og COL. Mens NCTC8325-
4 og Newman med depletert SAOUHSC_02658 var noe mer sensitiv for dalbavancin enn
tilherende kontroller (Tabell 4.9), ble det ikke observert noen forskjeller for tilsvarende MRSA-
stamme COL.

| tillegg ble det undersgkt hvorvidt deplesjon av SAOUHSC_02658-genet pavirket cellens
toleranse for vancomycin, hvilket ikke var tilfellet (data ikke vist). Muligens skyldes dette
dalbavancins spesifikke egenskaper (Figur 1.4). Til forskjell fra vancomycin har dalbavancin,
som nevnt tidligere, en lipofil sidekjede som bidrar til forankring i bakteriemembraner, samt en
amidert karboksyl-sidegruppe som gker den antimikrobielle effekten mot stafylokokker
(McCurdy et al., 2015). Disse egenskapene kan veere avgjgrende for den observerte gkningen i
sensitivitet ved deplesjon av. SAOUHSC 02658, og med dette forklare hvorfor ikke

vancomycin ga den samme gkningen.

Videre ble fenotypen ved nedregulering av SAOUHSC_02658-genet studert ved mikroskopi
(Figur 4.5). Det ble observert at celler med liten eller ingen deplesjon av genet hadde normal
form og starrelse, samt DAPI- og Nile Red-farging (Fig. 4.5 A-B). Som forventet betyr dette at
cellens fenotype er normal nar genet er intakt. Ved deplesjon av SAOUHSC_02658-genet séa
man derimot at bade DAPI- og Nile Red-fargingen var unormal (Fig. 4.5 C-D). Cellestarrelsen
var varierende og bakterien vokste i store og sma klynger. Resultatene viser med dette at
SAOUHSC_02658-genet sannsynligvis er viktig for normal vekst og celledeling hos S. aureus.
Man kan likevel ikke vite med sikkerhet at genet koder for en funksjonell ABC-transporter, og
videre studier vil kunne vise om dette genet har en funksjon direkte relatert til cellesyklusen

hos S. aureus.

5.7 Gener involvert i dalbavancinresistens ble identifisert ved seleksjon av CRISPRIi-

biblioteket ved mikrotiterassay

Ettersom identifisering av gener som ga stabilt, gkt toleranse for dalbavancin ved CRISPRIi-
knockdown og seleksjon pa agarskaler ikke var noen suksess, ble det ogsa benyttet
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mikrotiterassay med to-folds fortynninger av dalbavancin for a forsgke a selektere celler med
gkt toleranse fra CRISPRi-deplesjonsbiblioteket (avsnitt 3.12.5). Etter seleksjon av CRISPRIi-
knockdown-kolonier med gkt dalbavancintoleranse ble det identifisert 8 kolonier med en 2-4
fold hgyere toleranse for dalbavancin sammenlignet med kontrollen (Tabell 4.10). Av disse
koloniene hadde 5 depletert sagB, 2 hadde depletert aroB og 1 koloni hadde depletert vifAB
operon. For a verifisere at gkningen i dalbavancinresistens skyldtes deplesjon av sagB, og ikke
andre endringer i genomet, ble det laget en sgRNA-deplesjonsstamme for sagB i S. aureus
NCTC8325-4. Her ble det igjen vist at deplesjon av sagB ga en (tre-fold) gkning i
dalbavancintoleranse sammenlignet med kontrollen (data ikke vist). | en studie av Chan et al.
(2016) ble det oppdaget at stammer med inaktivt sagB hadde gkt vancomycinresistens hos S.
aureus (Chan et al., 2016). Dette genet er viktig for bakteriens peptidoglykansyntese ettersom
det koder for det membranassosierte enzymet N-acetylglukosaminidase. Delesjon av sagB i S.
aureus gir derfor vekst- og cellemorfologiske defekter, og det ble i studien observert elongerte
peptidoglykankjeder (Chan et al., 2016). Gitt at vancomycin og dalbavancin har lignende
egenskaper er det derfor ikke uventet at ogsa kolonier med depletert sagB viste noen av de
samme effektene ved tilsatt dalbavancin i S. aureus, og at det ogsa her ble observert en gkning

i resistens.

Funnet av sagB var svart nyttig ettersom det viser at bruk av mikrotiterassay og CRISPRI-
deplesjonsbiblioteket for identifisering av gener involvert i dalbavancinresistens har fungert pa

en bra méte.

| tillegg til sagB ble det ogsa observert dalbavancinresistente kolonier med depletert vrfAB-
operon (Tabell 4.10). | en studie av Bose et al. (2014) ble det vist at vfrAB-operonet
(virulensfaktor regulator AB) koder for et ikke-essensielt hypotetisk protein som er konservert
i Gram-positive bakterier. Studien viste at VfrB hadde en sentral rolle innen regulering av
hemolyse, og AvfrAB-mutanter viste dramatisk nedgang i hemolytisk aktivitet (Bose et al.,
2014). Operonet har i tillegg likhet til Asp23/Gls24 familie envelope stressrespons-protein
(UniProt). Det ble heller ikke valgt a falge opp nedreguleringen av dette genet ytterligere, og
det er derfor vanskelig a fastsla hvorvidt deplesjonen av operonet medvirket til gkt

dalbavancinresistens eller om resultatet var falskt positiv.

5.8 Intakt chorismate-biosyntese ser ut til & veere viktig for sensitivitet for dalbavancin

Fra mikrotiterassayet (avsnitt 4.6) ble det ogsa observert to kolonier med forhgyet
dalbavancinresistens ved deplesjon av aroB. aroB koder for enzymet 3-dehydroquinate syntase,
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og er en del av chorismate-biosyntesen (Fig. 4.7), som igjen er en forlgper til syntese av de
aromatiske aminosyrene tryptofan, tyrosin og fenylalanin. For & verifisere at gkningen i
dalbavancinresistens i S. aureus skyldtes deplesjon av aroB, og ikke andre endringer i genomet,
ble det ogsa her laget en CRISPRi-deplesjonsstamme av aroB i S. aureus NCTC8325-4.
Populasjonsanalyseprofilene viste at deplesjon av aroB gir en tydelig ekning i
dalbavancinresistens sammenlignet med kontroll (Figur 4.6 A-B), hvilket verifiserer at
nedregulering av aroB gir gkt resistens mot dalbavancin. For prgvene med vancomycin ble det
ikke observert noen gkning i resistens ved deplesjon av aroB (Figur 4.6 C-D). Som nevnt i
avsnitt 5.6, kan arsaken til de observerte forskjellene i toleranse for dalbavancin og vancomycin
skyldes dalbavancins spesifikke egenskaper, som lipofil sidekjede og amidert karboksyl-
sidegruppe (McCurdy et al., 2015).

Ettersom det ble observert at nedregulering av aroB ga gkt dalbavancintoleranse, var det
interessant & ogsa undersgke hvorvidt nedregulering av andre enzymer i chorismate-
biosynteseveien ogsa ville gi gkt resistens mot dalbavancin. Interessant nok ga alle enzymene i
synteseveien (med unntak av aroE) gkning i dalbavancinresistens (Tabell 4.11). I tillegg hadde
deplesjonene en negativ log2FC fra CRISPRi-sek (Tabell 4.11), som ogsa indikerte at
forekomsten av disse sgRNAene etter dalbavancinbehandling var hgyere enn for kontroll-
SgRNA. Av enzymene i synteseveien skilte deplesjon av aroE seg ut med positiv log2FC.
Arsaken til dette er trolig at genet er del av et 13-geners stort operon, og deplesjon av aroE kan
gi ulike effekter fordi det pavirker ekspresjon av en rekke ulike gener. Dette viser en av
svakhetene ved CRISPRi-systemet, ettersom det vil pavirke transkripsjon av alle gener i et
operon nedstrems for targetgenet.

Ettersom deplesjon av hvert enkelt av de resterende enzymene i chorismate-biosynteseveien
medfarte en 2-4 folds gkning i dalbavancintoleranse (Tabell 4.11), antas det at nedregulering
av chorismate-synteseveien i seg selv er arsaken til gkt dalbavancinresistens hos cellene. Ved &
studere Figur 4.7 kan man se at nedreguleringen av pafalgende syntesevei (fra chorismate til de
aromatiske aminosyrene Trp, Tyr og Phe) ikke hadde negativ log2FC. Dette indikerer at den
observerte gkningen i dalbavancinresistens kun er knyttet til nedregulering av gener involvert i
chorismate-biosyntesen, og ikke til pafglgende syntesevei fra chorismate til aromatiske

aminosyrer.

Det ble i tillegg valgt a felge opp disse resultatene ved a lage en delesjonsmutant for aroC i S.
aureus NCTC8325-4. aroC koder for det siste enzymet i dannelsen av chorismate, og det var

derfor interessant a undersgke hvorvidt deplesjon av dette genet ville ha den samme effekten
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pa cellens dalbavancintoleranse som sett ved deplesjon. Tabell 4.11 viser at deplesjon av aroC
gaen tre-fold gkning i dalbavancinresistens sammenlignet med kontroll. Til ssmmenligning var
det sveert varierende resultater for stammen med deletert aroC. Overraskende nok var det kun
mutanten uten tilsatt TWEEN-80 som hadde en to-fire folds gkning i MIC for dalbavancin
sammenlignet med kontrollen. Det ble ikke observert noen forskjell i dalbavancintoleranse
mellom mutanten og kontroll i prevene tilsatt TWEEN-80. Resultatene med delesjonsmutanten
er forelgpig preliminzre, og gjer at man ikke kan trekke konklusjoner basert pa dem.
Delesjonsstammen ma kontrolleres ytterligere for a veere sikker pa at aroC er deletert pa rett
mate uten at ytterligere mutasjoner har oppstatt. Det bar videre gjares flere tester for & avgjare

hvorvidt delesjon av aroC gker dalbavancinresistens hos S. aureus.
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6. Konklusjon og fremtidige perspektiver

| dette arbeidet var et av hovedmalene & finne ut om CRISPRi-systemet og CRISPRI-
deplesjonsbiblioteket kunne benyttes til a identifisere gener som er involvert i toleranse mot
antibiotika, og det ble derfor undersgkt hvilke metoder som egnet seg i mode-of-action studier
for dette. Blant metodene som ble brukt er det enkelte som fungerte bedre enn andre. Det viste
seg a vere vanskelig a arbeide med rifampicin pa grunn av mutasjoner i kromosomet som
oppstod lett. Fokuset ble derfor i stedet rettet mot lipoglykopeptidet dalbavancin. CRISPRi-sek
identifiserte flere gener som er involvert i dalbavancintoleranse, og kan derfor sies & veere en
suksess. Forsgkene viste imidlertid at det er viktig a falge opp med ekstra eksperimenter for a
verifisere resultatene fra CRISPRi-sek. Flere av de identifiserte genene er allerede kjent for &
veere involvert i toleranse for glykopeptider, lipopeptider og lipoglykopeptider, blant annet
genene ezrA, vraF og SAOUHSC_00678. Det var spesielt interessant a finne at flere av genene
som her ble vist & veere involvert i dalbavancintoleranse tidligere har blitt vist & vaere involvert
i toleranse for lipopeptidet daptomycin. Dette kan tyde pa at virkningsmekanismen til
dalbavancin har flere likheter med hvordan daptomycin virker. | tillegg ble kapB identifisert
som et gen som bade ved deplesjon og delesjon gjorde cellen mer sensitiv for dalbavancin.
Andre kandidater fra CRISPRi-sek vil ogsa vere interessante a fglge opp videre. Det er ogsa
verdt & merke seg at identifiseringen av flere essensielle gener er en av fordelene ved bruk av
CRISPRi-sek.

Av forsgkene med direkte seleksjon, fungerte mikrotiterassay for identifisering av gener
involvert i dalbavancintoleranse best og ga palitelige resultater. Her ble det identifisert flere
gener involvert i glykopeptid- og lipoglykopeptidtoleranse, nemlig sagB og aroB. aroB ledet
igjen til oppdagelsen av at nedregulering av chorismate-biosyntesen ser ut til & veere assosiert
med dalbavancinresistens i S. aureus. Metoden som var minst egnet var identifisering av gener
som ga stabilt, gkt toleranse for dalbavancin ved CRISPRi-knockdown og seleksjon pa
agarskal. Denne fremgangsmaten var ikke noen suksess ettersom det ikke ble oppdaget gener

med forhgyet dalbavancinresistens.

Dette arbeidet forte til identifisering av flere gener som pavirker dalbavancintoleranse ved en
ukjent mekanisme. | fremtidige eksperimenter vil det for eksempel vare spesielt interessant a
falge opp genet kapB og gener i chorismate-biosyntesen. For & falge opp hvordan chorismate-
biosyntesen pavirker dalbavancintoleranse bgr for eksempel MIC assays med inaktivert aroC-
gen gjennomfares i flere ulike stammer i tillegg til & bli repetert i NCTC8325-4 AaroC::spc. Et
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annet farste naturlige skritt videre vil veere a bestemme populasjonsanalyseprofil for
delesjonsmutanten med og uten tilsatt chorismate. For oppfglging av hvordan inaktivert kapB
pavirker cellens toleranse for dalbavancin kan det ogsa veere interessant a eksempelvis
gjennomfgre MIC assays med inaktivert kapB-gen i flere ulike stammer, samt

populasjonsanalyseprofil. AkapB-deplesjonsmutanten kan i tillegg studeres i mikroskop.

Utviklingen av antibiotikaresistens gjer det interessant a gke kunnskapsnivaet rundt gener
involvert i resistens og toleranse hos ulike bakterier. Dette gjer utarbeidelse av nye
forskningsverktay til dette formalet til et sveert viktig bidrag for & forstd og bekjempe
antibiotikaresistens. Resultatene i denne oppgava har vist at CRISPRi kombinert med rett
framgangsmate kan benyttes til & identifisere gener som pavirker fitness og/eller
antibiotikaresistens hos S. aureus. Resultatene har imidlertid ogsa vist at valg av forsgksoppsett

og verifiseringseksperimenter er viktig.
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Vedlegg

Vedlegg

Vedlegg A — Primerliste

Liste over primere som ble konstruert/benyttet i dette arbeidet finnes i Tabell A.1.

Tabell A.1 Liste over primere som ble konstruert/benyttet i dette arbeidet, med en kort beskrivelse og oligonukleotidsekvens

(5°-3").

Navn

Beskrivelse

Sekvens

Referanse

AHF13
AHF14
AHF15
AHF16
AHF17
AHF18
AHF19
AHF20
AHF21
AHF22
AHF23
AHF24
MK25

MK26

IM156

MK177
MK182
MK187
MK?389
MK422
MK423
MK424
MK425
MK426
MK427

kapB_up_F_bsal
kapB_up_R_bsal
aad9_F_bsal
aad9 R bsal
kapB_dwn_F_bsal
kapB_dwn_R_bsal
aroC_up_F bsal
aroC_up_R_bsal
aad9 _F_bsal
aad9 R _bsal
aroC_dwn_F_bsal
aroC_dwn_R_bsal
pCG248_r_check
pCG248 f up_check
pMAD_check_F
pPMAD_check_R
0948 up_F_check
0948 down_R_check
seq_in_aad_rev
rpoB_up_F
rpoB_down_R
rpoB_seql
rpoB_seq2
rpoB_seq3
rpoB_seq4

TTGGCAGGTCTCCCTAT(gcgaagcccagaataatgtaat
TTGGCAGGTCTCCGgacgtgtttcttcttatttaaatacttctg
TTGGCAGGTCTCGgtcCCCACCTAGGATCGAATCCC
TTGGCAGGTCTCGgCGAGGCCGCGGTAATAAAC
TTGGCAGGTCTCCTCGcctcccttaaaagtatgttaatatatatgtatca
TTGGCAGGTCTCCCTGCtaaaaacataaaaagcaacctcaactat
TGTCGAGGTCTCCCTATcatgcatgttgtaatgttagttgatcaa
TGTCGAGGTCTCCATcaacaagaacaattgaggtgtaatcatg
TGTCGAGGTCTCCtgATTGGGCCCACCTAGGATCG
TGTCGAGGTCTCCtACTATGCGGCCGCTCG
TGTCGAGGTCTCGAGTacacactcgctcctttcatactt
TGTCGAGGTCTCGCTGCcagcaccagtgttcgcaat

AAATCTCGAAAATAATAGAGGGA
GGATAACCGTATTACCGCCT
AATCTAGCTAATGTTACGTTACA
GATGCCGCCGGAAGCGAG
GCAAATAACGCTGGCACTTC
CAAACATTTATCGTTGTAATACGT
ACCGTTAGCGTTTAAGTACATC
GTAAACGTAGAAACTACGCGAG
CATCAATAAAATTCAGCTTAGTATC
GAGTGGTTCCTAAGAGAAGG
TAGCGTTATAGACGAGCCAG
GTTTCAGCAGCGACAGCATG
GTGATAAGATGTGTGGTCGAC

Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Morten Kjos
Morten Kjos
Ine Myrbraten
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos
Morten Kjos




Vedlegg

Vedlegg B — Stammeliste

Liste over relevante S. aureus-stammer konstruert i dette arbeidet finnes i Tabell B.1.

Tabell B.1 Liste over relevante S. aureus-stammer konstruert i dette arbeidet.

Stamme

Genotype og karakteristikk

Referanse

AHF1008
AHF1009
AHF1010
AHF2021
AHF2022
AHF2023
AHF2024
AHF2025
AHF2026
AHF2027
AHF2028
AHF2029
AHF2030
AHF2031
AHF2032
AHF2033
AHF2034
AHF2035
AHF2036
AHF2037
AHF2054
AHF2055
AHF2056
AHF2057
AHF2058
AHF2059
AHF2060
AHF2061
AHF2062
AHF2063
AHF2064
AHF2065
AHF2066
MK1718

MK1721

MK1465 + pVL2336-sgRNA (htpASR). EryR, CamR.
MK1465 + pVL2336-sgRNA (graXRS). EryR, CamR.
MK 1465 + pVL2336-sgRNA (pCG248). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (vraUTSR). EryR, CamR,
MH225 + pVL2336-sgRNA (MW1206-9). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (phoP). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (srrA). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (saeQRS). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (hssRS). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (kdpD). EryR, Cam®,
MH225 + pVL2336-sgRNA (lytSR). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (arIR). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (airS). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (agrA). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (nreBC). EryR, Cam®.
MH225 + pVL2336-sgRNA (nsaR). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02658). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (walRK). EryR, CamR.

MH266 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02658). EryR, Cam®.

IM287 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02658). SpcR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (kapB). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (csalA). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (ezrA). EryR, CamR,

MH225 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02383). EryR, Cam®.

MH225 + pVL2336-sgRNA (pstS). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (rpsF). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (vraF). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (nrdF). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02810). EryR, CamR.

MH225 + pVL2336-sgRNA (prs). EryR, CamR,
MH225 + pVL2336-sgRNA (pbp4). EryR, CamR,

MH225 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_02447). EryR, CamR.
MH225 + pVL2336-sgRNA (SAOUHSC_00867). EryR, CamR.

NCTC8325-4 AkapB::spc. SpcR
NCTC8325-4 AaroC::spc. SpcR

Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet
Dette arbeidet

EryR = erytromycinresistent, CamR = kloramfenikolresistent, Spc® = spektinomycinresistent
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Vedlegg C — Forkortelser

ABC-transporter ATP-bindende kassett-transporter
Cas9 CRISPR-associated protein 9

cAMP Syklisk AMP

CP Kapsulert polysakkarid

CRISPR Clustered regularly interspersed short palindromic repeats
CRISPRI CRISPR interference

CRISPRIi-sek Sekvensering av CRISPRIi-biblioteket
ddNTP Di-deoksyribonukleotrifosfat

dNTP Deoksyribonukleotrifosfat

F6P Fruktose-6-fosfat

GIcN6P Glukosamin-6-fosfat

GlcNac N-acetylglukosamin

HK Histidin protein kinase

Log2FC Log-(2)-fold change

MIC Minimum inhibition concentration
MRSA Methicillin-resistent S. aureus

MSSA Methicillin-mottakelig S. aureus
MurNAc N-acetylmuramic

NGS Neste-generasjons sekvenseringsteknologi
PAM Proto-spacer narliggende motiv

PBP Penicillin-bindende proteiner

PCR Polymerase Chain Reaction

pLOW Low-copy-number plasmid

RR Respons-regulator

SAB S. aureus bakteriemi

SCCmec Stafylokokk-kassett kromosom mec
SgRNA Single-guide-RNA

TCS To-komponent system

VISA Vancomycin-intermediar S. aureus
VRE Vancomycin-resistente enterokokker

VRSA Vancomycin-resistent S. aureus
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