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Sammendrag

Antibiotikaresistens regnes for & vare et av de storste, uloste problemene innen offentlig
helsevesen over hele verden. S. pneumoniae er en viktig humanapatogen bakterie som raskt
utvikler og sprer antibiotikaresistens. Det var derfor enskelig & identifisere en bakterie som
produserer et potensielt nytt, smalspektret antibiotikum mot S. pneumoniae. Mikroorganismer
1 naturen produserer et stort arsenal av antimikrobielle stoffer, og de fleste antibiotika som er i
bruk 1 dag har blitt isolert fra jord, og kun 0,1% av den totale mikrobielle biodiversiteten i
marine habitat er kjent (1). Potensialet for a finne et nytt antibiotikum ved 4 foreta en screening

med sjovann var derfor stort.

Screeningen resulterte 1 et lovende nytt bakteriosin, navngitt fusiformicin etter L. fusiformis
som produserer bakteriosinet. Fusiformicin viste antimikrobiell aktivitet mot S. pneumoniae og
flere andre streptokokkarter, og noe aktivitet mot B. subtilis og M. smegmatis. Det er et ~1000
Da stort protein eller peptidbasert molekyl. En relativ MIC verdi ble bestemt og en
fusiformicin-konsentrasjon pd 125 ganger MIC forte ikke til hemolyse av blodceller. Ulike
rensemetoder ble testet med mal om & finne en protokoll for & oppnd fusiformicin med en renhet
hoy nok for massebestemmelse ved massespektrometri (>95% renhet). Den mest lovende
renseprotokollen oppnadd 1 dette arbeidet bestod av gelfiltrering av fusiformicin i
kultursupernatant (oppkonsentrert ved hjelp av Amberlite® XAD 16N hydrofobiske kuler) og
gelfiltreringsfraksjonen med hoyest antimikrobiell aktivitet ble antatt & inneholde fusiformicin.
Den ble videre analysert og renset med reversfase HPLC, men testing av HPLC-fraksjonene for
antimikrobiell aktivitet viste at det ikke var malbar aktivitet i1 fraksjonene som ble samlet opp.
Det ble ogsé forsekt a rense oppkonsentrert fusiformicin med ionebyttekromatografi med en
anionbytter, men resultatene viste at fusiformicin ikke bandt til kolonnen ved pH 8,8. P& grunn
av faren for at pH verdier over 8,8 ville destabilisere fusiformicin ble gelfiltrering benyttet 1
stedet. Genomsekvensering av fusiformicinresistente S. pneumoniae mutanter viste at resistens
oppstar ved a mutere oligopeptidpermeasen Ami, slik at transporten av fusiformicin stopper.
Transport av peptider gjennom Ami avhenger av energi som generes av de to ATP-bindende
proteinene AmiE og AmiF. Innferingen av en substitusjon av aspartat (D) med alanin (A) 1
Walker-motiv B 1 AmiE (D184A) resulterte 1 et komplett protein som ikke var 1 stand til &

binde ATP. Testing av stammen med AmiE (D184A) for sensitivitet mot fusiformicin viste at



bakterien var blitt fullstendig resistent. Dette viser at fusiformicin ma transporteres inn i
cytoplasma for & ha antimikrobiell aktivitet. Hvilken prosess som inhiberes 1 cytoplasma er
ukjent. Videre arbeid inkluderer & finne en optimal renseprotokoll for & oppnd fusiformicin med
>95% renhet, og bestemme massen vha. massespektrometri. For at fusiformicin skal egne seg
for terapeutisk bruk er det viktig at det kan administreres til pasienter, og at det har den

nedvendige vevsgjennomtrengeligheten.



Abstract

Antibiotic resistance is regarded as one of the biggest challenges within public health
worldwide. S. pneumoniae is an important human pathogen who quickly develops and spreads
antibiotic resistance. The goal of this thesis was therefore to discover a bacteria who produces
anovel, narrow spectrum antibiotic against S. pneumoniae. Microorganisms in the environment
produce a huge arsenal of antimicrobial compounds, and most of the antibiotics that are
currently used to treat infections have been isolated from soil. In addition only 0,1% of the total
microbial biodiversity in marine environments are known (1). The potential of finding a novel

antibiotic by screening water samples from the sea was therefore promising.

Screening of water samples resulted in the identification of a novel bacteriocin, named
fusiformicin after the producing bacteria L. fusiformis. Fusiformicin showed antimicrobial
activity against S. pneumoniae and other streptococcal species, and some activity against B.
subtilis and M. smegmatis. It is a protein or peptide based molecule with a size of ~1000 Da. A
relative MIC was determined, and a fusiformicin concentration 125 times higher than MIC
(relative) did not lead to hemolysis of blood cells. Different purification methods were tested
in order to establish a protocol for the purification of fusiformicin to a purity high enough for
mass spectrometry (>95%) The most promising purification protocol consisted of gel filtration
of fusiformicin in culture supernatant (concentrated by using Amberlite® XAD 16N
hydrophobic beads), and the fraction with the highest amount of antimicrobial activity was
further analyzed and purified by reverse phase HPLC. After the HPLC analysis antimicrobial
activity was not observed for the fractions that had been collected. Ion exchange
chromatography with an anion column was also tested to see if it could better separate
concentrated fusiformicin. The results showed that fusiformicin did not bind to the column at
pH 8,8. There was a risk that pH levels above 8,8 would destabilize fusiformicin, and gel
filtration was therefore used for purification instead. Genome sequencing of fusiformicin
resistant S. pneumoniae mutants revealed that the resistance was due to mutations in the
oligopeptide permease Ami. Transport of oligopeptides through Ami is dependent on energy
generated by the two ATP-binging proteins AmiE and AmiF. The substitution of an aspartate
(D) with an alanine (A) in Walker motif B in AmiE resulted in a complete AmiE protein that
was unable to bind to ATP. The strain where this substitution had been introduced turned out

to be resistant against fusiformicin. This shows that fusiformicin must be transported to the



cytoplasm in order to have antimicrobial activity. Which process fusiformicin inhibits in the
cytoplasm is unknown. Further work includes optimization of the purification protocol and
determination of fusiformicin’ s mass by mass spectrometry. If fusiformicin is to be used
therapeutically it is important that it can easily be distributed to patients, and that it has the

necessary tissue permeability.
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1 Innledning

1.1 Antibiotika og resistensproblemet hos bakterier

Antibiotika er organiske molekyler som bade dreper og inhiberer vekst av andre
mikroorganismer ved lave konsentrasjoner. For at et antibiotikum skal kunne brukes i
behandling av infeksjoner hos mennesker og dyr, ma stoffet ogsa ha lav toksisitet og helst god
vevsgjennomtrengelighet. Dessverre har antall kliniske isolater med resistens mot antibiotika
okt 1 takt med antibiotikabruken (2). Man har ogsa sett at etter hvert som nye antibiotika har
kommet pa markedet, har bakterier utviklet resistens mot disse samtidig, eller like etter (3).
Omfanget av problemet er blitt sd stort at det regnes som et av de ledende, ulgste problemene
innen offentlig helsevesen over hele verden (2). Verdens helseorganisasjon (WHO), American
Centre for Disease Control (CDC) og European Centre for Disease Prevention and Control

(ECDC) har alle rangert antibiotikaresistens som en av var tids tre storste utfordringer (3,4).

Multiresistente bakterier forarsaker arlig 25000 dedsfall i EU, 2,5 millioner ekstra
sykehusdager, og kostnadene infeksjoner med disse bakteriene forer med seg ligger pd minst
1,5 milliarder euro arlig (4). CDC har anslatt at mer enn 23 000 mennesker der arlig av
infeksjoner med antibiotikaresistente bakterier i USA, og mer enn 38 000 mennesker der arlig
1 Thailand. De har ogsé anslatt at 58 000 babyer i1 India dede i lopet av et ar som en folge av
infeksjoner med resistente bakterier. Det er estimert at innen 2050 vil antibiotikaresistens vaere
arsaken til 300 millioner dedsfall érlig, og et totalt tap for den globale gkonomien pa 100

milliarder dollar (5).

Det er en helt klar ssmmenheng mellom overforbruk av antibiotika 1 helsevesenet og landbruket
og utvikling av nye resistente patogene bakterier. Nar dette kombineres med en farmaseytisk
industri som nesten ikke har utviklet nye antibiotika de siste 30-40 arene, har det fort til at
verden nd er 1 en situasjon hvor stadig feerre bakterieinfeksjoner kan behandles med medisinene
som er tilgjengelige. Fortsetter denne utviklingen kan vi havne i en situasjon som er svart lik

hvordan verden var for oppdagelsen av penicillin (2).



1.1.1  Ulike typer antibiotika

Penicillin var det forste antibiotikumet som ble oppdaget, og er til 1 dag et av de mest brukte
antibiotikaene. Det produseres av sopp i slekten penicillium og ble forste gang oppdaget 1 1928
av Alexander Flemming, men var ikke tilgjengelig pd markedet for 15 dr senere. P4 1940 tallet
ble flere nyttige antibiotika oppdaget av Selman Waksman gruppen ved Rutgers University,
inkludert flere aminoglykosider. Suksessen fortsatte, og 1 1948 ble flere klortetrasykliner
oppdaget av et selskap som na er en del av Pfizers (6). Oppdagelsen av nye antibiotika fortsatte
gradvis fram til 1980- tallet, da antallet nye funn begynte & terke ut (3). De siste 40 arene er
bare to nye klasser av antibiotika blitt introdusert pd markedet, oxazolidinone linezolid 1 ar
2000, og det sykliske lipopeptidet daptomycin 1 2003 (7). De viktigste typene antibiotika
inkluder p-lactamer som penicilliner og cephalosporiner, tetrasykliner, aminoglykosider,
kloramfenikol makrolider, quinoloner og glykopeptider. Felles for de fleste (ikke quinoloner)
er at molekylene er produsert av andre mikroorganismer eller er derivater av disse (6).
Antibiotika grupperes forst og fremst basert pd molekylstruktur og virkningsmekanisme (Tabell
1). De mest brukte antibiotikaene hemmer hovedsakelig tre konserverte prosesser hos bakterier:

celleveggsyntese, proteinsyntese eller DNA-replikasjon (6,8).

Tabell 1. Oversikt over de mest brukte klassene av antibiotika.

Antibiotika Inhiberingsspekter Virkningsmekanisme Eksempler
Penicilliner G+ Inhiberer celleveggsyntese Penicillin G, Ampicillin
Cephalosporiner G+ Inhiberer celleveggsyntese Ceftobiprole
Ceftalorine
Tetrasykliner G+ og G- Inhiberer proteinsyntese Klortetrasyklin
Aminoglykosider G+ og G- Inhiberer proteinsyntese Streptomycin,
Kanamycin
Kloramfenikol G+ og G- Inhiberer proteinsyntese Kloramfenikol
Makrolider G+ og noen G- Inhiberer proteinsyntese Erythromycin
Glykopeptider G+ Inhiberer celleveggsyntese Vancomycin
Quinoloner G+ og G- Inhiberer DNA Ciprofloxacin
replikasjon




1.1.2 Resistensmekanismer

Bakterienes svar pad et angrep fra antibiotika er & tilpasse seg den nye trusselen. Genomet til
bakterier er ekstremt modulerbart, og ndr en bakterie stresses av for eksempel antibiotika kan
genomet akkumulere mutasjoner som gjor bakterien immun eller delvis immun mot
antibiotikumet. Genomet kan for eksempel gjennomgé spontane tilfeldige mutasjoner eller
bakterien kan ta opp DNA fra omgivelsene eller fra andre bakterier. Ofte kan resistensgener
vaere plassert pa plasmider som lett overfores mellom ulike bakterier (se seksjon 1.2). Slike
genetiske endringer kan gjore bakterier resistente pa forskjellige mater. (i) Bakterier kan mutere
gener eller promotorer til gener som koder for proteiner som hemmes av et antibiotikum.
Mutasjonene kan innfere endringer 1 proteinene eller endre uttrykket av proteinene slik at de
ikke lenger hemmes av antibiotikumet, mens bakterien likevel delvis har bevart
proteinfunksjonene. (ii) Mutasjoner kan fore til overproduksjon av efflux pumper som pumper
antibiotikumet ut av cellen. (iii) Bakterien kan ta opp gener (ofte funnet pa plasmider) som
koder for efflux pumper eller enzymer som inaktiverer antibiotikumet via degradering eller
andre modifikasjoner. (iv) Bakterier kan ogsa ta opp gener eller endre uttrykk av egne gener
som gjor cellen mindre gjennomtrengelig for visse typer antibiotika (5). Figur 1.1 viser en

oversikt over disse resistensmekanismene.

iii) Opptak av nytt DNA

Enzymer
inaktiverer
antibiotikumet

iv) Redusert opptak

Figur 1.1 Oversikt over ulike resistensmekanismer. Figuren er laget i Biorender.



En bakterie som har oppnéddd resistens mot et eller flere antibiotika kan viderefore disse
resistensgenene til andre bakterier gjennom en prosess som kalles horisontal genoverfering (se
seksjon 1.2) (9). Denne spredningen akselererer serlig nar bakteriene blir utsatt for et
seleksjonspress som for eksempel det & bli eksponert for antibiotika. Det er vist 1 Escherichia
coli at stresset som antibiotika pédferer bakterien kan indusere cellen til 4 dele sékalte
konjugative plasmid som har resistensgener (se nedenfor) med andre bakterier (10), mens andre
bakterier som for eksempel Strepfococcus pneumoniae kan bli naturlig kompetent for genetisk
transformasjon (se seksjon 1.3), og tar opp DNA fra omgivelsene eller andre bakterier 1 et

forsek pa & skaffe seg resistensgener (11).

1.2 Horisontal genoverforing og spredning av antibiotikaresistensgener

Mutasjoner og horisontal genoverforing forer til at det hele tiden oppstidr nye bakterielle
genotyper. Innimellom etableres de nye genotypene 1 bakteriepopulasjonen som et resultat av
seleksjonspress, for eksempel ndr en ny genotype gir resistens mot antibiotika, eller som et
resultat av genetisk drift. Det finnes tre hovedmekanismer for horisontal genoverforing (Figur
1.2) transduksjon som er overforing av bakteriegener via bakteriofager, konjugasjon og naturlig
transformasjon. Ved transduksjon pakker bakteriofager ved et uhell bakterielt DNA i
viruspartikkelen, og overferer det til en ny bakterie sammen med virusarvestoffet. Under
konjugasjon overferes mobile genetiske elementer, som plasmider og transposon, via pili-
strukturer som dannes mellom to narliggende bakterieceller. Naturlig transformasjon er
opptaket av fritt DNA hos kompetente bakterier, og bare rundt en prosent av bakterieartene som
er beskrevet til nd er naturlig kompetente (12). Naturlig kompetente bakteriearter er ekstremt
spesialiserte pa a ta opp DNA fra omgivelsene og nart beslektede arter, og en disse er den
viktige humanpatogene bakterien Streptococcus pneumoniae. Evnen til 4 ta opp DNA fra
omgivelsene gjor at pneumokokker lett blir resistente og at resistensgener spres raskt mellom

pneumokokkstammer (11).
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Figur 1.2 Illustrasjon av hovedmekanismene for horisontal genoverfering. Figuren er laget i Biorender.

1.3 Streptococcus pneumoniae, en evig trussel.

Bakterier 1 Streptococcus-slekten finnes hovedsakelig pa slimhinnene til mennesker og dyr, og
basert pd 16S rRNA sekvensering deles slekten inn i de seks undergruppene mitis, pyogenic,
anginosus, salivarius, bovis og mutans, som vist 1 det fylogenetiske treet 1 Figur 1.3 (13).
Streptococcus pneumoniae, ogsa kalt pneumokokker, tilhegrer mitis gruppen, sammen med S.
gordonii, S. mitis, S. oralis, S. sanguinis og S. parasanguinis (13). Den er en ellipseformet
Gram-positiv bakterie som ofte vokser 1 kjeder. Bakterien danner ikke sporer, er fakultativt

anaerob, har komplekse naeringskrav, og vokser best ved 37 °C (14).
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Figur 1.3 Fylogenetisk tre over de seks hovedgruppene i Streptococcus-slekten. Figuren er fra Kawamura et. al
1995 (13).

S. pneumoniae er vanligvis en ufarlig kolonisator av de @vre luftveiene hos mennesker, men er
ogsd hoveddrsaken til bakteriell lungebetennelse. Pneumokokker kan 1 tillegg gi
hjernehinnebetennelse, erebetennelse, bihulebetennelse og blodforgiftning (sepsis). Andelen
mennesker som er baerere av S. pneumoniae er pa sitt hoyeste ved 2-3 arsalderen, og synker sa
til under 10% 1 den voksne befolkningen. Kolonisering av nese og svelg er nadvendig for at S.
pneumoniae skal gi sykdom. Etter at bakterien har kolonisert nesen og svelget, kan den enten
bli vaerende, spre seg via luftveiene til bihulene og erene, eller via bronkiene til lungene. I

lungene kan S. pneumoniae spre seg til blodet, og krysse videre over til hjernen (15).

Infeksjoner hvor S.  pmneumoniae  gir lungebetennelse, blodforgiftning, eller
hjernehinnebetennelse er assosiert med alvorlig sykdom og heoy dedelighet (16). Det er anslatt
at dedeligheten ved lungebetennelse er 5%, mens for blodforgiftning og hjernehinnebetennelse
er dadeligheten henholdsvis 20% og 30%. Hvor alvorlig sykdommen blir varierer mellom ulike
serotyper. Serotyper er de ulike strukturene polysakkaridkapselen utenpé celleveggen kan ha.
Det finnes 100 ulike serotyper (17), og under pneumokokkinfeksjoner vil immunforsvaret
gradvis bygge opp immunitet mot de ulike serotypene. Endring av serotype vil gjere
pneumokokkene 1 stand til 4 unnga vertens immunforsvar (15). Det er ogsa blitt observert at [3-

laktamresistens er mer utbredt blant noen serotyper. I 1998 ble det funnet at 91% av alle -



laktamresistente stammer i USA var fordelt over syv ulike serotyper. Da den forste konjugative
vaksinen mot pneumokokker (PCV-7) ble inkludert 1 vaksinasjonsprogrammet i USA 1 ar 2000,
var fem av disse serotypene dekt av vaksinen. Selv om andelen infeksjoner med vaksine-
serotypene gikk ned, spredte B-laktamresistens seg raskt til serotyper som ikke var dekt av
vaksinen (11). Den samme utviklingen har blitt observert for PCV-10 og PCV-13 (11,15). Pa
grunn av naturlig kompetanse vil pneumokokker mest sannsynlig alltid mutere seg ut av bade

antibiotikasensitivitet og vaksinasjon.

1.3.1 Antibiotikaresistens hos S. pneumoniae

Infeksjoner forérsaket av pneumokokker behandles hovedsakelig med penicillin. De forste
tilfellene av penicillinresistens ble observert pd 1960-tallet, men antall penicillinresistente
isolater har dessverre gkt dramatisk over hele verden (16). Det er likevel stor variasjon 1 andel
penicillinresistente isolater mellom ulike land og verdensdeler. For 15 r siden ble det beskrevet
at andelen penicillinresistente isolater var 18,2% pa verdens basis, 9,6 % 1 Afrika, 10,6% i
Europa, 38,8% 1 Asia, 25,5% 1 Midtesten, 13,3% i1 Latin-Amerika og 25% 1 USA (16). En annen
rapport fra 2019 (se Figur 1.4) hvor de har undersokt andelen pneumokokker hos pasienter
med lungebetennelse som er resistente mot ulike antibiotika viser en ganske lik fordeling , med
unntak av Afrika hvor andelen resistente isolater ser ut til & ha ekt kraftig (18). En svakhet ved
denne rapporten er at bare noen utvalgte land er inkludert, og det er fa land 1 Afrika og Asia

med tilgjengelige data, noe som kan tyde pa at tallene ikke er representative for kontinentet.
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Figur 1.4 Oversikt over andelen antibiotikaresistente S. pneumoniae-isolater som ble rapportert til Aliberti et.al. i
2019 (18).



I en rapport fra ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) fra 2007 stir det
ogsa at andelen penicillinresitente isolater i Europa er pd omtrent 10%, og det er rapportert at
de fleste S. pneumoniae-isolatene som var resistente mot penicillin ogsd var resistente mot
makrolider (4). I en ny rapport fra 2014 star det at makrolidresistens er blitt hgyere enn
penicillinresistens 1 de fleste europeiske land, og at Italia og Sverige har hatt en signifikant
okning 1 forekomsten av penicillinresistens. Andelen makrolidresistente isolater er vist 1 Figur

1.5 (19).

. < 1%

1% to<5%

5% to <10% %
[ 10% to < 25%

N 25% t0 < 50%
. > 50%

[ No data reported or less than 10 isolates
[ Not included

Non-visible countries i - R

= Liechtenstein / - 7 oo ~__

9 Luxembourg K v g
N Malta / a’ v fb

Figur 1.5 Prosent av sykdomsfremkallende S. pneumoniae- isolater som er resistente mot makrolider for hvert
EU land, Island og Skandinavia.

Resistens er en naturlig konsekvens av bakteriers evolusjon, hvor de som overlever «angrepet»
fra antibiotika far spre genene sine videre. I tillegg kan kommensale streptokokker i for
eksempel munnen (S. mitis og S. oralis) vaere barere av resistensgener, og spre dem til
sykdomsfremkallende pneumokokker via horisontal genoverfering (16). Multiresistens er
ogsa et gkende problem, og multiresistente pneumokokkstammer er blitt observert selv 1 land

som normalt har lave nivaer av resistens, for eksempel Sverige (15).



De okonomiske og helsemessige konsekvensene av resistente pneumokokkstammer er
alvorlige og vil antagelig forverres betraktelig med dagens ekende antall av resistente isolater.
I USA forarsaker antibiotikaresistente pneumokokker 1,2 millioner infeksjoner og 7000
dedsfall arlig, hvorav de fleste dedsfallene rammer de som er over 50 ar (3). P4 verdensbasis
er det estimert at omtrent 1,6 millioner mennesker der rlig av S. pneumoniae infeksjoner,

hvorav de fleste som der er barn under 5 &r 1 utviklingsland (20)

1.3.2  Distribusjon av penicillinresistens mellom pneumokokker

Som nevnt er penicillin fortsatt standardbehandlingen for pneumokokkinfeksjoner, pa tross av
okende resistens. Penicillin inhiberer celleveggsyntesen hos streptokokker ved & blokkere
kryssbindingen av peptidoglykanenheter. Danningen av peptidbindinger mellom
peptidoglykanenheter katalyseres av transpeptidaser, ogsa kalt penicillin-bindende proteiner
(PBPer), og penicillin binder kovalent til det aktive setet til PBPene noe som gjor dem inaktive
(8). Det fantes sannsynligvis noe naturlig variasjon 1 affiniteten til PBPer ovenfor penicillin og
andre B-laktamer for bruken av antibiotika, men behandlingen av infeksjoner med antibiotika
har gitt et seleksjonspress for PBPer med redusert affinitet ovenfor P-laktamer, sékalte
lavaffinitets-PBPer. Hos svart resistente pneumokokkisolater finner man vanligvis
allelevarianter av pbpla, pbpb2b og pbp2x som koder for lavaffinitets-PBPer. For & oppna de
hoye resistensnivdene som observeres 1 dag ma det ha skjedd flere substitusjoner i
aminosyrerekkefolgen til transpeptidasedomenet i PBP1a, PBP2a og PBP2x. Disse endringene
har skjedd gradvis gjennom akkumuleringen av spontane mutasjoner og rekombinering av ulike
alleler tatt opp fra andre, resistente streptokokker (11). Pneumokokker er ekstremt effektive 1 &
ta opp slike gener fordi de gér inn 1 en tilstand av naturlig kompetanse. Det betyr at bakterien
gdr inn 1 en tilstand der den aktivt tar opp DNA fra omgivelsene og inkorporerer det i sitt eget

genom.



1.3.3  Naturlig kompetanse hos S. pneumoniae

Som beskrevet tidligere er naturlig kompetanse en mekanisme for horisontal genoverfering (se
seksjon 1.2) hvor pneumokokkene tar opp DNA fra omgivelsene og inkorporerer det i sitt eget
genom. Reguleringen av naturlig kompetanse hos pneumokokker er vist 1 Figur 1.6. Naturlig
kompetanse aktiveres av et protein kalt competence stimulating peptide (CSP), og ulike
streptokokkarter har ulike variasjoner av CSP. Under aktiveringen av kompetanse frigjor
bakterien CSP via ComAB transporteren og ekstracellulaert CSP akkumuleres. CSP binder sé
til reseptoren ComD som autofosforylerer og overforer en fosfatgruppe til
transkripsjonsregulatoren ComE. Binding av P-ComE til promotorer for tidlige
kompetansegener forer til okt transkripsjon av comCDE-opronet og comX genet, under normale
forhold er det lavere nivé av transkripsjon. Dette gir gkt produksjon av CSP, ComD og ComE,
og akkumulering av den alternative sigmaftaktoren ComX, ComW og ComM. ComW beskytter
ComX og stimulerer ComX til & aktivere transkripsjon av sene kompetansegener som koder for
celleveggshydrolasen CbpD som trigger sdkalt fratricid, 1 tillegg til proteiner som trengs for
opptak av DNA og homolog rekombinasjon. Kompetente celler er beskyttet mot CbpD av
immunitetsproteinet ComM, et produkt av tidlige kompetansegener. Fratricid er nar kompetente
pneumokokker lyserer naboceller for & té tilgang pa homologt DNA. Fratricidmekanismen har
blitt vist & dramatisk eke effektiviteten til horisontal genoverfering og overfering av gener fra

de kommensale bakteriene S. mitis og S. oralis til S. pneumoniae (21).

promotor tidlige gener

ComCDE DNA opptak  Rekombinasjon

=) |1/

Ij D promotor sene gener
Pre- CSP / \

@ CibABC

Figur 1.6 Viser en forenklet versjon av kompetanseregulering hos S. pneumoniae. Figuren er laget i Biorender.
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Den ekstremt hoye graden av horisontal genoverfering og muligheten til & «stjele» DNA fra
nere slektninger har gjort pneumokokker 1 stand til & unnslippe vaksiner via
«serotypeswitching» (se seksjon 1.3) og til & dele lavaffinitets-PBPer mellom ulike
pneumokokker (seksjon 1.3.2). Dette betyr at man alltid vil ha et behov for & utvikle nye

antibiotika og vaksiner for & bekjempe pneumokokkinfeksjoner.

1.4 Et behov for nye antibiotika

Moderne medisin er helt avhengig av effektive antibiotika for & behandle alt fra bakterielle
infeksjoner 1 sma sar til alvorlige infeksjoner, og for fortsatt & kunne utfere kirurgi og
kreftbehandling uten at dette skal innebere hoy risiko for & fa bakterielle og potensielt dedelige
infeksjoner. Med tanke pd den akselererende ekningen av antibiotikaresistente patogener, vil
det bli ekstremt utfordrende & opprettholde lav risiko for infeksjoner ved slike behandlinger 1
fremtiden (3,5). Utviklingen av resistens kan begrenses ved smartere og mer restriktiv bruk av
antibiotika. I tillegg er flere og bedre vaksiner en viktig bidragsyter for a begrense denne
resistensutviklingen. Man vil likevel na et punkt der man ma ha tilgang pa nye antibiotika som
bakterier ikke har utviklet resistens mot enna, enten for aktiv bruk eller for 4 ha i reserve ved
behov (3). I og med at det ikke har vert utviklet mange nye antibiotika de siste 30-40 &rene,
mye pga den heye ekonomiske kostnaden det innebarer, begynner vi nd 4 gé tom for
medikamenter til & behandle infeksjoner av spesielt resistente bakterier (22). Mange
forskningsmiljeer har derfor de siste drene begynt 4 lete etter nye antimikrobielle stoff med
potensial for & bli utviklet til nye antibiotika. Dette gjores f. eks ved a screene store syntetiske
stoftkartotek (>100 000 ulike organiske molekyler) for antimikrobiell aktivitet, eller a lete etter

molekyler med antimikrobielle egenskaper som produseres av andre mikroorganismer i naturen

(6).

Letingen etter nye naturlig forekommende antibiotika starter med screening av mulige
naturprodukter med antimikrobiologisk aktivitet mot en eller flere indikatorbakterier (6). Slike
naturprodukter kan for eksempel produseres av mikroorganismer 1 jord, eller marine
mikroorganismer (1). De fleste antibiotikum som er oppdaget til nd har kommet fra landbaserte
mikroorganismer og over halvparten fra bakterier i slekten Streptomyces (aminoglykosider,
kloramfenikol og makrolider), 10-15% produseres av andre bakterier, og rundt 20% av

trdddannende sopper (6).
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Den mest suksessfulle klassen av antibiotika, penicilliner, produseres f. eks. av sopp 1
Penicillium slekten, som Penicillium notatum (6) og Penicillium chrysogenum (23).
Penicilliner tilherer gruppen av antibiotika kalt (-laktamer, sammen med cephalosporiner.
Hovedprodusenten av cephalosporiner er soppen Acremonium chrysogenum. Cephalosporiner
er mer bredspektret enn penicilliner, og kan inhibere bdde Gram-positive og Gram-negative
bakterier. Bade penicilliner og cephalosporiner har blitt videreutviklet, og derivatisert for a

unnga resistensmekanismer, og gjore de mer bredspektret (24).

Mikrober har et enormt arsenal av forsvarsmekanismer der de benytter sméd organiske
molekyler 1 en slags «krigfering» mot andre mikroorganismer for & konkurrere om de samme
naringsstoffene. Det terapeutiske potensialet til slike molekyler kan vare stort. Som nevnt har
det vaert gjort mange store screeninger etter slike stoff blant jordbakterier, og historisk sett, med
stor suksess, mens dette har vaert mye mindre utforsket for marine mikroorganismer (6). Her
ligger det et stort potensial for & oppdage nye antimikrobielle molekyler (1). Dette har vert

utgangspunktet for initiativet til prosjektet som er presentert i denne oppgaven.

En rekke antibiotika som brukes 1 dag er sékalte bredspektrede. Det vil si at de hemmer vekst
av mange ulike bakteriearter, og ikke spesifikt den bakterien som forarsaker infeksjonen. Dette
er en fordel hvis man ikke vet hva slags bakterie som gir infeksjon. Likevel er ofte bakteriearten
som gir infeksjon kjent, og da vil et smalspektret antibiotikum vere & foretrekke for & malrettet
behandle infeksjonen uten & ta livet av den naturlige bakteriefloraen til pasienten (25). Det vil
vaere gunstig 4 unngd resistensutvikling hos ikke-patogene bakterier som kan «donere»
resistensgener til patogener. I verste fall kan bredspektrede antibiotika forarsake dysbiose. Altsa
en ubalanse 1 normal bakterieflora hos mennesker (oftest i tarm eller vagina) som kan fremme
vekst av andre ugunstige bakterier og sopp (26). Da jeg startet arbeidet med denne mastergraden
var malet & finne nye smalspektrede naturstoff som spesifikt dreper S. pneumoniae, en av de
viktigste humanpatogene bakteriene. Siden mikroorganismer fra havet har vert lite screenet for
produksjon av antimikrobielle molekyler, var det her vi ansé sterst potensial for & oppdage
nettopp slike stoff. En bakterie 1 slekten Lysinibacillus skulle vise seg & vere attraktiv for videre

studier.
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1.5 Lysinibacillus fusiformis

L. fusiformis er en Gram-positiv, stavformet bakterie som danner endosporer (27). Endopsorene
kan veare plassert badde terminalt og sentralt i bakteriecellen (28). Den tilherer fylumet
Firmicutes, klassen Bacilli og familien Bacillaceae (29). L. fusiformis er obligat anaerob og
vokser best ved temperaturer pa 17-37 °C, pH 6.0-9.5, og en saltkonsentrasjon (NaCl) pa 2-5%
(29). Under dyrking pa petriskl danner L. fusiformis hvite, runde kolonier. Vekstforsgk viser
at bakterien danner endosporer etter 13-14 timer (29). Bakterien lever hovedsakelig 1 jord, men
er og blitt isolert fra en rekke andre miljeer som for eksempel vann, landbruksavfall og i
matvarer. Lysinibacillus arter var lenge ansett som en del av Bacillus slekten, men regnes na
som en separat slekt fordi de har aminosyrene lysin, glutamat og alanin 1 celleveggen, mens

Bacillus har diaminopimelinsyre (28).

Det antas at L. fusiformis kan vere humanpatogen, men det er ikke gjort forskning som
bekrefter dette (27). Annotering av genomet til L. fusiformis GM har vist at den har gener som
koder for adhesjons proteiner, og seks gengrupper som det er antatt at koder for antimikrobielle
metabolitter. En av disse genklyngene ble linket til syntesen av bakteriosiner, og videre
undersokelser viste at det kunne veare snakk om lantibiotika. Stammen er protease og cellulase
positiv, og resistent mot gentamycin, levomycetin, erytromycin, kanamycin og azithromycin

(29).

1.5.1  Antimikrobielle molekyler produsert av bakterier i familien Bacillaceae

Det er lite kjent om bakterier i slekten Lysinibacillus produserer molekyler som hemmer vekst
av andre bakterier. Undertegnede har bare funnet en studie som beskriver produksjon av
antimikrobielle stoff fra tre isolater i slekten Lysinibacillus (basert pd 16S rRNA sekvensering).
Studien rapporterer at isolatene produserer stoff med peptid eller protein-egenskaper, men
informasjon om aminosyresekvenser eller genene som koder for disse proteinene er ikke
beskrevet (30,31). Molekylvekten pa disse ble estimert & ha ligge mellom 25-70 kDa. Et av
proteinene var smalspektret og hemmet den patogene bakterien Bacillus pumilis (assosiert med
mat), mens et annet hemmet flere matbdrne patogener, inkludert B. pumilis og S. aureus. Det
siste hadde bredere inhiberingsspekter mot B. pumilus, B. subtilis, S. aureus, B. cereus og L.
monocytogenes (Gram-positive), Raoultella. planticola og P.aeruginosade (Gram-negative) og

soppene Aspergillus niger, Aspergillus flavus, F.oxysporium og Trichoderma spp. To av
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proteinene ble klassifisert som sékalte bakteriosiner. Bakteriosiner er ribosomalt syntetiserte

antimikrobielle peptider eller proteiner produsert av bakterier (32).

Bakteriosiner kan bade inhibere bakteriell vekst og drepe bakterier, og virker ofte, men ikke
alltid, mot organismer som er i ner slekt med produsenten. Bakteriosiner er derfor antatt &
fungere som vdpen mot beslektede bakterier 1 kamp om tilgang pé felles neringsstoffer.
Bakteriosinproduksjon er velkjent blant andre bakterier som tilherer familien Bacillaceae, for
eksempel B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. cereus og B. thuringiensis (33).
De fleste bakteriosiner produsert av Bacillus-arter er lantibiotika som er modifiserte peptider
(se seksjon 1.6), men de produserer ogsa mange umodifiserte bakteriosiner. Noen ligner pa
bakteriosiner som produseres av melkesyrebakterier, mens andre har helt unike
peptidsekvenser. Noen Bacillus bakteriosiner har et bredere spekter enn bakteriosiner produsert

av melkesyrebakterier, og kan inhibere bade Gram-negative bakterier og sopp (34).

Analyser av genomene til 328 bakterier, fordelt over 57 arter av Bacilliales resulterte i totalt
1815 gener som koder for kjente bakteriosiner, proteiner som antas a vere bakteriosiner, ikke-
ribosomalt syntetiserte peptider, polyketider, og andre antimikrobielle stoffer (33). Mange
bakteriosiner har blitt isolert fra Bacillus-arter, men screening av ulike habitater kan fore til
isolering av enda flere bakteriosin-produserende stammer (35). De siste arene er det isolert flere
nye bakteriosiner fra Bacillus arter, med aktivitet mot patogene bakterier , inkludert B. cereus,
S. aureus, L. monocytogenes og V. vulnificus (35,36). To eksempler er sonorensin isolert fra B.
sonorensis MT93 (35) og thuricin BtCspB isolert fra B. thuringiensis (36). Sonorensin hadde
aktivitet mot L. monocytogenes, V. vulnificus, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, og E. coli
(35). B. thurigiensis er en jordbakterie, normalt brukt som et biopestisid. Thuricin BfCspB har
stor likhet med Cold-shock protein B, og hadde kun aktivitet mot utvalgte Bacillus cereus

stammer (36).
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1.6 Bakteriosiner fra Gram-positive bakterier

Bakteriosiner produsert av Gram-positive bakterier har fitt verdensomspennende
oppmerksomhet pa grunn av deres store potensial som konserveringsmiddel 1 mat, bruk som
overflatebehandlingsmidler og som fremtidige antibiotika (35). Egenskaper ved bakteriosiner
som gjor dem godt egnet som antibiotika er at de har hey effektivitet, lav toksisitet, de er bade

bred- og smalspektrede og kan bli framstilt og modifisert bioteknologisk (25).

Bakteriosiner produsert av melkesyrebakterier har blitt studert mye siden disse bakteriene er
klassifisert som GRAS (generally recognized as safe) organismer av FDA (United States Food
and Drug Administration) (34). Gram-positive bakteriosiner deles derfor inn i fire hovedklasser,
basert pa bakteriosinene produsert av melkesyrebakterier. Klasse I bakteriosiner, ogséd kalt
lantibiotika, er sma peptider som ma gjennom post-translasjonelle modifikasjoner for de blir
biologisk aktive. De aktive peptidene har polysyklisk struktur via thioeterbindinger.
Lantibiotika har navnet sitt fordi de post-translasjonelle modifikasjonene gir de uvanlige
aminosyrene lanthionin og B-metyllanthionin. Lantibiotika kan drepe mélcellene ved & danne
porer 1 den cytoplasmiske membranen slik at den blir depolarisert, inhibere essensielle enzymer
som er involvert 1 for eksempel celleveggsyntese, eller binde lipid II (37). Klasse II
bakteriosiner kjennetegnes av at de er umodifiserte, lineere peptider med lav molekyler vekt
(0,7- 10 kDa). Klasse II bakteriosiner kan som noen lantibiotika ogsd depolarisere
cellemembranen til malcellene som angripes (37). Klasse I1I bakteriosiner er store (>30 kDa)
og varmelabile, og inkluderer enzymer som degraderer celleveggen til bakterier og proteiner
som edelegger membranpotensialet til bakteriecellen. Klasse IV bakteriosiner omfatter sykliske
peptider, og er avhengige av lipid- eller karbohydratdeler for & ha antimikrobiell aktivitet
(34,35).

1.6.1  Virkningsmekanismer hos bakteriosiner

Virkningsmekanismene til bakteriosiner kan grovt deles inn i de som virker pa celleveggen eller
cellemembranen, og de som ma transporteres til cytoplasma for & deretter inhibere korrekt
genutrykk eller proteinsyntese (Figur 1.7). Mange bakteriosiner som inhiberer Gram-positive
bakterier angriper celleveggsyntese eller depolariserer cellemembranen. Noen klasse I
bakteriosiner binder til lipid II og blokker peptidoglykansyntesen, mens andre danner porer 1

cellemembranen, eller inhiberer andre essensielle enzymer. Nisin, et klasse I bakteriosin, binder
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lipid II og blokkerer bade peptidoglykansyntese og danner porer i cellemembranen.
Thiopeptider, et annet klasse I bakteriosin inhiberer translasjon hos Gram-positive bakterier.
Klasse II bakteriosiner som for eksempel lactococcin A binder til den poreformende reseptoren
mannose fosfotransferase systemet (Man-PTS) og danner slik porer i cellemembranen hos
Gram-positive bakterier. Bakteriosiner som produseres av og virker mot Gram-negative
bakterier ma derimot ofte transporteres gjennom bade den ytre og den indre cellemembranen,
for de angriper DNA-, RNA- eller proteinsyntese. Noen eksempler er microciner som
produseres av E. coli. Microcin B17 (MccB17) inhiberer DNA gyrase, MccJ25 inhiberer RNA
polymerase, og MccC7-C51 inhiberer aspartyl-tRNA syntatase. Et eksmepel pé et bakteriosin
som virker mot Gram-negative bakterier ved & danne porer i indre cellemembranen er MccE492

som ogsa binder til Man-PTS (25).

A) Gram- positive mélceller B) Gram- negative malceller

nisin Jlactococcin A MccB17 Mcc]25 McceC7-C51

-0 N-00-00-0 - 0-0.0-0-0-00-0-5-0-0-0-0-0-5-010-0-0-0-5-0-0-0-0-
NG P co-00-00
50000 0N-0065000065-000505-000000-00600000600000

~o-0 000 - 0-00-00-00-00-00-00-00-010-00-00-00-00

500000 N-0000-00-0000-00-00-00-00-00-00-09-00-00-00
-0 U -00-00-00-00-0.0-00-00-00-00-00-0.0-00-0. - 0-0.0-0.5-00-00

. 0-00-00100-00-09-00-05-05-00-0-05-00-00-09-09-0-40-00-00

Inhibering av Poredannelse Inhibering av Inhibering av Inhibering av
peptidoglykansyntese DNA gyrase RNA ASP-tRNA
polymerase syntatase

Figur 1.7 Eksempler pa virkningsmekanismer hos bakteriosiner. Figuren er laget i Biorender.

1.6.2 Resistens mot bakteriosiner

Som alle stoffer som undersegkes for potensialet til & bli et nytt antibiotika, ma ogsa
bakteriosiner undersgkes for muligheten til resistensutvikling. Siden bakteriosiner har blitt

mindre klinisk brukt enn andre antibiotika, er utviklingen av resistens mot bakteriosiner blitt
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best studert 1 laboratorier. Resistensmekanismer som har blitt identifisert inkluderer redusert
affinitet hos reseptoren for lantibiotika som binder til lipid II, endringer i celleoverflaten, og
reduksjon eller tap av cellemembranassosierte reseptorer. Undersokelser har ogsa vist at
resistens mot bakteriosiner som virker 1 cytoplasma har oppstatt som et resultat av mutasjoner
1 genene som koder for malproteinene til bakteriosinene. Et annet potensielt problem er
«immunitetsherming», som brukes for & beskrive resistens som oppstar hos bakterier med

immunitetsgener, eller som en konsekvens av at de produserer beslektede bakteriosiner (25).

1.7 Mal for oppgaven

Potensialet for & finne nye antibiotika produsert av mikroorganismer i miljoet er stort, spesielt
1 havet da det er antatt at kun 0,1% av den mikrobielle biodiversiteten i marine miljo er kjent
(1). Screening av vannprever fra Oslofjorden, utfert av molekylar mikrobiologi gruppen ved
NMBU har tidligere gitt lovende resultater. Det var derfor enskelig & foreta en ny screening
med sjevann. Mélet for denne masteroppgaven er a identifisere en bakterie som produserer et
potensielt nytt, smalspektret antibiotikum mot S. pneumoniae, og & finne noen innledende svar

pa hva dette antibiotikumet kan vaere og hvordan det virker.
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2 Materialer

2.1 Stammer

Tabell 2.1 Oversikt over bakteriestammer som er blitt testet for sensitivitet mot det antimikrobielle stoffet

fusiformicin.
Art Stamme Referanse
L. fusiformis Isolat 1 Denne oppgaven
S. pneumoniae RHA425 Johnsborg et al
E. coli DH5a Invitrogen
S. aureus MK1001 Dr. Morten Kjos
B. subtilis Dr. Annette Fagerlund (Nofima, As)
E. faecalis 2708 Laboratorium for mikrobiell genteknologi

(LMG)

Pseudomonas Isolat 33 Dr. Daniel Straume
M. smegmatis NCTCS8159 Public Health England
S. pneumoniae D39 Dr. Morten Kjos
S. mitis SK142 Professor Mogen Kilian
S. oralis ATCC 10557 National Collection of Type Cultures
S. perori SK958 Professor Mogen Kilian
S. infantis SK140 Professor Mogen Kilian
S. parasanguinis ATCC 15912 National Collection of Type Cultures
S. gordonii SK6 Professor Mogen Kilian
S. cristatus NCTC 12479 National Collection of Type Cultures
S. sanguinis SK90 Professor Mogen Kilian
S. vestibularis NCTC 12166 National Collection of Type Cultures
S. bovis NCTC 8177 National Collection of Type Cultures
S. agalacticae NCTC 8181 National Collection of Type Cultures
S. phocae ATCC 29128 National Collection of Type Cultures
S. criceti ATCC 19642 National Collection of Type Cultures
S. mutans NCTC 10449 National Collection of Type Cultures
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Tabell 2.2 Oversikt over relevante S. pneumoniae mutanter konstruert til denne oppgaven, med en
oppsummering av genotypen og kjennetegnene til hver mutant.

Stamme Genotype og kjennetegn Referanse

IHH12 RH425, men fusiformicin® Denne oppgaven

IHH14 RH425, men fusiformicin® Denne oppgaven

IHH16 RH425, men fusiformicin® Denne oppgaven

IHH18 RH425, men fusiformicin® Denne oppgaven

IHH21 RH425, men AamiC::janus, kan® Denne oppgaven

IHH22 RH425, men AamiEF::janus, kan® Denne oppgaven

IHH23 IHH22, men Ajanus::amiE(D184A), Sm® Denne oppgaven

IHH24 IHH22, men Ajanus::amiF(D190A), Sm® Denne oppgaven

IHH25 IHH21, men Ajanus::amiC(fra IHH12), Sm® og Denne oppgaven
fusiformicin®

IHH26 IHH22, men Ajanus::amiE(fra IHH14), Sm® og Denne oppgaven
fusiformiscin®

IHH27 IHH22, men Ajanus::amiEF(fra IHH16), Sm® og Denne oppgaven
fusiformicin®

IHH28 IHH22, men Ajanus::amiF(fra IHH18), Sm® og Denne oppgaven
fusiformicin®

IHH29 IHH22, men Ajanus::amiF(D190A), Sm® Denne oppgaven

2.2 Primere

Tabell 2.3 Oversikt over primere brukt i oppgaven, og en kort beskrivelse av omradet som amplifiseres i S.
pneumoniae mutantene.

Navn Sekvens 5°-3° Beskrivelse

IHH-1F  TTCTATGCTAACTTGATTGAC Mutasjon IHH-12
IHH-1IR TAGCAGAGCTGACAATCATAG Mutasjon IHH-12

IHH-2F  CTATCTTCCAGGACCCAATG Mutasjon IHH-14, start pa

delesjon i IHH-16

IHH-2R  AAATAACTGCGATACGATCTG Mutasjon IHH-18, slutt pa
delesjon i IHH-16
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Navn Sekvens 5°-3" Beskrivelse
Janus F GTTTGATTTTTAATGGATAATGTG forward janus
Janus R CTTTCCTTATGCTTTTGGAC reverse janus
11F TAACACATGCAAGTCGAACG forward 16S rRNA
SR GGTTACCTTGTTACGACTT revers 16S rRNA
IHH-3 AATATCTATTACACACAATCAGG forward 1000bp oppstrems
for amiC
IHH-4 CACATTATCCATTAAAAATCAAACCATGGAGA  reverse 1000bp oppstrems
GAAAGTTCTATTAG for amiC + forward janus
IHH-5 GTCCAAAAGCATAAGGAAAGGGTAAAATGTTG forward 1000bp nedstrems
ATTGACTCTG for amiC +reverse janus
IHH-6 GGACAAGGATACCAAGACAAGG reverse 1000bp nedstrems
for amiC
IHH-7 TCTAATAACTCTATGGTCGTTG forward 1000bp oppstrems
for amiE
IHH-8 CACATTATCCATTAAAAATCAAACTTCTACTCC reverse 1000bp oppstrems
TATCTATGTGTAC for amiE + forward janus
IHH-9 GTCCAAAAGCATAAGGAAAGTGGTCGTGCTAT  forward 1000bp nedstrems
CATCGGTC for amiF + revers janus
IHH-10 TTAGTCCTTTTTGATAACGTGC reverse 1000bp nedstrems
for amiF
IHH-11 AGCACAGATCAAGACATCAGG revers walker motiv A
IHH-12  CCTGATGTCTTGATCTGTGCTGAGCCAACAACT forward walker A + primer
GCCTTGG 11
IHH-13 AGCTGCAATAACAAAGTCTGGT revers walker motiv A
IHH-14  ACCAGACTTTGTTATTGCAGCTGAGCCAATTTC forward walker A + primer
AGCCTTGGAC 13
IHH-15  TCACTGTAGTCTTTGACACTTC fwd ami locus
IHH-16 CTGAATGAAGAATTCGAAACATC fwd ami locus 2
IHH-17 TGAAAATGTCGTTGTTGATATTC fwd ami locus 3
IHH-18  AATTGATTTTCAAGCAGGATCC fwd ami locus 4
IHH-19  TTGGTTCAGCCATGGCTCG fwd ami locus 5
IHH-20 GATTTCAATGATGTCAGCAAGG fwd ami locus 6
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Navn Sekvens 5°-3

Beskrivelse

IHH-21 GTGGAATTTGACGTTCGTGAC

IHH-22  GATGCTTTTGCCTTGCGTTC

IHH-23  GCCTTGGACGTTTCTGTACG

IHH-24  GCTCATACAACAGGATAGTCG

fwd ami locus 7

fwd ami locus 8

fwd ami locus 9

revers ami locus

2.3 Enzymer, DNA storrelsesstandarder og nukleotider

Tabell 2.4 Oversikt over enzymer, vektstandarder og nukleotider brukt i denne oppgaven.

Navn Stock lesning  Produktnummer Leverander

1 kb DNA ladder 500 pg/ ml New England BioLabs
dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100 mM 4026/4027/4028/4029 TaKaRa

Phusion® High-Fidelity DNA 2 U/ul MO0530 New England BioLabs
polymerase

Phanta Max Super-Fidelity 1 U/ul P505 Vazyme

DNA polymerase

RedTag® Readymix™ R2523 Sigma-Aldrich
Proteinase K 20 mg/ml BI037037 Bioline

Ribonuclease A
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2.4 Peptider

Tabell 2.5 Oversikt over peptider brukt i denne oppgaven, og deres aminosyresekvens.

Peptid Aminosyresekvens Stock lesning  Leverander
Aprotinin
CSP-1 N-EMRLSKFFRDFILQRKK-C 100 pg/ml Research Genetics Inc.

2.5 Antibiotika

Tabell 2.6 Oversikt over antibiotika brukt i denne oppgaven.

Antibiotikum Stock lesning Produktnummer Leverander

Kanamycin 100 mg/ml K4000 Sigma-Aldrich

Streptomycin 100 mg/ml S6501 Sigma-Aldrich

Spectinomycin 100 mg/ml S4014 Sigma-Aldrich
2.6 Kits

Tabell 2.7 Oversikt over kits brukt i denne oppgaven.

Navn Formal Produktnummer Leverander
Nucleospin® Gel and  Rensing av PCR product ~ 740609.250 Machnery-Nagel
PCR Clean-up og ekstraksjon av DNA

fra agarose gel
Nucleobonds® AXG  Isolering av genomisk Machnery-Nagel

columns & buffers DNA fra celler
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2.7 Utstyr

Tabell 2.8 Oversikt over utstyr brukt i denne oppgaven. Standard laboratorieutstyr ble ogsa brukt, men er ikke
vist i denne tabellen.

Utstyr Modell Leverander
Gel kamera GelDoc-1000 BioRad
HPLC maskin Dionex UltiMate 3000 Thermo-Fisher Scentific
C18 HPLC kolonne Halo 160 A ES-C18,2.7 um,  Advanced-material Tech
4.6 x250 mm
C8 HPLC kolonne MC-Triat C8/S-3um/12nm, YMC Co., LTD
4.6 x 250 mm
Kolonnekromatografi maskin AKTA pure 25 GE Healthcare
Ionebyttekromatografi kolonne ~ Mono Q anionkolonne GE Healthcare
Gelfiltreringskolonne Superdex™ 30 Increase GE Healthcare
10/300 GL
Plateleser Hidex Sense Hidex
Mikroskop LSM700 Zeiss
Spektrofotometer NanoDrop 2000 Thermo-Fisher Scentific
PCR maskin ProFlex PCR Systems Applied biodynamics
Vakuum pumpe og Gel pump GP100 Savant
kondensasjonsfelle
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2.8 Kjemikalier

Tabell 2.9 Alfabetisk oversikt over kjemikalier brukt i denne oppgaven, inkludert kjemisk formel,

produktnummer og leverander.

Kjemikalie Formel Produktnummer Leverander
Acetonitrile MeCN

Acetat CH;COOH 1.00063.1011 Sigma-Aldrich
Adenosin Ci0H13N504 A9251 Sigma-Aldrich
Aktivt kull C 1.020184.1000 Merck
Agarose 15510-027 Invitrogen
Agar pulver

Albumin BSA A7906 Sigma-Aldrich
Amberlite® XAD-16N XAD16 Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 A4418 Sigma-Aldrich
Asparagine monohydrate

BactoTM Brain Heart 237200 BD Diagnostic
Infusion

BactoTM Todd Hewitt 249240 BD Diagnostic
Bactotrypton

Biotine CioHisN203S 19606 Sigma-Aldrich
Blod fra sau Thermo Fisher
Bromfenol bl Ci9HoBrsOsSna B-5525 Sigma-Aldrich
Butanol CsHyOH

Casitone

Choline klorid CsH1sNO.CI C1879 Sigma-Aldrich
di-kalsiumfosfat CaHPOq4 102304 Merck
di-natriumfosfat Na,HPO, 1.06580.1000 Merck

DTT C4H100:S2

EDTA CioH16N2Na,O8.H.O 20 296.360 VWR

Etanol 70% og 100%

C,HsOH




Kjemikalie Formel Produktnummer Leverander
Gjerekstrakt 1.04086.0250 Merck
Glassull 1.04086.0250 Merck
Glukose 20% CsH1206 10117gK VWR
Glutamin CsHioN20s3

Glyserol (50%) C;3Hz03 1.04094.1000 Merck

Glysin C2HsNO; 1.0421.1000 Merck
Isopropanol

Jern(Il)sulfat heptahydrat  FeO4S.7H.O 44970 Fluka
Kaliumfosfat KH>HPO4 104873 Merck
Kaliumklorid KCl

Kalsium klorin anhydrine ~ CaCl 44970 Fluka
Kobbersulfat pentahydrat  CuSO4.5H,0 61240 Fluka
L-cystein hydroklorid CsH7NO,S.HCl 30130 Fluka
L-tryptofan C11H12N202

M-17 (oxoid)

Magnesium klorin CIMg.6H,0O 63072 Fluka
hexahydrat

Mangan(ID)klorid MnCl,

Mangan(Il)klorid MnCl,.4H,0O 31422 Riedel-de Haén
tetrahydrat

Metanol (100%) CH,OH 603-001-00-x Merck
Metansyre CH,COOH

Miiller Hinton

Natrium acetat C,H30:Na S3272 Sigma-Aldrich
Natriumhydroksid NaOH 1.06469.1000 Merck
Natriumklorid NaCl 1.06464.1000 Merck
Natrium pyruvat CsH3NaO; P8574 Sigma-Aldrich
Nikotinsyre CeHsNO» 72309 Fluka




Kjemikalie Formel Produktnummer Leverander
peqGREEN PEQL37-501 Saveen Werner
Pyrodoxin hydroklorid CsHiiINO;HCI 95180 Fluka
Riboflavin C17H20N405 R-7649 Sigma-Aldrich
Saltsyre HCI 30721 Riedel-De Haén
Sinksulfat heptahydrat ZnS04.7H,0 96500 Fluka

Sukrose C1202H1; 102745C BHD

Thiamine hydroklorid Ci2Hi7CIN4OS.HCl  T4625 Sigma-Aldrich
Trifluoracetic acid (TFA) C,HF;0; 302031 Sigma-Aldrich
Tris base

Uridin CoH12N>06 U6381 Sigma-Aldrich

2.9 Oppskrifter pa vekstmedium og buffere

2.9.1 C medium

Gjerekstrakt:
40 g gjerekstrakt

360 ml dH2O
37 % HCI
16 g aktivt kull

Losningen ble blandet 1 10 minutter, og inkubert pa 4 °C 1 2 timer, for den ble filtrert over natt
gjennom en kolonne med glassull og celitt. Lesningen ble justert til pH 7,4 med hoymolaritets
NaOH, og volumet ble justert til 400ml med dH>O. Den ferdige lasningen ble sterilfiltrert, og

lagret 1 4ml enheter pa -80 °C.

ADAMS I:

150 pl 0,5 mg/ml Biotine

75 mg nikotinsyre

87,5 mg pyrodoxin hydroklorid (4 °C)
80 mg thiamine hydroklorid

35 mg riboflavin
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Losningen ble justert til pH 7,0, og et endelig volum pé 0,5 L, for den ble sterilfiltrert og lagret
pa 4 °C.

ADAMS II:

500 mg jern(Il)sulfat heptahydrat
500 mg kobbersulfat pentahydrat
500 mg sinksulfat heptahydrat

500 mg mangan(Il)klorid tetrahydrat
10 ml konsentrert HCL

Lesningen ble justert med dH»O til et endelig volum pa 100 ml, sterilfiltret og lagret pd 4 °C.

ADAMS III:

128 ml ADAMS I

3,2 ml ADAMS II

1,6 g Asparagine monohydrate
160 mg Choline

0,4 g kalsium klorin anhydrine

16 g magnesium klorin hexahydrat

Losningen ble justert med dH>O til et endelig volum pa 800 ml , og pH justert til 7,6, for
losningen ble sterilfiltrert og lagret pa 4 °C.

Pre- C-medium:

22,5 mg L-cystein HCI
4 g natrium acetat

10 g casitone

12 mg L-tryptofan

17 g di-kalsiumfosfat

Lesningen ble justert med dH»O til et endelig volum pa 2 L, og lagret i sterilfiltrerte enheter pa
150 ml i romtemperatur.

Tilsatt til 150ml pre- C medium:

150 pl 0,4mM Mangan(Il)klorid
1,5 ml 20% Glukose
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3,75 ml ADAMS III

110 pul 3% Glutamin

2,5 ml 2% Natrium pyruvat

95 ul 1,5M Sucrose

1,5 ml 2mg/ml Uridine adenosine

1,5 ml 8% Albumin/ BSA

3,75 ml gjeerekstrakt

For bruk ble lesningen blandet godt og sterilfiltrert. C-medium ble lagd ferskt den dagen det
skulle brukes, og oppbevart pd 4 °C.

2.9.2 Todd Hewitt (TH) medium

TH medium ble lagd ved & lese 30 g TH pulver i 1 L dH»O, det ble s sterilisert ved

autoklavering.

TH agar til stepning av petriskler ble lagd ved & lese 15 g TH pulver og 7,5 g agar pulver
(1,5% agar) 1 500 ml dH>O. Agaren ble autoklavert og fordelt i omtrent 20 petriskéler etter

autoklavering.

TH soft agar til overlay ble lagd ved & lese 9 g TH pulver og 2,25 g agar pulver (0,75% agar)
1300 ml dH>0, blandingen ble sterilisert ved autoklavering.

2.9.3  Brain Heart Infusion (BHI) medium
BHI medium ble lagd ved a lese 37 g BHI pulver i 1 L dH»O, og sterilisert ved autoklavering.

BHI agar til stopning av petriskaler ble lagd ved a lese 18,5 g BHI pulver og 7,5 g agar pulver
(1,5% agar) 1 500 ml dH20O. Agaren ble sterilisert ved autoklavering og fordelt 1 omtrent 20

petriskéler.

BHI soft agar til overlay ble lagd ved a lese 9,25 g BHI pulver og 2,25 g agar pulver (0,75%
agar) 1 300 ml dH»O. (
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2.9.4 2.6.4. Miiller Hinton (MH) petriskaler

MH agar til stepning av petriskaler ble lagd ved a lese 9,5 g MH pulver i1 250 ml sjovann, og

sterilisert ved autoklavering. Etter autoklavering ble agaren fordelt i omtrent 10 petriskéler.

2.9.5 2.6.5 Luria Bertani (LB) soft agar
For a lage LB soft agar til overlay ble de felgende ingrediensene last i 300 ml dH»O:

3g Bactotrypton

1,5 g gjerekstrakt pulver

3 g Natriumklorid

2,25 g (0,75%) agar pulver

Blandingen ble ristet godt, og sterilisert ved autoklavering

2.9.6 2.6.6 GMI17 soft agar

GM17 soft agar ble lagd med M17 (oxoid), 0,5% (v/v) glukose, og 0,75% (w/v) agar. Ferdig

soft agar ble oppbevart i romtemperatur og smeltet i mikrobglgeovn fer bruk.

2.9.7 Buffere og losninger til agarose gelelektroforese

50x Tris-acetat-EDTA (TAE):

424 g Tris base
57,1 ml acetat
100 m1 0,5 M EDTA pH 8.0

Losningen blandes godt, og justeres til et endelig volum pd 1 L med dH>O.

10x Loading Buffer:

10 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

20% Glukose

0,01% Bromfenol bla
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1 kb DNA ladder (50 mg/ml):

50 pl 1 kb ladder (Invitrogen)
200 pl 10x loading buffer
750 pul dH>O

1% Agarose gel:

0,50 g Agarose

50 ml TAE buffer

2 ul peqGREEN

Losningen ble kokt i mikrobglgeovn til agarosen var fullstendig opplest, for peqGREEN
fargestoff ble tilsatt. Etter stoping tar det omtrent 30 min for gelen er klar til bruk.

2.9.8 Losninger til HPLC

Buffer A: 0.05% TFA:

250 ul TFA ble lgst I dH>O til et endelig volum pé 0,5 L og en endelig konsentrasjon pa 0,05%
TFA.

Buffer B: 100% acetonitril i 0,05 % TFA:

250 ul TFA ble lest 1 500 ml 100% acetonitril.

2.9.9 Buffere til ionebyttekromatografi

1,5 M Tris-HCI pH 8.8:

Los 181,65 g Tris base 1 omtrent 800 ml dH>O, og bruk konsentrert HCI til 4 justere pH til §,8.
Tilsett dH>O til et endelig volum pé 1 L.

20 mM Tris pH 7.4 + 1 M NaCl

5ml 1M Tris og 14,61 g NaCl ble tilsatt 1 245 ml dH>O og blandet godt.
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2.9.10 Buffere og standarder til gelfiltrering

20x TBS:

Los 48,4 g Tris base og 160 g NaCl 1 omtrent 800 ml dH»O. Juster pH til 7,6 med konsentrert
HCI. Juster til endelig volum pa 1 L med dH>O.

Standarder til kalibrering:

0,2 mg Aprotinin og Ribonuclease A, 7,0 mg Glysin, og noen korn Blue Dextran lgses i 1 ml

TBS.

2.9.11 Andre buffere
PBS:

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g Na,HPO4

0,24 g KH2PO4

Losningen blandes godt i 800 ml dH,O, og pH justeres til 7,4 med enten HCI eller NaOH
avhengig av utgangspunktet. Sluttvolum justeres til 1 L med dH»O.
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3 Metoder

3.1 Kultivering og dyrkning av bakterier

Bakterier fra sjgvann og sjebunn ble dyrket pa petriskiler med Todd Hewitt-, Brain Heart
Infusion- og Miiller Hinton agar, med og uten sjevann. Volum pa 100 ul av de ulike
vannprevene ble platet ut pa hver skal, og skalene ble inkubert i romtemperatur i 1-3 degn.
Kolonier til renstryking ble plukket med en podenal, og streket ut pa en plate (Figur 3.1) med
samme vekstmedium som skélen kolonien ble plukket fra. Kolonier til frystestokker og
startkulturer ble dyrket i1 flytende vekstmedium til de nddde den eksponentielle vekstfasen, ved
ODsso = 0,3. Glyserol ble tilsatt til en endelig konsentrasjon pa 15% (v/v), og bade
frystestokkene og startkulturene ble lagret ved -80 °C.

Figur 3.1 Eksempel pé strykemenster til renstryking. Enkeltkolonier kan plukkes med en podenal. Figuren er laget
i Biorender.

S. pneumoniae ble dyrket 1 flytende C-medium 1 lufttette falkonrer, eller pa TH-agar 1 lufttette
beholdere. Oksygenet 1 beholderne ble fjernet ved & tilsette AnaeroGen™ poser (38).
AnaeroGen™ posene inneholder askorbinsyre og aktivt karbon som reagerer med oksygenet i
beholderen og produserer karbondioksid. Dette resulterer i at etter 30 min er oksygeninnholdet
redusert til < 1 % (38). S. pneumoniae 1 C-medium ble inkubert pd vannbad ved 37 °C, mens

plater ble plassert 1 et varmeskap med 37 °C. De andre Streptococcus stammene som er brukt 1

denne studien (Tabell 3.1) ble dyrket pa samme méte.

Bakterieartene brukt til soft-agar overlay (Tabell 3.1) ble dyrket aerobt og under folgende
forhold; E. coli ble dyrket 1 LB-medium, ved 37 °C og risting, pseudomonas ble dyrket 1 BHI-
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medium ved 22 °C, B. subtilis og S. aureus ble dyrket 1 BHI-medium ved 37 °C og risting, og
L. lactis og E. faecalis ble dyrket i GM17-medium ved henoholdsvis 37 °C og 30 °C.

For & teste ulike bakteriers sensitivitet mot fusiformicin ble L. fusiformis dyrket pd TH-
agarplater ved & applisere tre ul flytende kultur pd en TH-agarplate, og inkubere den over natten
ved romtemperatur og normale atmosfariske betingelser. Flytende kultur ble forst produsert
ved a plukke en koloni fra en plate med renstryking, og inokulere den 1 to ml flytende TH. Nér
cellene nddde eksponentiell vekst ble volumet av TH okt til fem ml. Ved senere anledninger
ble startkulturer pa fem ml benyttet. For produksjon av store mengder fusiformicin ble en ml
flytende L. fusiformis kultur tilsatt en 1 L glasskolbe med 500 ml flytende TH-medium, og
inkubert pd romtemperatur 1 fire dager uten risting. Etter fire dager ble supernatanten hestet ved
a sentrifugere 1 fem minutter ved 7000g og 4 °C. Supernatanten ble lagret ved -20 °C. Denne
kultursupernatanten med fusiformicin vil bli omtalt som «supernatant» videre 1 teksten om ikke

annet er spesifisert.

3.2 Soft-agar overlay analyse

Soft-agar overlay er en teknikk hvor for eksempel bakteriekolonier pa en petriskal dekkes av et
tynt lag soft-agar som inneholder en annen bakterie, en sékalt indikatorbakterie. Dette kan gi
informasjon om bakteriene pa petriskdlen produserer stoffer med antimikrobiell aktivitet mot
bakterien i1 soft-agar overlayet. Soft-agar overlay kan ogsa brukes til & teste om ulike kjemiske
eller enzymatiske behandlinger av et antimikrobielt stoff pévirker aktiviteten til stoffet. Om
innholdet pd petriskdlen inhiberer indikatorbakterien i1 overlayet vil det dannes en hemmesone

hvor indikatorstammen ikke kan vokse (39).

For overlay md indikatorstammen dyrkes 1 flytende medium til den er 1 eksponentiell vekst, det
vil si ODsso~ 0,3. Deretter overfores 100 pl av indikatorbakterien til et glassror med fem ml
softagar (45°C) som sé vortexes, for softagar med indikatorbakterien helles over petriskalen og
raskt fordeles i et jevnt lag. Soft-agaren stivner fort, og petriskalen med overlay inkuberes under
de optimale vekstforholdene til indikatorbakterien (39). Figur 3.2 viser overlay-teknikken nar

S. pneumoniae brukes som indikatorbakterie.
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Figur 3.2 Viser hvordan overlay med S. pneumoniae RH425 ble forberedt, og brukt til & dekke petriskéler med
kolonier av havbakterier for a teste om noen av dem viste antimikrobiell aktivitet mot RH425. Den samme
teknikken ble benyttet for alle overlay. Figuren er laget i Biorender.

I denne oppgaven ble S. pneumoniae RH425 brukt som indikatorbakterie for screening av
antimikrobielle stoff produsert av havbakterier, og under biokjemisk karakterisering av
fusiformicin. Fusiformicin ble ogsé testet mot flere andre indikatorstammer 1 Streptococcus

slekten og et utvalg andre bakterier. En oversikt over disse bakteriene finnes i Tabell 3.1.

Tabell 3.1 Oversikt over hvilke bakteriearter som ble brukt til softagar overlay, hvilke medium som ble brukt til
softagar for hver art, og hvilke temperaturer og oksygenforhold de ble dyrket ved.

Bakterieart Soft-agar Temperatur Aerob/ anaerob
Streptococcus spp, TH 37°C anaerob
Escherichia coli LB 37°C aerob
Pseudomonas isolat 133 BHI 22°C aerob

Bacillus subtilis BHI 30 °C aerob
Lactococcus lactis GM 17 37°C aerob
Staphylococcus aureus BHI 37°C aerob
Enterococcus faecalis GM 17 30 °C aerob
Mycobacterium smegmatis BHI 37°C aerob
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3.3 Innledende tester for karakterisering av fusiformicin

Enkle kjemiske tester kan brukes for & finne noen av de kjemiske og fysiske egenskapene til et
ukjent stoff. De som er benyttet i denne oppgaven er beskrevet nedenfor. Alle testene ble utfort
pa en ml ubehandlet supernatant fra en L. fusiformis kultur, med unntak av Proteinase K-testen
som ble gjentatt med 50x oppkonsentrert supernatant, og DTT-testen som ble utfert med
Amberlite® XAD 16N oppkonsentrert supernatant. Restaktiviteten til fusiformicin etter de
kjemiske testene ble undersekt ved & applisere tre ul av hver prave pa en TH agarskal med et

S. pneumoniae RH425 overlay.

3.3.1 Proteinase K

Proteinase K er en endopeptidase som katalyserer spaltingen av peptidbindinger i proteiner. Et
ukjent stoff kan behandles med Proteinase K for & finne ut om det er peptidbasert eller ikke
(40). Til en ml supernatant ble det tilsatt en pl Proteinase K (20 mg/ml) slik at
sluttkonsentrasjonen ble 20 pg/ml. Reret ble invertert for & blande godt, og deretter inkubert pa
37 °C i en time. Etter inkubering ble roret plassert pa en varmeblokk pa 95 °C i 10 minutter,
sammen med et ror som kun innehold supernatant. Reret med supernatant ble brukt som negativ

kontroll.

3.3.2  Sterilfiltrering

Sterilfiltrering kan brukes for & sterilisere losninger som ikke kan autoklaveres, og for & fjerne
partikler over en bestemt storrelse fra en losning. Partikler som er storre enn porestoerrelsen til
filteret vil ikke passere. Poresterrelsen som ble brukt til sterilfiltrering av en ml supernatant var

pa 0,2 um.

3.3.3  Ammoniumsulfat-felling

Ved hoye saltkonsentrasjoner vil leseligheten til proteiner reduseres. Dette er fordi
overflatespenningen 1 vannet oker, og det forer til at mengden hydrofobiske interaksjoner
mellom protein og vann gker (entropisk ugunstige interaksjoner fordi vannmolekylene danner
ordnede strukturer mot de hydrofobe flatene). Proteinet reagerer med & minske overflatearealet,

for & minimere kontakten med vannet. Dette gjor proteinet ved & aggregere med andre proteiner
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noe som forer til at de felles ut. Tilsetting av salter, for eksempel ammoniumsulfat ((NH4)2SO4)

kan derfor brukes for a isolere og oppkonsentrere proteiner (41).

Folgene protokoll ble brukt for ammoniumsulfat-felling: 10 g (NH4)>SO4 ble lost 1 25 ml
kultursupernatant av L. fusiformis (sluttkonsentrasjon pa 40%) Lesningen ble inkubert 1 en time
ved romtemperatur for utfelt materialet ble isolert ved sentrifugering pa 25 000g 1 30 min, og

supernatanten fjernet. Pelleten ble resuspandert 1 to ml dH>O, og overfort til eppendorfror.

3.3.4 Butanolekstraksjon

Butanol er et hydrofobt organisk stoff og vil trekke til seg andre hydrofobe forbindelser. Nar
butanol blandes med en vandig lesning vil blandingen skille seg i en vannfase, en hydrofob
butanolfase, og noen ganger en interfase mellom butanol- og vannfasen, som vist i Figur 3.3.
Butanol har lavere tetthet enn vann og legger seg derfor pa toppen av vannfasen. I denne
oppgaven ble ti ml supernatant vortexet 1 ett minutt med to ml butanol 1 et 15 ml falkonrer.
Roret ble s sentrifugert ved 4000g 1 fem minutter. En ml prove ble tatt ut fra hver av fasene
som ble dannet. Butanolfasen og interfasen er giftige og veksthemmende for bakterier. For &
teste om fusiformicin var i butanolfasen matte butanolen derfor fjernes vha. en vakuumpumpe

med kjelefelle. Pelleten som ble igjen ble lost 100 ul dH-O.

S—
/ Butanolfase
——— > Interlfase

Vannfase

Figur 3.3 Skjematisk fremstilling av plasseringen til butanol-, vann-, og interfasen i et reagensrer. Butanolfasen
vil legge seg pé toppen, og vannfasen i bunnen av reret. Interfasen vil veere mellom de to andre fasene nar den er
synlig. Figuren er laget i Biorender.
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3.3.5 Dithiotheitrol (DTT)

DTT er et redokskjemikalie som forstyrrer korrekt folding av proteiner ved & bryte disulfidbroer
som kan oppstd mellom cysteiner. Hvis et stoff inhiberes av DTT kan det tyde pa at det er et
peptid eller protein som inneholder disulfidbroer (42). Stocklesningen av DTT hadde en
konsentrasjon pd 0,5 M, og den enskede sluttkonsentrasjonen var pa 50 mM. Til ni ul
Amberlite®- oppkonsentrert supernatant ble det tilsatt en ul DTT. Reret ble invertert, og
deretter inkubert 1 30 min ved romtemperatur. Det ble lagd en negativ kontroll med 50 mM

DTT fortynnet med dH>O.

3.4 Vakuumtorking

Giftige lesemidler som butanol og acetonitril matte fjernes for prevene kunne testes for
antimikrobiell aktivitet. Giftige stoffer ble dampet vekk i et tredelt system for vakuumterking.
Den forste delen bestar av en liten sentrifuge som kan varmes opp, og den er koblet til en
vakuumpumpe og en kjoelefelle. Vakuumpumpen lager et vakuum i sentrifugekammeret, slik at
alle vaesker som fordamper blir sugd gjennom et ror og inn 1 kjolefellen. I kjolefellen er
temperaturen -50 °C, og gassene kondenserer og blir fanget. Kjolefellen mé skrus pa 30 min
for bruk, slik at den rekker & bli kald. Hvis den ikke er kald vil ikke gassene kondensere, og de

vil unnslippe til luften som pustes inn.

3.5 Oppkonsentrering av fusiformicin med Amberlite ® XAD 16N kuler

Amberlite® XAD 16N hydrofobiske kuler kan brukes til & oppkonsentrere hydrofobiske
forbindelser og til & separere store organiske molekyler. Kulene er spesielt godt egnet for
proteiner. De har en porediameter pa 100 A, og overflaten pa innsiden er 900 m?*/g. Molekyler
som er mindre enn 100 A binder hydrofobisk til overflaten pa innsiden av kulene. Avhengig av
de kjemiske egenskapene til molekylene som er bundet til kulene, vil molekylene elueres ved
ulike konsentrasjoner av et organisk lesemiddel. Eksempler pd losemidler som kan brukes er

metanol og etanol (43).

Amberlite® XAD-kuler ble brukt som det forste rensesteget av fusiformicin fra supernatant.

200 ml supernatant ble tilsatt ca. tre gram Amberlite® XAD-kuler, og inkubert 1 minst en time
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paristing. Etter inkubering ble kulene hestet ved 4000g 1 fem minutter, og supernatanten fjernet
ved hjelp av en fem ml pipette. Kulene ble vasket to ganger med fem ml dH»O, deretter en gang
med fem ml 20% etanol, og til slutt ble fusiformicin og andre hydrofobiske forbindelser eluert
med fem ml 100% etanol. Etter hvert rensesteg ble kulene hestet ved 4000g 1 to minutter.
Fraksjoner fra alle vasketrinn samt supernatant etter inkubasjon med Amberlite-kuler ble tatt
vare pa. For & fjerne etanol og oppkonsentrere mengden fusiformicin ble fraksjonene

vakuumterket, og pelleten resuspandert 1 50 ul dH>O.

3.6 Relativ MIC og hemolyse

Minimum inhiberingskonsentrasjon (MIC) er den minste mengden av et antibiotikum som skal
til for & inhibere vekst av en bakterie. Siden massen til fusiformicin er ukjent ble en relativ MIC
verdi funnet ved & tilsette fortynninger av fusiformicin til S. pneumoniae kultur, og ODsso brukt
for & male bakteriell vekst (44). Hemolyse er ndr rade blodceller lyserer og frigjer hemoglobin
(45). Hemolyse kan fore til store skader, og til og med ded, hos mennesker, og stoffer som gir
stor grad av hemolyse egner seg derfor déarlig som medisiner. Graden av hemolyse kan males
ved & separere plasma fra blodcellene, og male mengden hemoglobin i plasma med et

spektrofotometer (46).

For MIC ble det antatt at 20 ul Amberlite®-oppkonsentrert supernatant med fusiformicin var
mer enn nok til & hemme vekst av 280 ul RH425. Det ble deretter laget en to- folds
fortynningsrekke, og konsentrasjonen av fusiformicin ble fortynnet 11 ganger. De ulike
fortynningene ble sé tilsatt 1 hver sin brenn pa en mikrotitrerplate, og 280 pul RH425, med
ODsso= 0,05, ble tilsatt 1 hver brenn. Den siste brennen inneholdt kun vann, og fungerte som
en negativ kontroll. Bakterievekst ble mélt ved ODsso hvert femte minutt 1 atte timer pd en
Hidex Sense plateleser. For hemolyse ble 280 ul blodceller i PBS tilsatt 20 pl av de samme
fortynningene, og ODa49p ble malt en gang. Positiv kontroll for hemolyse var en preove med 1%

Triton-X100 1 PBS.
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3.7 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) er en form for kolonnekromatografi hvor
en praove (den mobile fasen) pumpes gjennom en kolonne (den stasjonare fasen) ved hoyt trykk.
Reversfase HPLC beskriver et system hvor den mobile fasen er polar, og den stasjonare fasen
er hydrofob. Hvor lang tid det tar for en spesifikk forbindelse & passere gjennom kolonnen
avhenger av hvor sterk interaksjonen mellom forbindelsen og kolonnematerialet er. Styrken pa
interaksjonen avhenger hovedsakelig av polariteten til de ulike forbindelsene i1 praven. Det vil
st at ved reversfase HPLC vil hydrofobe forbindelser bruke lengere tid pa & passere gjennom
kolonnen enn hydrofile forbindelser. Ofte mé& hydrofobe stoff elueres med organiske lesemidler
der de mest hydrofobe elueres ved hayest konsentrasjon av eluent. Hvor lang tid en forbindelse

bruker pé & passere gjennom kolonnen kan derfor si noe om hvor hydrofob den er (47).

Nér HPLC brukes til rensing av ulike forbindelser i1 en prove samles det opp fraksjoner 1 testror
etter hvert som de ulike forbindelsene elueres fra kolonnen. Siden ulike forbindelser binder til
kolonnen med ulik styrke vil de eluere ved ulike tidspunkt og bli samlet opp 1 ulike fraksjoner.
Ved analytisk HPLC sendes losningen gjennom en detektor etter hvert som ulike forbindelser
elueres. Et eksempel pé en detektor som kan brukes er et spektrofotometer som maler UV ved
en bestemt belgelengde (47). Bolgelengden kan deretter plottes mot elueringstid (ogséa kalt

retensjonstid) 1 et kromatogram.

Under arbeidet med denne oppgaven ble reversfase HPLC brukt til rensing av Amberlite®-
oppkonsentrert fusiformicin og fraksjoner fra gelfiltrering (se seksjon 4.5). Det ble
hovedsakelig benyttet en C'8-kolonne fra Advanced-material Tech, men en C¥-kolonne ble ogsé
testet. Begge kolonnene ble koblet til en Dionex UltiMate 3000 HPLC maskin fra Thermo-
Fisher Scientific. Siden molekyler har hagyest hydrofobisitet ved sine respektive pKa-verdier vil
sma variasjoner av pH-verdien 1 pKa omrédet kunne ha stor pdvirkning pd hydrofobisiteten til
molekylet og forhindre god separasjon av molekyler. Man ensker derfor en pH som ligger langt
unna pKa-verdiene til molekylene som skal separeres. Provene ble derfor blandet 1:1 med
losning A (0,05% TFA) for & sikre en pH (pH = 2,1) som protonerer de fleste stoff. Kolonnen
ble ekvilibrert med den samme lgsningen. Etter at pravene var satt pa kolonnen ble de eluert
med en lineer gradient fra 0-100% lesning B (100% acetonitril 1 0,05% TFA eller 0,1%

maursyre). To ulike elueringsgradienter ble benyttet. En hvor konsentrasjonen av lgsning B
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okte fra 0-100% 1 lepet av 30 min, og en hvor konsentrasjonen gkte fra 0-100% 1 lepet av 120
min. Absorbans ble mélt ved 206 nm. Vaskestrammen ble satt til 0,5 ml/min, og fraksjoner

ble samlet for hvert minutt, med mindre noe annet er spesifisert i resultatene.

Alle fraksjonene ble vakuumterket, og pelletene resuspendert i 25 ul dH>O, for det ble testet
om de inneholdt fusiformicin. Testingen ble enten gjort ved hjelp av plateleser, eller ved &
applisere tre pl av fraksjonene pa et S. pneumoniae RH425 softagar-overlay, og undersoke
hvilke fraksjoner som inhiberte vekst. I de tilfellene hvor plateleser ble brukt ble brennene pa
en mikrotitrerplate fylt med 300 ul flytende RH425 kultur med ODsso~ 0,02, og ti pl av hver
elueringsfraksjon. En bronn med 300 pl C-medium ble brukt som blank, og en med brenn med
kun 300 ul RH425 ble brukt som positiv kontroll. ODsso ble mélt i hver brenn hvert 5. minutt 1

8 timer 1 en Hidex Sense plateleser.

3.8 lonebyttekromatografi (IEC)

Ionebyttekromatografi separer molekyler basert pa overflateladningen deres. Kolonnen som
brukes kan vere positivt eller negativt ladet. Hvis kolonnen er positivt ladet vil den binde
molekyler med negativ ladning, den kalles da en anionbytter og vice versa for en negativt ladd
kolonne (kationbytter). Molekylene som er bundet til kolonnen kan deretter bli eluert ved a
tilsette en buffer med hoye saltkonsentrasjoner eller ved & endre pH. Saltionene med motsatt
ladning av kolonnen vil etter hvert utkonkurrere proteinene ved & binde enda sterkere til
kolonnematerialet (48). Det isoelektriske punktet (pI) til proteiner er den pH-verdien som gir
en netto ladning lik null. Nar proteinet er i en buffer med pH heyrere enn pl, vil det vere
negativt ladet (anionisk) og binde til en anionbytter. Nér pl ikke er kjent brukes en buffer med
pH som er sa hoy eller lav (over pH = 8,5 eller lavere enn pH 5,5) at den mest sannsynlig er

ulik pI (49).

I denne oppgaven ble en Tris-HCl buffer med pH 8,8 brukt. 240 pl eluat fra
amberlitekonsentrert kultursupernatant ble sentrifugert ved 20000g i fem min, og
supernatanten ble tilsatt Tris-HCI buffer til en sluttkonsentrasjon pa 20 mM. Preven ble deretter
applisert pa en anionkolonne (Mono Q) koblet til en Akta pure 25 kromatografimaskin fra GE
Healthcare. Stoff bundet til kolonnen ble eluert med en linear gradient av NaCl fra0 — 1 M 1
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20 mM Tris pH 8,8 over en tidsperiode pd 30 minutter. Fraksjoner fra elueringen, inkludert
«flow through», ble samlet opp ved hjelp av et automatisk oppsamlingssystem koblet til
kromatografimaskinen, og UV ble malt. Fraksjonene ble vakuumterket og pelleten ble lost i
200 ul dH2O, fer de ble testet for antimikrobiell aktivitet ved & applisere tre ul av hver fraksjon
pa et S. pneumoniae RH425 softagar-overlay.

3.9 Gelfiltrering

Gelfiltreringskromatografi separer molekyler, for eksempel proteiner, peptider eller
oligonukleotider, basert pa storrelse. Molekylene sendes gjennom en kolonne med porese kuler,
og vil diffundere inn 1 kulene i ulik grad. Sma molekyler vil diffundere lengere inn i porene pa
kulene, og derfor bevege seg saktere gjennom kolonnen. Sterre molekyler vil 1 mindre grad
diffundere inn 1 porene, og noen vil ikke ga inn 1 porene 1 det hele tatt, de vil derfor bevege seg
raskere gjennom kolonnen. Bade storrelse og den tredimensjonale formen til molekylene vil
pavirke hvor lang tid et molekyl bruker pa a passere gjennom kolonnen (10). Gelfiltrering kan
brukes til & estimere starrelsen pd molekyler og til & separere ulike molekyler 1 en lesning. For
a kunne estimere storrelsen pa molekyler ved hjelp av gelfiltrering ma kolonnen kalibreres med
molekyler av kjent sterrelse (50). Under kalibrering vil et molekyl som diffunderer helt inn 1
kulene passere gjennom kolonnen nér et visst volum veske tilsettes. Dette volumet refereres til
som totalvolumet til kolonnen (V). Et molekyl som er storre enn porene vil renne gjennom
kolonnen nar et mindre volum tilsettes, dette volumet referes til som «void volumy» (Vo) til

kolonnen (51).

Til gelfiltrering ble 100 pl amberlitekonsentrert fusiformicin blandet med 100 ul TBS, og
blandingen ble sentrifugert pd maks hastighet 1 fem min, for supernatanten ble overfort til et
nytt rer. Akta kromatografimaskinen og gelfiltreringskolonnen ble deretter ekvilibrert med
TBS, for proven ble applisert og gelfiltreringen startet. 1 ml fraksjoner ble samlet opp hvert
minutt mellom Vo og V. Vakuumterking ble brukt for & oppkonsentrere mengden stoff 1 hver
fraksjon. Deretter ble fraksjonene testet for biologisk aktivitet ved & applisere tre pl av hver

fraksjon pa et RH425 overlay.
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3.10 Mikroskopering

Fasekontrastmikroskopi ble brukt for 4 underseke morfologien til ulike isolater fra Hvitsten og
S. pneumoniae mutanter som var spontanresistente mot fusiformicin. Det var ogsé planlagt a
underseke S. pneumoniae RH425 tilsatt veksthemmende mengder fusiformicin, men dette ble
ikke gjennomfert pga. Covid-19. Felgende protokoll ble brukt: En liten pipettespiss ble brukt
til & plukke kolonier av L. fusiformis fra en TH agarplate, for de ble lost 1 50 ul PBS. Det ble
ogsa tatt bilder av L. fusiformis fra flytende kultur. 0,5 ul bakterier oppkonsentrert i PBS ble
direkte applisert pa agarosen. Startkulturer med de spontantresistente mutantene, ODsso= 0,300
ved frysing, ble tint og sentrifugert ved 4000g 1 fem min. Etter at supernatanten var fjernet ble
den gjenvaerende pelleten av bakterieceller resuspandert i 100 ul PBS. For & immobilisere
bakteriecellene ble det stopt et tynt lag av 1,2% agarose i PBS gel pa objektglasset, og etter at
gelen hadde stivnet ble 0,5 upl bakteriesuspensjon applisert pa agarosen 1 brennene pa
objektglasset, for et dekkglass ble forsiktig satt pa. Cellene ble undersegkt 1 et Zeiss LM700
mikroskop, med et 100x fasekontrast objektiv. Bilder ble tatt med et ORCA-Flash 4.0 V2
Digital CMOS kamera koblet til mikroskopet, og bildebehandling ble gjort i Imagel.

3.11 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Prinsippet for PCR-teknikken ble oppfunnet av Prof. Kjell Kleppe pad 1960-tallet, men ble
videreutviklet av Dr. Kary Mullis pad 1980-tallet ved at han benyttet en varmestabil DNA
polymerase (52). P4 den maten kunne metoden automatiseres ved at man slapp og tilsette nytt
enzym for hver syklus. PCR-teknikken har gjort det mulig & lage millioner kopier av en
spesifikk DNA sekvens. Dette har revolusjonert DNA kloning og sekvensering, funksjonell
analyse av gener, forskning pa bade arvelige og infeksigse sykdommer, og identifiseringen av
genetiske fingeravtrykk (53). Teknikken benytter som nevnt et enzym kalt DNA polymerase til
a syntetisere nye DNA trdder som er komplementare til den originale DNA trdden (templatet).
Det som er spesielt for DNA polymerase som brukes til PCR er at de er varmestabile (vanligvis
isolert fra termofile bakterier som for eksempel Thermus aquaticus), sa de téler & varmes opp
til over 90 °C og kjeles ned igjen gjentatte ganger. DNA polymerase kan kun legge til nye
nukleotider til en eksisterende 3°’-OH gruppe, og derfor trengs det sakalte primere. En primer
er en kort DNA-sekvens som er komplementar til et omrade pd templatet, og vil raskt binde til
templatet under en PCR (53). I en PCR trengs det to primere; en «forward» og en revers. DNA

sekvensen mellom disse primerne vil amplifiseres eksponentielt i en PCR. Primere designes
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spesifikt til hver PCR, noe som gjer det mulig 4 skreddersy hvilket omrdde av DNA templatet
som amplifiseres. Det er ogsd mulig & legge til en ekstra sekvens 1 5’-enden av primeren. Dette
kan vere ulike markerer, en sekvens som er komplementar til en annen DNA trad, eller en
punktmutasjon man vil introdusere. I tillegg til templat, DNA polymerase og primere mé en
PCR-reaksjon inneholde deoksynukleotider (dATP, dTTP, dGTP og dCTP), som er
byggeblokkene til den nye DNA trdden, og en buffer som serger for optimale reaksjonsforhold.

Bufferen inneholder MgCl, som er en essensiell co-faktor for DNA polymerasen (53).

En typisk PCR fremgangsmate bestar av 20-40 gjentagende sykluser, hvor hver syklus bestar
av regelmessige temperaturendringer som vist 1 Figur 3.4. Det forste steget i en syklus er
denaturering av DNA-templatet. Under denaturering gkes temperaturen til 94 °C- 98 °C slik at
DNA dobbelttrader (dsDNA) separeres. Det neste steget er primer annealing hvor temperaturen
senkes til 50 °C- 65 °C og primerne binder en spesifikk sekvens pa enkelttradet DNA templat
(ssDNA). Annealingtemperaturen er basert pa smeltetemperaturen (Tm) til primerne som
brukes. Primerne 1 denne oppgaven er designet til 8 ha en Tm pa 55 - 60 °C. Det siste steget er
polymerisering, der temperaturen gkes til omtrent 72 °C og DNA polymerasen syntetiserer nye
DNA tréder fra den frie 3’OH-gruppen pa primeren. For hver syklus vil antallet DNA trdder
dobles etter formelen 2" der n er antall sykluser. Hvilke temperaturer som blir brukt tilpasses
DNA polymerasen, primerne og templatet. For syklusene starter er det vanlig 4 ha et innledende
steg med temperatur pa over 90 °C for a sikre at alt DNA-templat er fullstendig denaturert for
primerannealing. Etter at syklusene er ferdig er det vanlig med et ekstra elongeringssteg, for &

sikre at PCR-produktene blir fullstendig syntetisert (53).
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Figur 3.4 Viser en PCR syklus som starter med dsDNA, primere og dNTPs. Under steg 1, denaturering, separeres
dsDNA og det dannes to ssDNA. I steg 2, annealing, binder primerne (grenn) i 3’ til den eksisterende traden. I
steg 3, elongering, syntetiserer DNA polymerase nye DNA trader ved & legge til en og en av dNTPene i 3° enden
pé den nye trdden. Resultatet blir at for hver PCR syklus dobles teoretisk sett antallet dsSDNA.

3.11.1 PCR amplifisering

I denne oppgaven er PCR blitt brukt for & amplifisere DNA til sekvensering og transformasjon
av S. pneumoniae, og til screening av mulige transformanter. DNA-konstruktene som skulle
brukes til sekvensering og transformasjon matte ikke ha uenskede mutasjoner og DNA
polymerasene Phusion® High- Fidelity (New England BioLabs) og Phanta Max Super Fidelity
(Vazyme) ble derfor brukt. Phusion® High-Fidelity polymerase ble brukt til DNA-
konstruktene til sekvensering, og Phanta Max Super-Fidelity polymerase ble brukt til
amplifisering av hele ami- operonet. Det er pa 7200 bp og Phanta Max Super-Fidelity ble brukt
fordi den har heyere negyaktighet med lange PCR-produkt. Begge enzymene har en
polymeriseringshastighet pd 30 sekunder per kilobase nér genomisk DNA brukes som templat
(54,55).
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Folgene protokoll ble fulgt for PCR med béde Phusion® og Phanta, men med tilpasninger av
reaksjonsmiksen og PCR programmet for 4 sikre optimale forhold for hvert av enzymene. Forst
ble en reaksjonsmiks med alle komponentene som er listet opp 1 Tabell 3.2 (Phusion) eller
Tabell 3.3 (Phanta) gjort klar. Bade 5x Phusion® Buffer og 2x Phanta Buffer inneholder MgCl,.
I noen reaksjoner ble det tilsatt ekstra MgCl, ved a erstatte en pul dH>O med en pul MgCl (50
mM). Deretter ble provene plassert 1 en termosykler (PCR-maskin) og det aktuelle PCR
programmet startet. Standard PCR program for Phusion® og Phanta er vist i tabell 3.4 og 3.5.

Tabell 3.2 Phusion® High-Fidelity reaksjonsmiks for 1 PCR reaksjon. Ved flere PCR reaksjoner ble det gjort
klar en mastermiks bestaende av buffer, AINTP, Phusion® polymerase og dH20 med de samme
sluttkonsentrasjonene.

Reagens Volum (ul) Sluttkonsentrasjon

5x Phusion® Buffer 10 1x

10 mM dNTPer 1 0,2 mM

2 U/pl Phusion® HF polymerase 0,5 0,02 U/pl

10 uM Forward primer 2,5 0,5 uM

10 uM Revers primer 2,5 0,5 uM

DNA templat 1 ~20-100 ng

dH-O 32,5 Til et sluttvolum pa 50 ul

Endelig volum: 50 pl
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Tabell 3.3 Phanta Max Super-Fidelity reaksjonsmiks for 1 PCR reaksjon. Ved flere PCR reaksjoner ble det gjort
klar en mastermiks bestaende av buffer, AINTP, Phanta polymerase og dH.O med de samme

sluttkonsentrasjonene.
Reagens Volum (ul) Sluttkonsentrasjon
2x Phanta Buffer 25 1x
10 mM dNTPer 2 0,4 mM
1 U/ul Phanta SF DNA polymerase 1 0,02 U/l
10 uM Forward primer 2 0,4 uM
10 uM Revers primer 2 0,4 uM
DNA templat 1 ~50-400 ng
dH-O 17 Til et sluttvolum pa 50 ul

Endelig volum: 50 pl

Tabell 3.4 Standard PCR program for Phusion® High-Fidelity polymerase.

Steg Temperatur Tid Repetisjoner
Innledende denaturering 94 °C 5-10 min® 1x
Denaturering 94 °C 30 sek

Annealing 58°C 30 sek 25-30x
Elongering 68 °C X sek”

Siste elongering 68 °C 5 min 1x

Lagring 4°C 0

3 Néir templatet var bakterieceller ble den innledende denatureringen satt til 10 minutter for 4 lysere cellene.
Nér renset DNA ble brukt som templat ble den innledende denatureringen redusert til 5 minutter, og pravene
ble satt p& Hot start, som vil si at de ikke ble satt i PCR maskinen for temperaturen hadde nddd 90 °C.

® Elongeringstid ble tilpasset storrelsen pa templatet og 30 sekunder ble lagt til for hver 1000 basepar nir
Phusion® High-Fidelity polymerase ble brukt. 30 sekunder per 500 basepar ble lagt til ndr Red7aq®

polymerase ble brukt.
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Tabell 3.5 Standard PCR program for Phanta Max Super-Fidelity polymerase.

Steg Temperatur Tid Repetisjoner
Innledende denaturering 95°C 5-10 min® 1x
Denaturering 95 °C 30 sek

Annealing 58 °C 15 sek 25-30x
Elongering 72 °C X sek”

Siste elongering 72 °C 5 min 1x

Lagring 4°C 0

a) og b) gjelder som for Tabell 3.4.

3.11.2 PCR «ligering»

Fusjonering av PCR produkter kan gjores med en PCR-metode som kalles «overlap extension
PCR» pé engelsk, og vil bli referert til som PCR-ligering videre 1 denne teksten. Dette er en
enkel og allsidig metode for & lage nye DNA-konstrukt for knockout av gener og for &
introdusere mutasjoner. To PCR-produkter amplifiseres med 5°- og 3’-ender som overlapper
med hverandre, altsd har de ca. 20-30 baser 1 endene som er komplementere med hverandre
(Figur 3.5) I neste PCR-reaksjon blandes begge PCR-produktene og blir brukt som templat i en
PCR-ligering. For & lage overlappende, komplementare ender pd de innledende DNA-
sekvensene brukes det interne primere med et 5’-overheng som er komplementart til 3-enden
av den andre DNA-sekvensen. I den pafelgende PCR-ligeringen hybridiserer de overlappende,
komplementare 3’endene sammen, og de to ulike gensekvensene forlenges til et helt nytt DNA-
konstrukt. I PCR-ligeringen brukes det primere som annealer til hver sin ende av det fusjonerte

DNA-konstruktet (56).
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Figur 3.5 Illustrasjon av PCR-ligering hvor boksene illustrerer to DNA-sekvenser som skal fusjoneres. I den forste
PCR-reaksjonen blir de to sekvensene amplifisert med primere med overlappende sekvenser. PCR-produktene
som inkluderer de overlappende sekvensene blandes i en ny PCR-reaksjon, og de overlappende sekvensene
annealer til hverandre. De fusjonerte sekvensen amplifiseres med primere som flankerer hver sin ende av
sluttproduktet. Figuren er laget i Biorender.

I denne oppgaven ble PCR-ligering brukt til & lage genkassetter for & knocke ut amiC og amiEF,
og til & introdusere spesifikke punktmutasjoner via en Janus kassett (se seksjon 3.16 for
beskrivelse av Janus-systemet). For & lage en Janus-kassett til sl& ut amiC ble folgende PCR-

ligering utfort:

Tre ulike DNA-fragmenter ble amplifisert ved hjelp av vanlig PCR: 1) 1000 bp oppstrems for
starten pa amiC hvor revers primer [HH4 introduserer en sekvens 3’ som er komplementzer til
Janus forward primeren (altsa 5’-ende av Janus), 2) Janus-kassetten, og 3) 1000 bp nedstroms

for amiC hvor forward primer IHHS introduserer sekvensen som er komplementer til Janus
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revers primeren. Genomisk DNA fra RH425 ble brukt som templat for ami-sekvensene, og
genomisk DNA fra S. pneumoniae RH426 ble brukt som templat for Janus-kassetten. I den
forste PCR-ligeringen ble primer IHH3 og Janus revers primeren brukt for & ligere sekvensen
oppstrems for amiC med Janus-sekvensen. De to sekvensene fusjoneres siden de siste ~20
basene 3’ pa oppstremsfragmentet er komplementaere med Janus forward sekvensene. I den
andre PCR-ligeringen ble DNA-fragmentet fra PCR-ligering 1 fusjonert med sekvensen
nedstrems for amiC ved hjelp av primer IHH3 og primer IHH6. I den andre ligeringen annelaer
3’-ende av Janus med 5’-ende av nedstromsfragmentet. Mellom hver PCR-amplifisering ble
PCR-produktene separert pa gel og renset. Den samme protokollen ble fulgt for 4 lage en Janus-
kassett til & knocke ut amiEF, men med 1000 bp oppstrems for amiE og 1000 bp nedstrems for
amiF flankerende henholdsvis 5°- og 3’-ende pa Janus. Primer IHH7 og IHHS ble brukt til &
amplifisere sekvensen oppstrems for amiE, og primer IHH9 og IHHI10 ble brukt for &
amplifisere sekvensen nedstrems for amiF'. Det ferdige DNA-konstruktet med Janus-kassetten

inkorporert ble amplifisert med primer IHH7 og IHH10.

3.11.3 PCR screening av transformanter

PCR screening er sannsynligvis den raskeste metoden for & underseke om en transformasjon,
se seksjon 3.15, er vellykket eller ikke. Transformanter som skal undersekes blir tilsatt en ferdig
PCR mastermiks og primere. Det er viktig at en eller begge primerne er spesifikke for DNA-
sekvensen som skulle transformeres inn, slik at man unngar falske positive svar. I en optimal
screeningsprosedyre skal kun koloniene som er blitt transformert ha DNA som kan fungere
som templat 1 PCR-en, og dette visualiseres som bidnd med forventet storrelse 1 en agarosegel
(se seksjon 3.12). Hvis transformasjonen ikke var vellykket vil ikke PCR-reaksjonen produsere

et DNA-produkt.

I denne oppgaven ble Red7aq® Readymix™ (Sigma-Aldrich) brukt til PCR screening av
transformanter. Red7ag® er en klar til bruk PCR miks som inneholder 7ag DNA polymerase,
deoksynukleotider (ANTP), reaksjonsbuffer, MgClo, og redt fargestoff og glyserol som gjor at
proven synker ned i brennene under agarose gelelektroforese (57). Red7ag® polymerasen
syntetiserer DNA med en hastighet pa 500 baser per 30 sek. En steril tannpirker ble brukt til &
plukke kolonier til screening. Bakterier pa tannpirkeren ble overfort til sterile PCR-ror ved &

berore bunnen av reret to ganger, og deretter ble tannpirkeren overfort til 1 et ror med
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vekstmedium med relevant antibiotika. PCR-reret vil da inneholde nok bakterieceller til
screening. Tabell 3.6 viser den endelige PCR miksen inkludert primere. Selve PCR-reaksjonen
tok utgangspunkt i PCR-programmet beskrevet for Phusion® High- Fidelity polymerase i
Tabell 3.4, men med 10 minutter innledende denaturering, og tilpasning av elongeringstid til

lengden pd DNA-sekvensen som skulle amplifiseres.

Tabell 3.6 Viser PCR miksen til en PCR-screening. DNA templat er ikke inkludert, men bakterieceller fra
kolonier pa plate er direkte tilsatt i PCR roret ved hjelp av en tannpirker.

Reagens Volum (ul) Sluttkonsentrasjon

2x RedTaq® Readymix®™ 5 1x

10 uM Forward Primer 1 1 uM

10 uM Revers Primer 1 1 uM

dH-O 3 Til et sluttvolum pa 10 ul

Endelig volum: 10 pl

3.11.4 Rensing av PCR produkt

Etter PCR-amplifisering av DNA-fragmenter som skulle sekvenseres ble mengden og
kvaliteten pd PCR-produktene undersekt ved & analysere fem pl av PCR-produktet pa en
agarosegel, og resten av PCR-produktet ble renset. For PCR-ligering ble hele (50 pl) PCR-
reaksjonen separert pa gel, og det aktuelle DNA-bindet kuttet ut av gelen med en skalpell.
Selve rensingen ble gjort med et Nucleospin® Gel og PCR Clean-up kit fra Machnery-Nagel.
45 pl PCR-produkt ble blandet med 500 ul NT1 buffer, og applisert pa en tilherende kolonne
(maks 700ul). PCR-produkt fra gel matte loses fullstendig i 500 pul NT1 buffer, og ble derfor
inkubert med bufferen ved 55 °C i 10 minutter. Produktet ble deretter applisert pa en tilherende
kolonne og PCR-produktet ble passert gjennom kolonnen ved sentrifugering pad 11 000g 1 30
sekunder, DNA-molekylene binder til silicastoffet 1 kolonnen. Membranen i kolonnen ble
deretter vasket ved 4 tilsette 700 ul NT3 buffer med EtOH, og sentrifugert ved 11 000g 1 30
sek. Flow-through ble kastet og vaskingen ble deretter gjentatt en gang. Kolonnen ble sa
sentrifugert ved 11 000g i ett min, for & terke membranen. Deretter ble kolonnen overfort til et
nytt eppendorfrer. Det ble tilsatt 30 ul NE elueringsbuffer, og kolonnen ble inkubert i

romtemperatur i ett min, for DNA ble eluert ved a sentrifugere ved 11 000g i ett minutt.
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Kvaliteten til det rensede DNAet ble bedemt ved hjelp av agarose gelelektroforese. Renset
DNA ble oppbevart pa -20 °C.

3.12 Agarose gelelektroforese

Agarose gelelektroforese er en effektiv mate 4 separere DNA-fragmenter pa etter storrelse.
Teknikken kan brukes til & separere ulike DNA-fragmenter i en lgsning, og til & estimere
starrelsen pd DNA-fragmentene. Agarose er en polymerer av agarbiose (L- og D galaktose)
subenheter, og under geldannelse dannes det et nettverk av fibre med porer av ulik sterrelse.
Generelt vil en hayere konsentrasjon av agarose gi mindre porer. For & separere DNA ved hjelp
av agarose gelelektroforese blir DNA applisert 1 ferdigstepte brenner, og en elektrisk strom
pafert. Fosfat-gruppene 1 DNA-molekylet er negativt ladet ved neytral pH, og DNA-
fragmentene vil derfor migrere mot den positivt ladde anoden 1 et elektrisk felt. Hastigheten
DNA-fragmentene beveger seg med i gelen vil avhenge av sterrelsen og konformasjonen til
DNA-molekylet. Generelt vil de minste DNA-molekylene mgte mindre motstand gjennom
agarosenettverket 1 gelen og derfor vandre raskest mot anoden. Etter separering kan DNA-
fragmentene visualiseres under UV lys, hvis DNAet i gelen har blitt farget med et passende

fargestoff , for eksempel peqGREEN som fluoriserer kun nér det er bundet til DNA (58).

I denne oppgaven har agarose gelelektroforese blitt brukt til & separere og analysere DNA-
sekvenser 1 form av PCR-produkt og genomisk DNA. 1 % agarosegel ble lagd ved a lose 0,5 g
agarosepulver 1 50 ml TAE (Tris-acetat-EDTA) buffer, lasningen ble deretter kokt opp til
agarosepulveret var fullstendig lest. Den ble deretter kjolt ned til omtrent 60 °C, og det ble
tilsatt to ul peqGREEN fargestoff. Lasningen ble sd helt over i et gelstativ, og brenner med
onsket storrelse ble stopt ved a plassere plastkammer 1 gelstativet for gelen stivnet. Etter 20-30
min var gelen klar til bruk, og den ble overfort til et elektroforesekar med TAE buffer. Til
provene med DNA ble det tilsatt en 10x loading buffer til en sluttkonsentrasjon pa 1x. Loading
bufferen inneholdt glyserol for & gke tettheten til proven, og fargestoffet bromfenolblatt. PCR-
produkter amplifisert med Red7aq® ble ikke tilsatt loading buffer, fordi reaksjonsblandingen
allerede inneholder fargestoff. En 1 kb DNA ladder (New England BioLabs) ble benyttet som
standard for DNA-molekyler med kjent sterrelse, og ved & sammenligne bandene til disse

DNA-fragmentene med DNA-fragmentene 1 de ulike prevene, fir man en omtrentlig storrelse
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pa fragmentene 1 proven. Spenningen ble satt til 90 V, og elektroforesen péagikk i 30-45
minutter. DNA-béndene ble visualisert 1 UV lys med et GelDoc-1000 kamera fra BioRad.

3.13 DNA sekvensering

DNA sekvensering brukes for & bestemme rekkefolgen av nukleinsyrer 1 et DNA-molekyl.

Det finnes flere ulike DNA-sekvenseringsteknikker, men den mest suksessfulle frem til
introduksjonen av «neste-generasjons-sekvensering» (f. eks. Illumina og Nanopore) er en
teknikk kalt Sanger-sekvensering. Sanger-sekvensering har siden 1977 vert den mest brukte
metoden for DNA-sekvensering, og brukes fortsatt for sekvensering av korte, spesifikke DNA-
molekyler. Teknikken tar utgangspunkt i et DNA-templat og en spesifikk primer. En DNA-
polymerase syntetiserer en ny DNA trdd med utgangspunkt i 3°’OH til primeren ved & tilsette
deoksyribonukleotider (dNTP-er), men 1 tillegg til vanlige dNTP-er tilsettes det ogsa
dideoksyribonukleotider (ddNTP) som mangler den 3’ hydroksylgruppen som er nedvendig for
forlengelse av DNA traden. Nar en ddNTP blir koblet pd den nye DNA trdden, vil DNA-
syntesen stoppe opp. Ved & mikse en liten mengde ddNTPer med dNTPer i1 en reaksjon, vil
frekvensen av ddNTP-inkorporering vaere lavere enn for ANTPene, men nok til at ddNTPer
inkorporeres tilfeldig 1 hver posisjon 1 det nysyntetiserte DNAet. Altsa vil syntesen stoppe opp
pa tilfeldige tidspunkter og med mange nok utgangstemplat og sekvenseringssykluser vil
resultatet bli DNA trdder som er terminert for hver base av templatet. De lengste
kjedeterminerte DNA-molekylene er pa ca. 1000 baser. Hver type ddNTP er konjugert med
hvert sitt fluorescerende molekyl, og ved 4 wutfere en sékalt denaturerende
kapilergelelektroforese som er koblet til en fluorescensdetektor kan hvert terminerte DNA-
molekyl detekteres fra minst til sterst. Originalt ble radioaktivt merkede ddNTPer brukt, og
Sanger-sekvensering ble utfort 1 fire parallelle reaksjoner med samme templat, en for hver av
de fire ulike dNTPene (A, T, C, G). Resultatene ble sé kjort 1 hver sin bane pa en polyakrylamid
gel, og der en dANTP var det et radioaktivt bAnd. De minste DNA-fragmentene vandret lengst,
og ved é lese av hvilken ddNTP som gir et band pa bunnen av gelen kunne man bestemme DNA

sekvensen (59).

I denne oppgaven er malrettet sekvensering brukt for a identifisere bakterieisolat 1 fra sjgvann
(16s rRNA sekvensering), og til & underseke mutasjoner 1 ami-sekvensenet. DNA-sekvensen

ble forst amplifisert ved hjelp av PCR, og PCR-produktet ble renset etter protokollen beskrevet
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1 seksjon 3.10.3. Til selve sekvenseringen ble Eurofins LightRun Tube service benyttet.
Sekvenseringsmiksen, med enten forward eller revers primer, ble gjort klar i et eppendorfrer,
som ble merket med en LightRun strekkode, og sendt til Eurofins. Sekvensene ble undersekt
ved manuell inspeksjon av kromatogrammene og ved hjelp av BLAStn tjenesten til NCBI. 16s
rRNA sekvensene ble sammenlignet med genomdatabasen, mens ami-sekvensene ble alignet

mot S. pneumoniae R6 referansegenom.

Tabell 3.7 Standard oppsett for sekvenseringsreaksjon. Mengden DNA ble justert til en endelig konsentrasjon pa
50 — 200 ng, avhengig av sterrelsen pa DNA konstruktet. Generelt ble det antatt at 5 ul DNA templat var
tilstrekkelig for sekvensering av god kvalitet.

Reagens Volum (ul) Sluttkonsentrasjon

10 uM Primer (F/R) 1 1 uM

DNA templat 5 50 ng- 200 ng

dH-O 4 Til et sluttvolum pa 10 ul
2x BigDye® Direct Sanger 10 1 x

sequencing mixture

Endelig volum: 20 pl

Tilsatt av Eurofins DNA-sekvenseringsservice.

3.14 Genomsekvensering (WGS)

Genomsekvensering brukes for & bestemme den komplette genomiske DNA-sekvensen 1 en
celle, og ble brukt for & identifisere mutasjonene i1 S. pneumoniae RH425 stammene som
utviklet spontantresistens mot fusiformicin. Genomisk DNA fra mutantstammene IHH-12,
IHH-14, IHH-16 og IHH-18 ble isolert, som beskrevet i seksjon 3.15. Etter isoleringen ble
kvaliteten og konsentrasjonen pa det genomiske DNAet analysert ved hjelp av agarose
gelelektroforese (se seksjon 3.11) og NanoDrop. Prever med 1-5 pg genomisk DNA ble sendt
til Norwegian Sequencing Centre for genomsekvensering. Genomisk DNA ble fragmentert for
sekvensering ved & benytte Nextera™ DNA Flex tagmentation bibliotek-kit. Sekvenseringen
ble utfert med Illumina Miseq og Miseq v2 Nano-kittet der 2x250 bp parede ender ble avlest.
Antall sekvenser ga en dekningsgrad pa ca 30x av genomet til S. pneumoniae. Programmet
Geneious Prime v2019-2.1 ble brukt for & sette sammen sekvensdataene mot referansegenomet
til S. pneumoniae R6 (NC_003098.1), og for a identifisere mutasjoner mellom genomene til

supressormutantene, RH425 og R6-stammen.
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3.15 Isolering av genomisk DNA

Startkulturer av mutant IHH-12, 14, 16 og 18 ble tint, og glyserolen fjernet for cellepelleten ble
resuspandert 1 fem ml ferskt C-medium. Kulturene ble inkubert pa et 37 °C vannbad, til ODss0
=0,5. Sé ble rarene med mutantkulturer sentrifugert ved 4000g 1 fem minutter, supernatanten
ble kastet, og cellepelletene ble fryst pa -80 °C fram til genomisk DNA skulle isoleres.
Genomisk DNA ble isolert i henhold til protokollen fra Machnery-Nagel, med Nucleobond®

AXG kolonner og tilherende losninger:

1. Lysering: Cellepelleten ble last 1 fem ml G3 buffer, og blandet godt med vortex. Deretter ble
25 pl proteinase K (20 mg/ml) tilsatt, og lesningen ble inkubert pa 37 °C 1 40 minutter. Etter
40 min ble 1,2 ml G4 buffer tilsatt, og losningen inkubert pd 50 °C i1 30 min. Etter inkubering
skal lysatet vaere gjennomsiktig. Lysatet ble sentrifugert pd 5000g 1 5 min for a fjerne eventuelt

uleselig materiale, og supernatanten ble overfort til nye ror for & fjerne ulest materiale

2. Ekvilibrering: For losninger med DNA ble tilsatt matte kolonnen ekvilibreres med to ml N2
buffer.

3. Binding av DNA til kolonnen: Fem ml N2 buffer ble tilsatt lysatet, og blandet med vortex.

Blandingen fikk sé& renne gjennom kolonnen.

4. Vasking: Kolonnen ble deretter vasket tre ganger med fire ml N3 buffer, som fikk renne

gjennom.

5. Eluering: Genomisk DNA ble eluert med fire ml N5 buffer, og samlet opp 1 et sentrifugerer
av glass (Corex®).

6. Utfelling: Til DNA eluatet ble det tilsatt 3,5 ml isopropanol, og sentrifugereret ble invertert
et par ganger og utfelt DNA kom til syne. Losningen ble deretter inkubert pa romtemperatur i
30 min, og sa sentrifugert ved 13 000g, og 4 °C 1 25 min. Etter sentrifugering var det mulig &

se sma pelleter med DNA-trdder.

7. Resuspendering: Supernatanten ble forsiktig dekantert, og DNA pelleten ble vasket med en
ml iskald 70% etanol og en ml 96% etanol. DNA-pelleten ble sa terket i et 60 °C varmeskap.
Etter tarking ble pelleten resuspandert 1 300 ul dH>O, og overfort til et eppendorfrer. Genomisk
DNA ble oppbevart pa -20 °C.
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3.16 Transformasjon av S. pneumoniae

Naturlig genetisk transformasjon (se innledning) gir muligheten til & direkte deletere gener og
innfere mutasjoner 1 genomet til S. pneumoniae. En utfordring kan vaere a finne en egnet negativ
seleksjonsmarker for gener som ikke direkte pdvirker fenotypen til bakterien. Denne
utfordringer kan overkommes ved & bruke en Janus-kassett til & erstatte gener som skal
deleteres. Janus-kassetten er pa 1300 bp, og inneholder en marker som gir kanamycin-resistens
(kan") og en marker som gir streptomycin-sensitivitet hos stammer som allerede er
streptomycin-resistente (sm"). Janus-kassetten kan ogsé brukes til & innfere en vilkérlig DNA-
sekvens til et malomréde i genomet, gjennom en to stegs transformasjonsprosess. I den forste
transformasjonen brukes Janus-kassetten til 4 erstatte et valgt gen eller sekvens via homolog
rekombinasjon. Transformanten vil da ogsé fa overfort kanamycin-resistens og streptomycin-
sensitivitet. I den andre transformasjonen blir Janus-kassetten erstattet av DNA-sekvensen som
skal transformeres inn, og streptomycin-resistens blir reetablert hos bakterien (60). Figur 3.6
viser hvordan denne to-stegs transformasjonsprosessen ble brukt til & innfere et mutert amiC
gen til RH425. Transformanter kan lett selekteres ved & dyrke bakteriene pd medium som

inneholder det antibiotikumet de skal vare resistente mot.

1)
RH425 sm’ .,
amiC
-~ l' 'v'
Y
@8- @
2)

mutert amiC

D7 % .
S PA

LA LS

.mulcrl amiC.

Figur 3.6 Illustrasjon av hvordan homolog rekombinasjon ferer til at et nytt gen blir tatt opp av S. pneumoniae
celler. 1) Den ferste transformasjonen av RH425 villtype som tar opp Janus-kassetten og den resulterende
transformanten IHH-21har en Janus-kassett i stedet for amiC, og er blitt kanamycin-resistent. 2) Transformasjonen
hvor homolog rekombinasjon serger for at Janus-kassetten byttes ut med et mutert amiC fra IHH-12.
Streptomycin-resistens blir tilbakefert nar Janus-kassetten ikke lenger er til stede.
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3.16.1 Knockout av gener

Under arbeidet med denne oppgaven ble Janus-kassetten brukt til & sla ut amiC og amiEF 1
stamme RH425. Janus-sekvensen ble amplifisert med genomisk DNA fra S. pneumoniae
RHA426 celler som templat, mens sekvensene oppstrems for amiC og amiE, og nedstrems for
amiC og amiF ble amplifisert med genomisk DNA fra RH425 som templat. Fer
transformasjonen ble RH425 celler dyrket i ferskt C-medium til ODsso = 0,05-0,1 for & sikre at
bakteriene var 1 eksponentiell vekst. Mens cellene inkuberte ble det gjort klart 3
transformasjonsreaksjoner, en reaksjon per transformasjon og en negativ kontroll for hver
stamme som skal transformeres. 1: CSP-1 + AamiC::janus DNA, 2: CSP-1 + AamiEF::janus
DNA og 3: CSP-1. Det ble brukt 2,5 ul CSP-1 (stocklesning: 100 ng/ul) og 10 ul DNA (~100
ng). Til hver av de tre transformasjonsreaksjonene ble det tilsatt en ml RH425 flytende kultur.
Reaksjonen ble mikset ved invertering, og inkubert pd 37 °C vannbad i1 2,5 time. Etter
transformasjonen ble 30 pl cellekultur sddd ut pd TH-skdler med kanamycin (400 pg/ml).
Transformatene ble inkubert anaerobt overnatt ved 37 °C. P& de skdlene hvor det var
transformanter ble det plukket fire kolonier per transformasjon for screening og oppdyrkning.
PCR screening av amiC transformanter ble gjort med primer IHH3 og Janus revers primer, og
amiEF transformanter med primer IHH7 og Janus revers primer. PCR screening star beskrevet

under seksjon 3.10.4.

3.16.2 Innforing av suppressormuterte gener i villtype S. pneumoniae

Stamme IHH-21 og IHH-22 ble videre brukt til & reintrodusere de originale
supressormutasjonene fra de spontanresistente mutantene IHH-12, 14,16 og 18. Genomisk
DNA fra stamme IHH-12 ble brukt som templat for PCR amplifisering av mutert amiC med
primer IHH3 (1000 bp oppstrems for amiC) og primer IHH6 (1000 bp nedstrems for amiC).
Genomisk DNA fra stamme IHH-14, 16 og 18 ble brukt som templat for sine respektive
mutasjoner 1 amiE og amiF, og de samme primerne ble brukt i1 alle 3 PCR-amplifiseringene:
primer IHH7 (1000 bp oppstrems for amiE) og primer IHH10 (1000bp nedstrems for amiF).

De rensede PCR-produktene ble deretter brukt til falgende seks transformasjonsreaksjoner:

1: CSP-1 + amiC* + IHH-21 (AamiC::janus)

2: CSP-1 + IHH-21 (neg. kontroll)
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3: CSP-1 + amiEF” + IHH-22 (AamiEF::janus)
4: CSP-1 + amiEF* + IHH-22

5: CSP-1 + amiEF? + THH-22

6: CSP-1 + IHH-22 (neg. kontroll)

APunktmutert amiC, C-terminal trunkering ved kodon 223
*Punktmutert amiE, C-terminal trunkering ved kodon 318
°Delesjon av 1079 bp 1 bade amiE og amiF

dPunktmutert amiF, innforing av stoppkodon ved kodon 51.

3.16.3 Inaktivering av Walker motiv i AmiE og AmiF.

Ved hjelp av PCR-ligering ble det lagd to DNA-konstrukt med genomisk DNA fra RH425 som
templat, et med mutert Walker B motiv 1 amiE og et med mutert Walker B motiv 1 amiF. Begge
konstruktene inneholdt amiEF sekvensen og sekvenser 1000 bp oppstrems for amiE og 1000
bp nedstrems for amiF. Oppstrems og nedstrems regionene er homologe med sekvensene i hver
ende av Janus-kassetten 1 [HH-22, og gjer det mulig & introdusere det nye DNAet ved homolog
rekombinasjon. Figur 3.7 viser hvordan mutasjonen ble introdusert i amiE via primerne. Den
samme teknikken ble brukt til & introdusere mutasjonen i amiF. De ferdige DNA-konstruktene

ble transformert inn i stamme [HH-22.

IHH7
s
amiE > amiF
IHH11 CT HH10
—_—
COA

Figur 3.7 Viser amiEF og primerne, (sorte piler) som ble brukt for & innfere et punktmutert Walker B motiv i
amiE. Med RH425 som templat ble amiE amplifisert med primer IHH7 og primer IHH11, som inneholdt den
onskede mutasjonen: GAT - GCT. Parallelt ble slutten pd amiE og hele amiF amplifisert med primer IHH12,
som inneholdt den komplementere mutasjonen og hele den komplementare sekvensen til primer IHH11, og
primer IHH10. Den komplementare sekvensen i primer IHH11 og IHH12 er illustrert med dsDNA i figuren.
Deretter ble det utfort en PCR-ligering med primer IHH7 og IHH10. Det endelige DNA-konstruktet hadde et
mutert Walker B motiv i amiE, og homologe sekvenser oppstrems og nedstrems for genet som var komplementare
med sekvensene som flankerte Janus-kassetten i stamme IHH-22.
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4 Resultater

4.1 Screening av havbakterier for antibiotika mot S. pneumoniae

Nye antibiotika er helt nedvendig i kampen mot resistente bakterier. Mange mikroorganismer
kriger om samme habitat og naringsstoffer, og benytter kjemiske «vapen» for & bekjempe
hverandre. De produserer smd molekyler som hemmer veksten av andre mikroorganismer.
Noen slike stoff har gjennom historien vist seg & ha stor terapeutisk nytte som antibiotika (se
seksjon 1.4). Fa screenningsstudier av slike stoff har vert gjort for mikroorganismer i det
marine miljo, og vi ensket derfor & utnytte dette uutforskede domenet til & identifisere nye stoff
som hemmer S. pneumoniae. Den 19.08.2019 ble 11 prover hentet fra to ulike lokasjoner ved
Hyvitsten 1 Vestby kommune (se Figur 4.1). Av disse 11 ble fire valgt til utplating. Lokasjon en
hadde hey grad av vannsirkulasjon (bglger) og prover med tang, smastein, og slim skrapt av en
stein ble hentet. Proven fra lokasjon to var vann fra en grumsete bukt med lavere grad av

vannbevegelser. Det ble ogsa tatt med fire liter sjgvann for & ha 1 dyrkningsmedier.

Figur 4.1 Kart over Norge, hvor den rede markeren viser hvor Hvitsten er. Det er sd zoomet inn til et oversiktskart over
Hvitsten. De to lokasjonene hvor det ble hentet vannprever er markert med nummer. 1) Er en strand med smé og store
steiner, og 2) Er en bukt omgitt av en brygge og en steinmolo. Sjebunnen i bukten hadde sand, og grumsete vann. Bildene
er hentet fra Google maps.
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4.1.1 Dyrking av havbakterier pd ulike vekstmedium

Mikroorganismer som var festet pd tang, smastein, sand og slim ble forsekt losnet mekanisk
ved hjelp av en stor pinsett og kraftig risting. Deretter ble 100 ul av tre ulike fortynninger av
hver prove (ufortynnet, 10! og 10-?) platet ut pa bdde TH og BHI skéler. Skalene ble inkubert

1 romtemperatur overnatt.

Etter inkubering var det veldig lite vekst pé skélene. De fortynnede provene ga ikke noe vekst.
For & optimalisere vekstbetingelsene ble det derfor laget TH og BHI skéler med saltvann fra
Hvitsten 1 stedet for dH>O. 100 ul ufortynnet prove ble sd platet ut pa saltvannsskalene og
inkubert over natten. Samtidig ble de forste skalene uten sjovann inkubert videre. Etter ett dogn
hadde skalene med sjevann mer vekst enn de med ferskvann. Det ble ogsa laget saltvannsskaler
med MH-medium, som inneholder svart mange naringsstoffer. 100 ul ufortynnet prove ble
platet ut og inkubert over natten. Inkubering av TH- og BHI-skdlene med og uten sjovann

fortsatte.

Etter inkubering med ulike vekstmedium hadde skélene med sjovann flere kolonier enn de med
dH>O. Et utvalg av de ulike koloniene dyrket pa ulike medium med og uten sjgvann er vist i
Figur 4.2. Vannpreoven fra lokasjon to ga flest kolonier pd alle de ulike vekstmediene. Flere
skaler hadde en koloni som spredde seg over hele skalen, spesielt skdlene med MH-agar hvor
den utflytende kolonien ogsa hadde et karakteristisk regnbuemenster. BHI-skdlene med dH>O

ga mange gule og oransje kolonier.
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Figur 4.2 Vekst av bakterier fra A) Skal med BHI-agar lagd med dH.O. Vannpreven er fra lokasjon to, og skalen
har veert inkubert i to degn. B) Den samme skélen som i A, men inkubert i tre degn. C) Skdl med BHI-agar og
sjgvann som har veaert inkubert i ett degn. Vannpreven inneholdt tang (lokasjon en). D) Skél med MH-agar og
sjgvann. Proven er fra lokasjon en og har en regnbuefarget, utflytende koloni E) Skél med TH-agar og sjgvann
som har vert inkubert i ett degn. Vannpreven var hentet fra lokasjon en og inneholdt tang. Bildene er tatt med
mobilkamera.

4.1.2 Screening for antibiotika mot S. pneumoniae

Alle skalene med ufortynnet vannpreve og BHI-skdlen med 10! proven fra lokasjon to ble
plukket ut for overlay med S. pneumoniae RH425. Skilene med RH425-overlay ble sa inkubert
anaerobt ved 37°C overnatt. Etter inkubering hadde totalt 14 skaler hemmesone rundt en eller
flere bakteriekolonier, og et utvalg av dem er vist i Figur 4.3. Det var feerre hemmesoner pa
skélene med saltvann. Den sterste hemmesonen var rundt en bakterie fra lokasjon en som ble
dyrket tre dogn pd TH skélen med dH>O fer overlay. Vannpreven var ufortynnet med slim

skrapt fra stein ved lokasjon en.
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Figur 4.3 Bilder av seks ulike skaler (A-F) som alle hadde kolonier med ulik morfologi som ga hemmesoner. Bilde
B og C viser skéler med veldig tett bakterievekst, noe som gjor det vanskelig & se hemmesonene pa bildet. Bilde
E viser skalen med den sterste hemmesonen. Det ble plukket kolonier fra skal C, D, E og F, og pilene indikerer
hvilke kolonier som ble plukket. Bildene er tatt med mobilkamera, og i etterpaklokskapens lys ville de sett bedre
ut med ensfarget bakgrunn.

Seks kolonier med hemmesone og ulik morfologi ble plukket ut for renstryking. Koloniene kom
fra folgende skéler:

— TH + sjevann med ufortynnet vannpreve med stein (C)

— BHI med 10! fortynning av vannprgve fra Manetbukta (D)

— TH med ufortynnet vannpreve med slim skrapt fra stein (E)

— BHI med ufortynnet vannpreve med tang (F)

Bakteriene ble navngitt isolat 1-6, og inkubert i romtemperatur over helgen (tre dogn). Etter
inkubering hadde isolat 2, 3 og 5 ingen vekst. Isolat 6 hadde vekst over hele skélen, og isolat 1
og 4 hadde moderat vekst. Fra skdlene med isolat 1 og 4 ble det plukket enkeltkolonier til
dyrking 1 flytende medium og mikroskopering.
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Fasekontrastmikroskopering viste at isolat 4 sd ut som S. pneumoniae med ellipseformede
celler, som noen steder dannet kjeder. Isolat 1 var lange staver med terminale endosporer, som
lignet Bacillus-slekten (Figur 4.4). Isolat 4 ble antatt & vaere en S. pneumoniae RH425

kontaminant fra softagar-overlayet og ble derfor ikke studert videre i denne oppgaven, mens

isolat 1 ble analysert i neermere detalj.

Figur 4.4 Mikroskopbilder av isolat 1 (A) og isolat 4 (B). Lyse flekker kan sees i polene pa noen av bakteriene i
A. Disse indikerer endosporer.

4.2 Identifisering av bakterieisolat 1

4.2.1 Verifisering av at isolat 1 produserer pneumokokk-hemmende stoff.

For a verifisere at en renkultur av isolat 1 hemmer veksten til S. pneumoniae RH425 ble tre ul
av den flytende kulturen applisert pd to TH-agarskaler. TH-skélene med isolat 1 ble inkubert i
romtemperatur i ett og to degn, det ble deretter lagt et RH425 softagar-overlay, og skélene ble
inkubert anaerobt overnatt ved 37 °C. Skélen som ble inkubert i to degn fikk sterre hemmesone
enn skalen inkubert 1 en natt (Figur 4.5), men begge hemmesonen var tydelige og med en skarp
kant. Inne 1 hemmesonen hadde det vokst kolonier av resistente bakterier. Mikroskopering av

disse bakteriene tydet pa at dette kunne vare spontanresistente mutanter av S. preumoniae

RHA425.
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Figur 4.5 Isolat 1 skiller ut stoff som hemmer vekst av S. pneumoniae RH425. A) overlay, inkubert i 1 natt og B)
inkubert i 2 netter . Hemmesonen i bilde A har en diameter= 35 mm og i bilde B er diameteren= 45 mm. Kolonier
av resistente S. pneumoniae mutanter kan sees i hemmesonen pa begge skélene. Bildene er tatt med mobilkamera.

4.2.2 Identifisering av isolat i ved 16s rRNA sekvensering

Siden resultatene sé langt tydet pa at isolat 1 var en lovende produsent av et antimikrobielt stoff
rettet mot S. pneumoniae, ensket vi & identifisere hvilken bakterie det var. Det ble gjort med
16S rRNA sekvensering. 16S rRNA genet i isolat 1 ble amplifisert ved PCR som sa ble renset
og sekvensert. Det ble deretter utfort et BLAST-sek for & ssmmenligne 16S rRNA genet i isolat
1 med 16S rRNA gener i NCBI databasen.16S sekvensen hadde 99% identitet og 100% dekning
med 16S rRNA genet 1 Lysinibacillus fusiformis. Heretter vil derfor isolat 1 bli referert til som

L. fusiformis, og det antimikrobielle stoffet referert til som fusiformicin.

Arbeidet med fusiformicin tok videre to ulike retninger. Den ene retningen fortsetter med
karakterisering og rensing av fusiformicin, mens den andre retningen fortsetter videre med
genomsekvensering av de spontantresistente pneumokokkene (Figur 4.5), for & preve & finne
virkningsmekanismen til fusiformicin. Figur 4.6 viser en oversikt over de to retningene og de
ulike delforsgkene som ble gjort. Deretter vil rensing og identifisering av fusiformicin

presenteres forst, for genetiske analyser av virkningsmekanisme.
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Figur 4.6 Flytdiagram som viser de ulike delforsekene som ble utfort i hver av de to retningene. Delforsek
relatert til rensing og identifisering av fusiformicin har blé bakgrunn, mens delforsek relatert til genomiske
analyser av virkningsmekanisme er markert med grenn bakgrunn.
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4.3 Produksjon av fusiformicin

For & kunne studere de biokjemiske egenskapene til fusiformicin er det nedvending & ha
tilstrekkelige mengder stoff til ulike analyser. En viktig forutsetning for dette er at L. fusiformis
produserer analyserbare mengder fusiformicin i kulturvolum som er handterbart i en lab-skala.
Selv om produksjon av fusiformicin ser ut til & vare betydelig pa fast vekstmedium (TH-agar),
var det ingen garanti for at L. fusiformis ville produsere fusiformicin i flytende vekstmedium.
Produksjon i flytende medium er & foretrekke siden det er lettere & oppskalere enn dyrkning pa

fast vekstmedium.

4.3.1 Testing av fusiformicinproduksjon i flytende medium

For a teste om L. fusiformis produserer fusiformicin i flytende TH-medium ble bakterien dyrket
1 100 ml TH-medium 1 to dager ved romtemperatur. Tre pl av kultursupernatant isolert ved
sentrifugering ble deretter applisert pa et RH425 softagar-overlay, og inkubert anaerobt
overnatt ved 37 °C. Resultatet var en svak hemmesone der kultursupernatanten var plassert
(Figur 4.7). Vi ensket videre & finne en protokoll for optimal fusiformicinproduksjon i flytende

TH-medium.

-

Figur 4.7 RH425 softagar-overlay med 20 ganger oppkonsentrert kultursupernatant isolert ved sentrifugering.
Bildet er tatt med mobilkamera.

4.3.2 Optimalisering av produksjon i flytende kultur
For optimalisering av produksjon i flytende medium matte to spersmal besvares:
1) Hvor lang tid tar det for produksjonen er pé det hayeste?

2) Er produksjon av fusiformicin en stressrespons pa f.eks. lite oksygen?
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L. fusiformis ble dyrketi 100 ml flytende TH-medium i en Erlenmeyerkolbe , og i et falkonrer
med 45 ml TH-medium. I glasskolben var det mer oksygen enn i falkonreret. De to beholderne
med flytende kultur ble sd inkubert i romtemperatur i syv dager, og det ble tatt ut en ml
bakteriekultur fra begge beholderne pa dag en, fire, fem, seks og syv. Supernatant ble isolert
fra bakteriekulturen ved sentrifugering. Tre pl supernatant fra hver prove (totalt ti) ble sa
applisert pa TH-agarskaler med et RH425 softagar- overlay. Det var storst hemmesone for
supernatanten isolert fra bakteriekulturen som var inkubert i glasskolbe i fire dager (Figur 4.8).
Det betyr at produksjonen av fusiformicin er storst etter 4 dager, nar L. fusiformis har tilgang
pa oksygen. Det ble ogsa observert at bakteriene med tilgang pa oksygen vokste mye raskere.
De neste spersmalene ble: Hvor bredspektret er inhibisjonsspekteret til fusiformicin, og 2) Hvor

mye fusiformicin skal til for 8 hemme veksten til S. preumoniae?

Figur 4.8 RH425 softagar-overlay med supernatant isolert fra bakteriekultur inkubert i ett til syv degn i falkonrer
(1-5) og Erlenmeyerkolbe (6-10). Nummer syv er supernatant fra bakteriekultur inkubert i fire dager i
Erlenmeyerkolbe. Bildet er tatt med mobilkamera.

4.4 Karakterisering av fusiformicin

Fusiformicin har tydelig antimikrobiell effekt mot S. pneumoniae, men har stoffet smal- eller
bredspekteret inhiberingsspektrum? For & avgjere dette ble stoffet testet mot andre
streptokokkarter av varierende slektskap til S. pneumoniae, samt fjernere slektninger (bade
Gram-positive og -negative) som Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Mycobacterium smegmatis, pseudomonas ssp. og Escherichia coli.
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4.4.1 Fusiformicin har smalspektret aktivitet mot streptokokker og bakterier i bacillusslekten

Inhibisjonsspekteret er hvor mange ulike bakterier et antibiotika kan hemme. Smalspektrede
antibiotika virker bare mot en type bakterier eller et fatall arter, mens bredspektret antibiotika
virker mot de flest bakteriearter. Ofte bade Gram-positive og Gram-negative (25).
Inhibisjonsspekteret til fusiformicin ble undersegkt vha. softagar-overlay med ulike bakterier pa
TH-skaler med allerede tre dager gamle L. fusiformis kolonier. Syv ulike bakteriearter (se
Tabell 4.1) som ikke er 1 slekt med S. pneumoniae ble forst testet, og deretter ble et utvalg
streptokokkarter testet (Tabell 4.1). Det viste seg at i tillegg til streptokokkene, var ogsd B.
subtilis og M. smegmatis sensitive for fusiformicin. Blant streptokokkene fikk Streptococcus
gordonii den sterste hemmesonen (48 mm), og Streptococcus phocae tikk den minste
hemmesonen (25 mm). En streptokokk, S. agalacticae var resistent mot fusiformicin.
Resultatene peker mot at fusiformicin virker spesifikt mot streptokokker og bakterier i

bacillusslekten.
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Tabell 4.1 Oversikt over alle bakteriene som ble testet for sensitivitet ovenfor fusiformicin. Streptokokkene star
gverst 1 tabellen, og under skillelinjen er de andre bakteriene. Sensitivitet er beskrevet som diameteren pa

innhibisjonssirkelen.

Bakterieart Stammenummer Hemmesone

S. pneumoniae D39 40 mm

S. mitis SK142 35 mm

S. oralis ATCC 10557 30 mm

S. perori SK958 40 mm

S. infantis SK140 34 mm

S. parasanguinis ATCC 15912 27 mm

S. gordonii SK6 48 mm

S. cristatus NCTC 12479 42 mm

S. sanguinis SK90 40 mm

S. vestibularis NCTC 12166 28 mm

S. bovis NCTC 8177 35 mm

S. agalacticae NCTC 8181 resistent

S. phocae ATCC 29128 25 mm

S. criceti ATCC 19642 35 mm

S. mutans NCTC 10449 29 mm

B. subtilis ATCC6051 svak hemming (utydelig
hemmesone)

M. smegmatis NCTC 8159 Svak hemming (utydelig
hemmesone)

E. coli DH5a resistent

Pseudomonas ds701 resistent

L. lactis MG1363 resistent

S. aureus NCTC 8325 resistent

oE. faecalis LMG2708 resistent
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For & besvare spersmélet om hvilken type stoff fusiformicin er ble det gjort en rekke enkle
biokjemiske tester (proteinase K, DTT, varmeinhibering, butanolekstraksjon og saltfelling),

som star beskrevet videre i dette kapittelet.

4.4.2 Proteinase K

En enkel test for & bestemme om et antimikrobielt molekyl bestér av et peptid eller protein er &
behandle det med en protease som vil hydrolysere peptidbindinger og redusere aktiviteten til
stoffet. For a teste om fusiformicin er et peptid- eller proteinbasert stoff ble prove fra
supernatant behandlet med proteinase K. Siden proteinase K ogsd kan hemme vekst av S.
pneumoniae, ble dette enzymet inaktivert ved 95 °C for aktiviteten til proteinase K-behandlet
fusiformicin ble testet pa RH425 softagar-overlay. Supernatant behandlet parallelt ved 95 °C
og romtemperatur ble brukt som kontroller. Tydelig hemmesone ble observert for ubehandlet
supernatant, en svak hemmesone for den varmebehandlede supernatanten, og nesten ingen
hemmesone for supernatanten behandlet med proteinase K (Figur 4.9). Fusiformicin har blitt
delvis inaktivert av varme og tilneermet helt inaktivert av proteinase K. Dette viser tydelig at

fusiformicin er et peptid eller et protein.

i

Figur 4.9 Supernatant behandlet med proteinase K (1), varmebehandlet supernatant (2), ubehandlet supernatant
(3). Bildet er tatt med mobilkamera.

4.4.3 Dithiothreitrol (DTT)

Proteinase K-resultatet viser at fusiformicin er et peptid eller et protein. Det produseres av en
Lysinibacillus, og vi testet med DTT fordi vi vet fra for at flere bakterier i slekten Bacillus
produserer en rekke bakteriosiner som heter lantibiotika. De inneholder flere disulfidbroer som
er nodvendige for antimikrobiell aktivitet. Inaktivering av fusiformicin med DTT ville derfor
veert en indikasjon pa et det kunne veare et lantibiotikum (34). Fusiformicin fra Amberlite®-

oppkonsentrering (seksjon 4.5.1) ble behandlet med DTT, og aktiviteten til DTT-behandlet
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fusiformicin ble undersgkt vha. RH425 softagar-overlay. Aktiviteten til fusiformicin ble ikke
signifikant redusert etter DTT-behandling (Figur 4.10).

Figur 4.10 Ubehandlet fusiformicin (1) Fusiformicin behandlet med DTT (2) DTT (3). Bildet er tatt med
mobilkamera.

4.4.4 Butanolekstraksjon

Butanolekstraksjon ble brukt for & forseke & oppkonsentrere fusiformicin, og teste om det er
hydrofobt. Hvis det beholdt aktivitet etter butanolekstraksjon, kunne det ogsa tyde pa at dette
er et peptid eller lite protein da disse lettere foldes riktig etter denaturerende butanolbetingelser.
Prover fra butanolfasen, interfasen og vannfasen ble testet for innhold av fusiformicin vha.

RHA425 softagar-overlay. Ingen av fasene viste antimikrobiell aktivitet.

4.4.5 Ammoniumsulfatfelling

En annen metode som ble forsekt for & oppkonsentrere fusiformicin fra kultursupernatant var
ammoniumsulfatfelling. Utfelt materiale ble resuspendert 1 vann og testet for innhold av
fusiformicin, mens supernatanten ikke ble testet for restaktivitet. Det utfelte materialet hadde
ikke antimikrobiell aktivitet, og inneholder derfor inaktivert fusiformicin, eller fusiformicin ble

ikke utfelt og det ville vert restaktivitet i supernantanten.

4.5 Rensing av fusiformicin

A rense et stoff til >95% renhet gjor det mulig & identifisere massen til stoffet, beregne MIC
(minimal inhibitory concentration), og & finne krystallstrukturen (61). Etablering av en
renseprotokoll for fusiformicin ble derfor initiert i dette arbeidet med et hovedmal om &
identifisere massen til fusiformicin ved hjelp av MALDI-TOF MS, og & beregne MIC. Noen

rensesteg gir ogsa informasjon om egenskapene til stoffet (se seksjon 3. Metode). Rensesteg
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for bakteriosiner inkluderer en kombinasjon av Amberlite® XAD hydrofobiske kuler,
ionebyttekromatografi (IEC) eller gelfiltrering (GF), og High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Siden behandling med proteinase K viste at fusiformicin er et peptid

eller protein, ble alle de nevnte rensestegene testet.

4.5.1 Fusiformicin binder til Amberlite® XAD 16N

Peptider og proteiner har bade hydrofobe og hydrofile egenskaper, og begge kan utnyttes med
hensyn pd rensing. De hydrofobe omrddene kan binde til en hydrofob flate som for eksempel
Amberlite® XAD-kuler. Volum pé 100-200 ml kultursupernatant fra L. fusiformis ble inkubert
med ca. tre gram Amberlite® XAD 16N-kuler under risting for & la fusiformicin binde til de
hydrofobe kulene. Fusiformicin ble sa eluert med gkende konsentrasjon av etanol (se metoder
for detaljert beskrivelse). I det forste forseket pa & oppkonsentrere fusiformicin ble resultatet
at praven med 20% etanolvasken hadde starst hemmesone, etterfulgt av 100% metanolvasken,

100% etanolvasken, og 30% etanolvasken (Figur 4.11).

Basert pd dette resultatet ble det antatt at fusiformicin hadde bundet hydrofobisk til Amberlite®
XAD-kulene og blitt eluert med 20% etanol, og renheten pa preven ble derfor analysert med
C'8- reversfase HPLC (seksjon 4.5.3). HPLC-analysen viste at proven inneholdt en rekke ulike
stoff (Figur 4.13), og testing av HPLC-fraksjonene for antimikrobiell aktivitet viste at
majoriteten av fusiformicin gikk i «flow-through» (seksjon 4.5.3). Dette tydet pé at fusiformicin
ikke bandt til kolonnen. Det ble derfor testet pa nytt om fusiformicin binder hydrofobisk eller
ikke til Amberlite® XAD-kuler. Denne gangen ble det tatt vare pa restsupernatanten etter
inkubering med Amberlite® XAD-kuler, og kulene ble vasket to ganger med vann for
fusiformicin ble forsekt eluert med 20% etanol og 100% etanol. Resultatet var at kun stoff
eluert med 100% etanol ga hemmesone (Figur 4.11). Det betyr at fusiformicin binder

hydrofobisk til Amberlite® XAD 16N kuler, og elueres med 100% etanol.
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Figur 4.11 Oppkonsentrering av fusiformicin med Amberlite XAD-kuler. A) Resultat etter inkubering av RH425
softagar-overlay med 1) 20% etanoleluat 2) 30% etanoleluat 3) 40% etanoleluat 4) 100% etanoleluat 5) 100%
metanoleluat. B) Resultat etter inkubering av RH425 softagar-overlay med 1) Restsupernantant 2) 20% etanoleluat
3) 100% etanoleluat

Amberlite® XAD 16N-oppkonsentrering ble gjentatt ved behov, og fusiformicin fra 100%
etanoleluatene ble forsekt renset med HPLC, ionebyttekromatografi og gelfiltrering. De ble
ogsa brukt til beregning av relativ-MIC og hemolyse.

4.5.2 Relativ-MIC og hemolyse av fusiformicin

Fusiformicin har blitt vist & virke spesifikt mot streptokokker, og en L. fusiformis koloni pd TH-
agarskaler produserer nok fusiformicin til & hemme S. pneumoniae etter inkubering i kun ett
degn. I flytende kultur er produksjonen pa sitt hoyeste etter inkubering i fire dager, men den
eksakte mengden fusiformicin som produseres er ukjent. For man klarer a rense fusiformicin til
> 95% renhet, er det ikke mulig & regne ut en neyaktig minimum inhiberings konsentrasjon
(MIC) i f. eks pg/mL. Det ble derfor satt opp et dyrkningsforsek for & finne en relativ-MIC
verdi i volum oppkonsentrert fusiformicin. Det ble ogsa satt opp et forsek for & sammenligne
den relative MIC-verdien (pnl) med volum oppkonsentrert fusiformicin som eventuelt forer til
hemolyse av blodceller. Hvis et stoff gir hemolyse ved konsentrasjoner som er rett over eller

lavere enn MIC egner det seg darlig til terapeutiske formal.
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Resultatene (Figur 4.12) viser at allerede nar mengden fusiformicin er 0,53 pl/ml vekstmedium
begynner veksten av RH425 & avta, men fullstendig hemming av vekst skjer forst ndr mengden
er 2,08 ul/mL. Ingen av fusiformicinfortynningene ga hemolyse, og toppen med Abssoo= 0,700
1 Figur 4.12 skyldes brunstoff 1 fusiformicinpreven som absorberer ved 490 nm. Verdien er

signifikant lavere enn 1 den positive kontrollen (1% Triton X-100), som hadde Abssoo= 2,348.
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Figur 4.12 Resultatene for relativ MIC- og hemolyseforsekene. A) Viser vekstkurver for 280 pl RH425 tilsatt
ulike fortynninger av fusiformicin. B) Viser absorbans for blodceller tilsatt de samme fusiformicinfortynningene.
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4.5.3 Rensing av fusiformicin ved hjelp av High Performance Liquid Chromatography

HPLC ble benyttet for & analysere renheten til fusiformicin eluert med 20% etanol fra
Amberlite®-oppkonsentrering. Fem ul prove ble applisert pd en C'* Halo HPLC-kolonne.
Fusiformicin ble eluert med en 30 minuttersgradient av acetonitril (0-100%) (Figur 4.13). Det
ble samlet opp en fraksjon hvert minutt, og hver fraksjon tilsvarer ett minutt 1 HPLC-
kromatogrammet (Figur 4.13). Fraksjonene ble senere testet for antimikrobiell aktivitet.
Absorbansen ved 206 nm ble benyttet under HPLC-analyser, fordi proteinase K-behandling
viste at fusiformicin er et peptid eller protein. Absorbansen er hoyest etter omtrent 20 minutter
(Figur 4.13), noe som tydet pa at fusiformicin kan vere 1 fraksjonene samlet rundt dette

tidspunktet.

De ulike fraksjonene ble testet for antimikrobielll aktivitet for & analysere hvilken fraksjon som
inneholdt fusiformicin (Figur 4.13). Resultatene for platelesningen viste at vekst av RH425
hemmes nar stoff fra fraksjon 1 (som inneholdt «flow-through») er tilsatt, og at det er noe
hemming av vekst for fraksjon 15 og 16. Etter atte timer ble det observert vekst av RH425 1
brennen med fraksjon 1. Det tydet pd at mye fusiformicin ikke bandt til C'®-kolonnen. Som
tidligere nevnt ble oppkonsentrering med amberlitekuler gjentatt for & teste om fusiformicin

binder hydrofobisk eller ikke (Seksjon 4.5.1).
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Figur 4.13 A) HPLC analyse av fusiformicin eluert med 20% etanol fra Amberlite® XAD 16N-oppkonsentrering.
B) Platelesing av vekst av RH425 tilsatt HPLC-fraksjoner fra analyse av fusiformicin eluert med 20% etanol fra
Amberlite® XAD 16N-oppkonsentrering.

Etter at det var bekreftet at fusiformicin binder hydrofobisk til Amberlite® XAD 16N-kuler
(Seksjon 4.5.1), ble fusiformicin eluert med 100% etanol fra Amberlite®-oppkonsentrering
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analysert pd samme mate som beskrevet ovenfor ved hjelp av HPLC. Kromatogrammet (Figur
4.14A) viser at den hoyeste absorbansen kommer etter 19 minutter, og hapet var at denne toppen
inneholdt fusiformicin. Testing av fraksjonene (Figur 4.14B) viste at det var antimikrobiologisk
aktivitet mot RH425 i fraksjon 15, 16 og 17, som korresponderte til toppene for den hayeste i
kromatogrammet (Figur 4.14).

A 6000
5000
4000

o 3000
S

(@\|
<2000

1000

T T T T I T T T T

3 6,510 13 17 20 24 27 30 33 36 40 43 47 50 54
-1000 Tid (min)

B
1,2 Fraksjon 15

—Fraksjon 16

1
Fraksjon 17

0,8

—XKontroll

0,6

OD550

0,4
0,2

0
0,1 0,7 1,2 1,8 2,4 3,0 3,5 4,1 4,7 5,3 5,8 6,4 7,0 7,6 8,1

Tid (timer)

Figur 4.14 A) HPLC analyse av fusiformicin eluert med 100% etanol fra Amberlite® XAD 16N oppkonsentrering.
B) Platelesing av vekst av. RH425 tilsatt HPLC-fraksjoner fra analyse av fusiformicin eluert med 100% etanol.

76



Siden det var antimikrobiologisk aktivitet 1 tre ulike fraksjoner tydet det pa at rensingen av
fusiformicin ikke var helt vellykket. Vi forsekte derfor & kombinere det som var igjen av
fraksjon 15,16 og 17 i ett ror, og deretter reanalysere innholdet vha. HPLC for & preve og rense
fusiformicin fra denne preven. Det var ogsd mulig at gkningen 1 acetonitrilgradienten var for
bratt. Gradienten ble derfor ekt til 120 minutter. Kromatogrammet for en pl prove (Figur 4.15)
viser fint separerte topper. For oppsamling av fraksjoner til testing av antimikrobiell aktivitet

ble 50 ul av den samme proven separert med HPLC.

Testing av antimikrobiell aktivitet (Figur 4.15B) viste at det fortsatt var antimikrobiell aktivitet
1 flere fraksjoner. Bade fraksjon 33 og 34 inhiberte vekst av RH425 fullstendig, men de stemte
ikke overens med en tydelig topp 1 HPLC-kromatogrammet. I tillegg viste kromatogrammet
under oppsamlingen flere topper 1 samme minutt, og det er derfor trolig at fraksjon 33 og 34
inneholdt flere stoffer enn fusiformicin, og fusiformicin var mest sannsynlig ikke rent nok til

massebestemmelse ved hjelp av massespektrometri.
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Figur 4.15 A) HPLC-analyse av fraksjon 15,16 ogl7. B) Platelesing av vekst av RH425 tilsatt HPLC-fraksjoner
fra analyse av fraksjon 15,16 og 17.
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Fraksjon 33 og 34 ble analysert vha. HPLC for 4 bekrefte at det var en gkning 1 absorbans ved
206 nm ved disse tidspunktene. Det ville bekrefte at fusiformicin elueres ved omtrent 33
minutter. Det ble gjort klart prever med to ul av hver fraksjon og ti ul TFA. Prevene ble eluert
med en 120 minuttersgradient. Kromatogrammene (Figur 4.16) viser begge en klar topp ved 33
minutter. Det ble og undersekt om fraksjonene hadde sterst absorbans ved 206 nm eller en
annen belgelengde. Undersokelsen ble gjort ved & analysere absorpsjonsspekteret til
fusiformicin vha. NanoDrop. Resultatene viste at bade fraksjon 33 og 34 hadde heyest
absorbans like over 200 nm, sa 206 nm fortsatte a bli brukt til & male absorbans under HPLC-

analyser.
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Figur 4.16 A)HPLC-analyse av fraksjon 33. B) HPLC-analyse av fraksjon 34.
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HPLC-analysene sd langt tydet pa at mye uensket stoff ble eluert sammen med fusiformicin
under Amberlite®-oppkonsentrering. Amberlite®-oppkonsentrering ble gjentatt med flere
etanolkonsentrasjoner (20%, 30%, 40%, 50%, 60% og 100%) for & se om uensket stoff kunne
vaskes bort med etanolkonsentrasjoner lavere enn 100%. For vasking med 20% etanol ble
kulene vasket to ganger med dH>O. Undersokelse av antimikrobiell aktivitet viste at det var
hemming av RH425-vekst ved alle etanolkonsentrasjonene, men hemmingen var sterst for 60%
etanoleluat og 100% etanoleluat. Disse provene ble derfor analysert vha. HPLC med en 120
minutters acetonitrilgradient. Fraksjoner ble samlet fra 30 til 36 minutter, som er tidspunktet
hvor fusiformicin har eluert tidligere. Kromatogrammene (Figur 4.17) viser en bred topp fra 24
minutter til 60 minutter, noe som tyder pa at fraksjonene samlet i dette tidsrommet inneholder
flere ulike stoffer. Kromatogrammet for 100% etanoleluatet (Figur 4.17) viser ogsa at toppene
1 dette tidsrommet gir over mileomrddet for absorbans, men de er litt mer separert enn toppene
1 kromatogrammet for 60% etanoleluat. Fraksjonene fra HPLC-analyse av 60% etanoleluat ble
ikke testet for antimikrobiell aktivitet, men fraksjonene fra HPLC-analyse av 100% etanoleluat
ble testet. Det var inhibering av RH425-vekst 1 fraksjon 32, 33 og 34 (Figur 4.17). Ut ifra
HPLC-analysene som viser flere topper i omradet som har detekterbar fusiformicinaktivitet,
kan vi konkludere med at vart oppsett med en C!8-kolonne og acetonitrilgradienteluering ikke
er egnet til 4 rense fusiformicin til renheten som kreves for massebestemmelse (>95% renhet).
MALDI-TOF MS av fraksjon 32-34 ville gitt et meget komplisert spektrum, og det ville mest
sannsynlig ikke vare mulig & skille ut hvilken masse som var fusiformicin. Altsd mé flere

rensetrinn til.
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Figur 4.17 A) Kromatogram for HPLC-analyse av 60% etanoleluat. B) Kromatogram for HPLC-analyse av 100%
etanoleluat. C) Det var antimikrobiell aktivitet 1 fraksjon 32-34 fra kromatogrammet i B.
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4.5.4 Rensing av fusiformicin med ionebyttekromatografi

Ionebyttekromatografi ble testet fordi det er en effektiv rensemetode for proteiner, og kan
kombineres med HPLC. Molekyler med ulik ladning passerer gjennom kolonnen med ulik
hastighet, og kan samles opp i fraksjoner. Fraksjonene kan s testes for antimikrobiologisk
aktivitet. 100% etanoleluat fra Amberlite®-oppkonsentrering ble passert gjennom en
anionbytter (en kolonne som binder negativt ladde molekyler) ved pH 8,8 (vi antok at
fusiformicin ville ha en netto negativ ladning ved denne pH-verdien). Kromatogrammet (Figur
4.18) viser absorbansen og konsentrasjonen av elueringsbuffer. Den heyeste absorbansen
kommer for elueringen starter, og det er en mindre topp nar konsentrasjonen av elueringsbuffer
er omtrent 25%. Fraksjonene ble fem ganger oppkonsentrert ved vakuumterking, og testet for
antimikrobiologisk aktivitet ved & applisere tre ul av hver fraksjon pé et S. pneumoniae RH425
overlay. Antimikrobiell aktivitet ble kun observert for materialet som passerte rett gjennom
kolonnen («flow-throughy»). Fusiformicin bandt ikke til anionkolonnen ved pH 8,8, og kunne
derfor ikke renses under disse betingelsene. Med fare for at pH verdier hayere enn 8,8 ville
senke stabiliteten til fusiformicin valgte vi & teste gelfiltrering som er en mer skinsom

rensemetode. I tillegg kan gelfiltrering benyttes for a estimere molekylvekten til et stoff.
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Figur 4.18 Kromatogram for ionebyttekromatografi. Bade absorbansen (mAU) og konsentrasjonen av
elueringsbuffer (% gradient B) er vist. "Flow-rate" var satt til 0,5 ml/min.
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4.5.5 Fusiformicin er et ~1000 Da stort peptid

Siden proteinase K-testen viste at fusiformicin var et peptidbasert molekyl eller et lite protein
(seksjon 4.4.2) ble fusiformicin fra Amberlite®-oppkonsentrering separert gjennom en
gelfiltreringskolonne beregnet pa molekyler fra 100-7000 Da (Figur 4.19). Fraksjoner ble
samlet hvert minutt med en veeskehastighet pa 0,3 ml/min. Instrumentet som ble benyttet kunne
bare male absorbansen ved 280 nm. Derfor ble alle fraksjoner eluert fra kolonnen testet med
hensyn pd antimikrobiell aktivitet. Det var en liten ekning 1 absorbans etter omtrent syv

minutter, men den hgyeste absorbansen kom ikke for pa slutten av filtreringen (29 ml).

Fraksjonene ble 30x oppkonsentrert ved vakuumterking, og testet for antimikrobiologisk
aktivitet ved a applisere tre pl av hver prove pa et S. pneumoniae RH425 softagar-overlay. Flere
fraksjoner (tre, fire og seks) viste tydelig hemmesoner, men det var storst hemmesone for
fraksjon syv (Figur 4.19). Kalibrering av gelfiltreringskolonnen ble utfert av laboratoriet og
viste den samme separasjonshastigheten som oppgitt av produsenten (62). Det vil si at
molekyler pa omtrent 1000 Da elueres etter syv minutter. Fusiformicin har altsa en omtrentlig

starrelse pa 1000 Da.
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Figur 4.19 A) Kromatogram for gelfiltrering med Amberlite-oppkonsentrert fusiformicin. B) RH425 softagar-
overlay med prover fra gelfiltreringsfraksjon 1-11. Det er hemmesoner ved fraksjon tre, fire, seks og syv.

Fraksjon syv fra gelfiltrering skulle i teorien vere renere enn fusiformicin renset fra
Amberlite®-oppkonsentrering. Den ble derfor analysert og forsekt videre renset med HPLC,
béde med en C'3- og en C3-kolonne. Mélet var & f& fusiformicin rent nok til MALDI-TOF MS.
HPLC-analysene (Figur 4.20) viste at gelfiltreringsfraksjon syv fortsatt inneholdt en rekke ulike
stoffer (basert pa at kromatogrammene viser mange topper som eluerte ved ulik
acetonitrilkonsentrasjon). Det ble samlet opp fraksjoner hvert 30 sek i tidsrommet fusiformicin
har eluert ved for. Under analysen med C®-kolonnen ble fraksjoneringen startet ved 14 minutter
og avsluttet ved 25 minutter. Under analysen med C'®-kolonnen ble fraksjoneringen startet ved

12 minutter og avsluttet ved 25 minutter. Kromatogrammene (Figur 4.20) viser en topp per 30
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sekunder, men flere topper per minutt. Fraksjonene ble 25x oppkonsentrert ved vakuumterking
og deretter testet for innhold av fusiformicin ved & applisere tre ul av hver preve pé et S.
pneumoniae RH425 softagar-overlay. Malet var at det skulle veere antimikrobiologisk aktivitet
i bare en av dem. Fraksjonen med antimikrobiologisk aktivitet ville da inneholde fusiformicin
rent nok til MS-analyser. Antimikrobiell aktivitet ble ikke observert for noen av fraksjonene
som ble samlet opp. Det var derfor ikke mulig & vite hvilken fraksjon som inneholdt

fusiformicin, og ingen fraksjoner ble analysert ved MALDI-TOF MS.
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Figur 420 A) HPLC-analyse av gelfiltreringsfraksjon syv med en C3-kolonne. B) HPLC-analyse av
gelfiltreringsfraksjon syv med en C'3-kolonne. C) Testing av fraksjonene fra kromatogrammet i A for
antimikrobiell aktivitet mot RH425. D) Testing av fraksjonene fra kromatogrammet i B for antimikrobiell aktivitet
mot RH425.
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4.6 Genomsekvensering av fusiformicinresistente mutanter

Som nevnt 1 seksjon 4.2 ble det funnet fusiformicinresistente supressormutanter i hemmesonen
som oppstod nér S. pneumoniae RH425 vokste i et softagar-overlay over en koloni med L.
fusiformis (Figur 4.5). Supressormutantene ble sendt til genomsekvensering for & underseke
hvilke gener som hadde mutert, noe som ogsd ville gi informasjon om virkningsmekanismen
til fusiformicin. Fire av de fusiformicinresistente mutantene ble plukket og inokulert i C-
medium for isolering av genomisk DNA til genomsekvensering. De fikk navnene THH12,

IHH14, IHH16 og IHH18.

4.6.1 Identifikasjon av mutasjoner i ami- operonet

Genomisk DNA fra mutant [HH-12, IHH-14, IHH-16 og IHH-18 ble sekvensert ved Norwegian
Sequencing Centre. Etter at sekvensdataene var satt sammen mot referansegenomet til S.
pneumoniae R6 (NC_003098.1) 1 programmet Geneious Prime v2019-2.1, og mutasjoner
mellom genomene til supressormutantene og R6 var identifisert, ble mutasjonene sammenlignet
med genomsekvensen til RH425 (for & skille RH425-mutajoner fra mutasjoner 1 IHH-
mutantene). Det forte til identifisering av fire mutasjoner i ami-operonet. Det var tre ulike
punktmutasjoner (SNP) 1 amiC, amiE og amiF, og en delesjon som startet 1 amiE og sluttet 1
amiF (Tabell 4.2). Mutasjonene vil videre bli referert til som mutasjon 12, 14, 16 og 18 etter

stammen de ble funnet i.

Tabell 4.1 Oversikt over mutasjoner i de fusiformicinresistente mutantene sammenlignet med RH425.

Stamme Mutasjon Gen Type Konsekvens

IHH-12 G->A (1676261) amiC SNP Trunkering. SNP introduserer et stop-kodon
i kodon 223. C-terminal 276 aa ikke

translatert
IHH-14 C->T (1673543) amikE- SNP Trunkering. SNP introduserer et stop-kodon
amiF’ i kodon 318. C-terminal 38 aa ikke

translatert
IHH-16 D1672934 - amik- Stor Delesjon av 1079 nukleotider I amiE-amiF
1674011 amiF delesjon  regionen (sekvensen som koder for de siste

193 aa av AmiE og de forste161 aa av amiF)

IHH-18 C->A (1673313) amiF SNP Trunkering. SNP introduserer et stop-kodon
i kodon 51. C-terminal 273 aa ikke
translatert
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4.6.2 ami- systemet

S. pneumoniae er avhengig av a ta opp aminosyrer fra omgivelsene for & kunne vokse. Opptaket
av disse aminosyrene gjores blant annet av oligopeptidpermeasen Ami (Figur 4.21). Permeasen
tilherer ABC transporter superfamilien, og DNA koden ligger 1 amiACDEF operonet. Ami
bestir av det membranbundne lipoproteinet AmiA som binder til oligopeptider, to
transmembranproteiner AmiC og AmiD, som former selve transportkanalen, og to ATP-
bindene proteiner AmiE og AmiF, som frigjer energi til transport ved & hydrolysere ATP (63).
Transport gjennom Ami er selektiv, og AmiA har hey affinitet ovenfor hvilke oligopeptider

som transporteres.

) )y e )y e )y e

A Oligopeptid

Figur 4.21 A) Viser organiseringen av ami-operonet pa den negative DNA-traden hos S. pneumoniae. B) Viser
Ami-permeasen hos S. pneumoniae basert pa modeller av andre oligopeptidpermeaser. Hvert protein er merket
med bokstaver. AmiA binder til oligopeptider, som sa transporteres gjennom porten som formes av AmiC og
AmiD. Energi til transporten frigjeres av AmiE og AmiF. Figuren er laget i Biorender.
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Lignende oligopeptidpermeaser finnes hos de fleste bakterier, bdde Gram-positive og -negative.
Sek med aminosyresekvensen til AmiA ga treff for homologe peptider hos alle bakteriene som
ble testet for sensitivitet mot fusiformicin, med unntak av S. criceti. Identiteten med AmiA i S.
pneumoniae R6 varierte fra 25% hos B.subtilis til over 80% hos S. mitis. Det ble og funnet

proteiner med lav homologi (<35%) hos de resistente bakteriene, med unntak av hos E. coli.

Forsek med Streptococcus thermophilus har vist at Ami systemet er 1 stand til & ta opp
oligopeptider bestdende av opptil 23 aminosyrer (64), mens oligopeptidpermeaser generelt
transporterer oligopeptider fra 4 til 35 aminosyrer (65). Det har ogsé blitt vist at Ami ikke kan
ta opp lange oligopeptider med negativ ladning, mens oligopeptider med netto positiv ladning
og hydrofobe peptider transporteres mer effektivt. Sterrelsen pé oligopeptidene som

transporteres er omtrent 1000 til 3000 Da (64).

4.6.3 Karakterisering av fusiformicinresistente mutanter

De fire fusiformicinresistente mutantene IHH-12, IHH-14, IHH-16 og IHH-18 ble dyrket 1 C-
medium, og mutantene brukte to dager pa a nd den eksponentielle vekstfasen 1 motsetning til
villtypen som bruker en dag. Nar mutantene ble dyrket pd TH-agarskaler var koloniene mindre
enn det som er typisk for S. pneumoniae RH425. Dette indikerer at de vokser saktere enn
villtypen, men vekstforsek for & sammenlikne veksthastighet ma gjores for & bekrefte dette.
Fasekontrastmikroskopi av mutant IHH-12, IHH-14, IHH-16 og IHH-18 (Figur 4.22) viser at
alle mutantene hadde normal morfologi, med unntak av mutant IHH-18, som hadde noen celler
som var lengre og smalere. Det ble ogsa observert at cellene klumpet seg sammen, men det er

usikkert om dette skyldes endringer i morfologi eller klumper i preparatet.
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S pneumoniae RH425 Wt

Figur 4.22 Mikroskopbilder av de fusiformicinresistente mutantene og villtypen. Pilen peker pa celler med
endret morfologi i mutant IHH-18
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4.7 Innforing av supressormuterte gener gir resistens mot fusiformicin

For & dobbeltsjekke at mutasjonene fra supressormutantene var tilstrekkelige til & gi resistens
mot fusiformicin, ble mutasjonene identifisert med genomsekvensering (mutasjon 12, 14, 16
og 18) innfert i S. pneumoniae pa en kontrollert mate ved & bruke Janussystemet. De nye
transformantene fikk da akkurat de samme mutasjonene som supressormutantene. For
transformasjonen ble det observert at knockout-stammene trengte lengere tid til & nd ODsso=
0,05-0,1 enn villtypen RH425. De matte pre-inkuberes i minst fire timer, og selve

transformasjonsreaksjonen matte inkuberes i 2,5 time.

4.7.1 Fusiformicinsensitivitet hos transformanter med re-innforte supressormutasjoner

Etter transformeringen ble de nye mutantene (IHH-25, 26, 27 og 28), med mutasjon 12, 14, 16
og 18 innfort, testet for sensitivitet mot fusiformicin, og det viste seg at de var resistente (Figur
4.23). Det var da bevist at de supressormuterte ami-genene identifisert med genomsekvensering
var de eneste mutasjonene som var nedvendige for & gjore S. pneumoniae resistent mot

fusiformicin.

Figur 4.23 Softagar-overlay med transformanter med mutasjon 12 (A), 14 (B), 16 (C) og 18 (D), over en L.
fusiformis koloni. Bildet er tatt med mobilkamera.
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4.8 Delesjon av amiC og amiEF gir resistens mot fusiformicin

Identifiseringen av mutasjonene 1 de fusiformicinresistente stammene tydet pa at ufunksjonelt
AmiC, AmiE, og AmiF gir resistens mot fusiformicin. For & bekrefte dette ble det lagd to ulike
knockout transformanter, en hvor amiC ble erstattet av en Janus-kassett og en hvor amiEF ble
erstattet av en Janus-kassett. Det tok flere forsek & fa vellykket transformasjon, og lasningen
viste seg & vare a oke inkubasjonen av transformasjonsreaksjonene fra to timer til 2,5 time.

Transformanter ble deretter testet for sensitivitet mot fusiformicin.

4.8.1 Fusiformicinsensitivitet hos AamiC og AamiEF mutanter.

Transformantene ble testet for sensitivitet mot fusiformicin ved & legge et softagar-overlay med
hver transformant over en L. fusiformis koloni. RH425 ble brukt som kontroll pd en sensitiv
stamme. Resultatet (Figur 4.24) var at transformantene var resistente mot fusiformicin. Dette

beviser at Ami-systemet er essensielt for at fusiformicin skal hemme vekst av S. pneumoniae.

Figur 4.24 Sofatagar-overlay med delesjonsmutanter som mangler amiC (A) og amiEF (B), over en L. fusiformis
koloni. Bildet er tatt med mobilkamera.

4.9 Fusiformicin md tas opp til cytoplasma for d virke

ATP-bindende proteiner har sdkalte Walker-motiver som utgjor en ATP-bindende «lommey 1
proteinet. AmiE og AmiF er begge ATP-bindende proteiner som spalter ATP til ADP for at
Ami-transporteren skal importere oligopeptider til cytoplasma. I en AmiE/F homolog, kalt FtsE
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(involvert 1 bakteriell celledeling), er det vist at substitusjon av spesifikke aminosyrer 1 Walker-

motiv B gjer at det produseres et FtsE-protein som er ute av stand til & binde til ATP (66).
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Figur 4.25 Sammenstilling av FtsE, AmiE og AmiF. Walker motiv A er markert med gult, Walker motiv B er
markert med grent, og aspartat (D) som ble mutert til alanin (A) er markert med rodt.

Endringen av baser i DNA sekvensen fra GAT til GCT gir en endring i aminosyresekvensen
fra aspartat (D) til alanin (A), og det er denne endringen som gjor proteinet ute av stand til a
binde til ATP (66). Ved & introdusere et mutert Walker B-motiv i AmiE (D184A) og AmiF
(D190A) var det mulig & underseke om fusiformicin ma tas opp til cytoplasma for a virke eller
ikke. Hvis S. pneumoniae med et punktmutert Walker B-motiv er resistent mot fusiformicin ma

det tas opp til cytoplasma for & virke.
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4.9.1 Fusiformicin virker i cytoplasma hos S. pneumoniae

Transformantene ble testet for sensitivitet mot en L. fusiformis koloni, og som vist 1 Figur 4.26
var transformanten med mutert AmiE (IHH-23) resistent. Innfering av punktmutert Walker B-
motiv i AmiF (IHH-29) ble utfert ved et senere tidspunkt, men pga. Covid-19 rakk vi ikke a

teste om denne ogsa var immun mot fusiformicin.

Figur 4.26 Softagar-overlay med punktmutert Walker B i AmiE (A) og mutert Walker A i AmiF (B) over en L.
fusiformis koloni. Bildet er tatt med mobilkamera.

4.9.2 Sekvensering av hele ami- operonet i AmiE mutanten

For & vaere helt sikre pd at ingen andre mutasjoner enn den vi innforte i Walker B-motiv var
tilstede 1 mutant IHH-23 og ga resistens mot fusiformicin, ble hele ami-operonet 1 IHH-23
sekvensert. (Det ble ogsa forsekt & sekvensere hele ami-operonet i IHH-29, men templatet ga
bare darlige sekvenser). Resultatet av sekvensering av ami-operonet 1 IHH-23 var at ingen andre
mutasjoner var tilstede. Det betyr at inaktivering av transport gjennom Ami-permeasen gir
resistens mot fusiformicin, som betyr at fusiformicin etter all sannsynlighet mé tas opp til

cytoplasma for & virke (Figur 4.28).
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Fusiformicin

e
S. pneumoniae villtype
»  Bakterien dor
S. pneumoniae med
inaktivert Ami

Figur 4.27 Fusiformicin ma tas opp til cytoplasma for & virke. Villtype bakterien har et intakt Ami-system og
fusiformicin transporteres til cytoplasma. Det er ukjent hva som skjer i cytoplasma, men denne cellen der.
Bakterien med inaktivert Ami-system tar ikke opp fusiformicin, og denne cellen overlever.

» Bakterien overlever
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5 Diskusjon

5.1 Screening av havbakterier for antibiotika mot S. pneumoniae

Det er estimert ved hjelp av DNA sekvensering at man bare klarer & dyrke en liten andel av
bakterieartene som finnes 1 ulike habitat 1 naturen. Paradigmet har vert at ca. en prosent av
artene kan dyrkes 1 laboratoriet, mens andre mener dette tallet er hoyere (67,68). De fleste
bakterier er uansett vanskelig & dyrke, noe som mest sannsynlig er fordi vi ikke klarer &
etterlikne de vekstbetingelsene som kreves. Vi antok derfor at et utvalg bakterier i de ulike
provene fra Hvitsten ville dominere under oppdyrkning i laboratoriet, men ville likevel prove &
fange opp sd mange ulike bakterier som mulig ved 4 teste forskjellige vekstmedier. Vi gnsket
ogsa 4 etterlikne marine forhold ved & inkludere sjgvann i vekstmediene. Det var mindre vekst
pa skélene med vekstmedium og dH>O enn pa skalene med vekstmedium og sjgvann. Det kan
skyldes at sjgbakteriene er avhengige av hoye saltkonsentrasjoner for a trives, eventuelt at de
var 1 sultemodus da de ble hentet og at overgangen fra sultemodus til tilgang p4 mye naring var
forsinket. Skalene med sjovann inkubert i ett dogn ga mer vekst enn skdlene med vekstmedium
og dH>O som hadde vert inkubert 1 tre dogn, og det tydet pa at bakteriene trivdes bedre med
hoye saltkonsentrasjoner, eller at det vokste helt andre arter pa skélene med sjovann. Det var
ogsa mer vekst pd BHI-skalene enn TH-skédlene, noe som var forventet siden BHI er et rikere
naringsmedium. Skdlene med BHI-, TH- og MH-agar ga kolonier med ulik morfologi (BHI-
skalene hadde gule og oransje kolonier, TH-skédlene for det meste hvite kolonier, og MH-
skalene flerfargede, utflytende kolonier), og dette indikerer at et bredere utvalg av sjabakterier
ble screenet, enn om bare en type vekstmedium hadde blitt benyttet. Skdlene med mest vekst
ble plukket ut for screening av antimikrobiell aktivitet mot S. pneumoniae, da vi antok at det

ville gi det storste utvalget av bakterier sett borti ifra 4 teste alle skélene.

Etter inkubering med S. pneumoniae RH425 softagar-overlay var det {4 hemmesoner pé skilene
med sjevann, noe som kan skyldes at pneumokokker vokser dérligere pa saltmedium, eller at
bakteriekoloniene som vokste pa skalene med sjevann i sterre grad var aerobe og derfor dede
under anaerob inkubering. En annen mulighet er at bakteriekoloniene som vokste pa skéler med
ferskvann hadde suboptimale vekstbetingelser (altsa at de fortrekker tilgang pa salter) og derfor
var stresset. Stress kan indusere produksjon av ulike sekundermetabolitter som kan vare
antimikrobielle, eller stress kan indusere ekspresjon av antimikrobielle stoffer som brukes i

kampen om naringsstoffer mellom bakterier. Veksten av sjobakterier og den eventuelle
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produksjonen av antibiotika avhenger av en rekke faktorer, og ikke alle er mulige a kontrollere.

Det er derfor lite sannsynlig at en ny screening ville gitt de samme resultatene.

5.2 lIdentifisering av isolat 1

Allerede under mikroskopering av bakterieisolat 1 og 4 mistenkte vi at isolat 1 kunne veare en
Bacillus-art pa grunn av morfologien. Morfologien til isolat 1 viste lange, stavformede celler
som dannet terminale endosporer. Det ble sd bekreftet med 16S rRNA sekvensering at
bakterieisolat 1 var L. fusiformis, en relativt ukjent miljebakterie 1 bacillusslekten. Den lever
for det meste 1 vann, jord, landbruksavfall og matvarer, mens S. pneumoniae hovedsakelig lever
1nesen og svelget til mennesker. Et interessant spersmal blir da hvorfor L. fusiformis produserer
et antimikrobielt stoff mot S. pneumoniae nér pneumokokker tilsynelatende ikke er en naturlig

konkurrent?

Det kan tenkes at S. pneumoniae ikke er det opprinnelige malet for fusiformicin, men
tilfeldigvis ogsa har en reseptor (AmiA) som binder til fusiformicin, noe som ferer til opptak
av fusiformicin til cytoplasma. Ulike oligopeptidpermeaser finnes hos alle bakterier (65), og
undersekelser 1 dette arbeidet har vist at AmiA er delvis konservert hos alle bakteriene som
testet positivt for sensitivitet mot fusiformicin. Alle bakteriene som var resistente mot
fusiformicin hadde lav identitet med AmiA 1 S. pneumoniae R6. Dette indikerer at resistensen
mot fusiformicin hos disse bakteriene er oppnédd ved at fusiformicin ikke tas opp av cellene,
heller enn at det er den toksiske effekten i cytoplasma som er redusert. De fleste bakteriene som
ble testet var andre streptokokker, s& undersokelser av Ami-homologer og
fusiformicinsensitivitet hos flere bakteriearter méa til for & kunne konkludere om det er en
sammenheng mellom hvor konservert det peptidbindende domenet er hos AmiA og hvor
sensitiv bakterien er for fusiformicin. Det vi derimot vet er at fusiformicin ma transporteres til

cytoplasma for & virke.

5.3 Produksjon av fusiformicin

Produksjon av fusiformicin sa ut til & vaere storre pd TH-agar enn i flytende TH-medium siden
supernatanten av en fire dager gammel L. fusiformis-kultur i stasjonarfase ga signifikant mindre

hemmingssone enn hemmingssonen rundt L. fusiformis-kolonier pd TH-agarskéler (Figur 4.8
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og 4.5). En del av forklaringen kan vare at konsentrasjonen av bakterieceller er hoyere pd agar
enn 1 flytende medium, men dette er umulig 4 vite uten & méile celletettheten eller telle antall
bakterieceller. En annen forklaring kan vare at L. fusiformis sender ut miljesignaler til
naboceller som aktiverer produksjon av fusiformicin. Konsentrasjonen av disse miljosignalene
vil da vaere lavere 1 store volum (500 ml) flytende medium enn pé en agar, fordi bakteriecellene
pa agar vokser 1 biofilm hvor det akkumuleres en hey konsentrasjon av ekstracellulere
miljesignaler. Det er ogsd mulig at tilgangen pa oksygen har noe 4 si, cellene pd TH-agarskal
hadde tilgang pa mer oksygen enn cellene i flytende medium. Stabiliteten til fusiformicin i
flytende medium kan og skille seg fra stabiliteten 1 agar. For eksempel kan det hende at
bakteriecellene slutter & produsere fusiformicin etter to til tre dager, og at det fra dag tre
begynner & miste aktiviteten. Testing av produksjon 1 flytende medium over syv dager viste at
aktiviteten til fusiformicin begynte a avta etter fire dager, men det ble ikke tatt prover etter to
og tre dager. Det er derfor ikke sikkert om produksjonen er pa sitt hoyeste etter fire dager, og
deretter begynner a avta, eller om aktiviteten til fusiformicin var pa sitt hayeste etter to-tre dager
og allerede hadde begynt & avta ved dag fire. Dette er mulig & teste om av stabiliteten til
fusiformicin 1 flytende medium skal testes pd nytt, ved 4 ta prever hver dag og méle

celletettheten hver dag (OD).

Testing av produksjon 1 flytende medium ble gjort med og uten oksygen, og viste ogsa at
produksjonen av fusiformicin er mest effektiv nar L. fusiformis har tilgang pd oksygen. Dette
kan indikere at fusiformicinproduksjon ikke er et resultatet av en stressrespons hos
bakteriecellene, men det kan ogsa vare en konsekvens av at cellene som hadde god tilgang pa
oksygen nadde en hoyere tetthet. Hoyere tetthet kan ha indusert regulatoriske veier som forer
til produksjon (quorom-sensing), mens cellene som vokste anaerobt aldri fikk muligheten til &
na den nadvendige tettheten fordi L. fusiformis er obligat anaerob og cellene i1 falkonreret entret

dedsfasen.

5.4 Karakterisering av fusiformicin

Vi hadde tidlig en hypotese om at fusiformicin kunne vare et bakteriosin basert péd at det var
varmestabilt og ikke dannet miceller som f.eks. lipopeptider gjor (det passerte gjennom et filter
med porestorrelse 0,2 um). Hypotesen ble videre bekreftet av at proteinase K inhiberer

fusiformicin. I tillegg tilherer produsenten L. fusiformis bacillusslekten som er kjent for &
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produsere bakteriosiner. Resultatene fra butanolekstraksjon stemte derimot ikke overens med
hypotesen og resultatet av proteinase K-behandlingen. Det var forventet at hvis fusiformicin er
et bakteriosin ville det hatt aktivitet 1 butanolfasen, men ingen av fasene etter
butanolekstraksjon hadde antimikrobiell aktivitet. Det kan tyde pd at butanol ferte til
inaktivering av fusiformicin ved for eksempel misfolding, eller at fusiformicin er et amfifilt
molekyl som gér bade 1 vannfasen og butanolfasen, og at konsentrasjonen i hver av fasene
dermed ble for lav. Eventuelt kan forklaringen vere at konsentrasjonen i den originale proven
var for lav til 4 gi antimikrobiell aktivitet. Det ble senere vist at fusiformicin binder hydrofobisk
til Amberlite® hydrofobiske kuler og elueres med 100% etanol, noe som viser at det har
hydrofobe partier pa molekylet. Siden fusiformicin bdde leses 1 vann og binder hydrofobt til
Amberlite® XAD-kuler er det sannsynligvis amfifilt. Ammoniumsulfatfelling, som ogsé er en
mye brukt metode for & oppkonsentrere proteiner og peptider, hadde tilsynelatende ikke
fusiformicin i det utfelte materialet. Hvis forseket skal gjentas bar ogsa supernatanten testes for

eventuell restaktivitet.

Samtidig som de tre ulike fasene fra butanolekstraksjon og det utfelte materialet fra
ammoniumsulfatfelling ble testet for antimikrobiell aktivitet ble ogsd ubehandlet supernatant
(isolert fra L. fusiformis kultur ved sentrifugering), proteinase K-behandlet supernatant og
varmebehandlet supernatant testet. Resultatet viste at ingen av prevene ga antimikrobiell
aktivitet. Supernatanten ble deretter oppkonsentrert, og etter oppkonsentrering ble det observert
antimikrobiell aktivitet. Det ville derfor veart interessant & gjenta butanolekstraksjon og
ammoniumsulfatfelling med supernatant som er blitt oppkonsentrert ved vakuumterking,

eventuelt Amberlite®-oppkonsentrert supernatant.

For & finne ut mer om hvilken bakteriosingruppe fusiformicin tilherer ble det behandlet med
DTT for & se om det dannet disulfidbroer og kunne veare et lantibiotika (klasse I bakteriosin),
men det viste seg at fusiformicin ikke inhiberes av DTT og dermed mest sannsynlig ikke er
lantibiotika. Den molekylare vekten ble funnet til & vaere ~1000 Da, noe som betyr at det mest
sannsynlig ikke tilherer klasse III bakteriosiner, som er storre enn 30 kDa. Da gjenstér klasse
II og klasse IV. Hvis fusiformicin er et klasse II bakteriosin har det en virkningsmekanisme
som er lite utbredt blant klasse II bakteriosiner som vanligvis virker ved & depolarisere
cellemembranen, mens fusiformicin virker i cytoplasma. Strukturelt virker det mest sannsynlig

at fusiformicin tilherer klasse II, fordi vi ikke har sett noen resultater som tyder pa at det har en
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lipid- eller karbohydratdel, noe som kjennetegner klasse IV bakteriosiner. Et forsek som kunne
ha blitt gjort for & bekrefte at fusiformicin ikke har en lipiddel er 4 behandle det med polymixcin
acylase som klgyver av acylgrupper og slik spalter bindingen mellom lipid og peptid, og hvis
fusiformicin beholder den antimikrobielle aktiviteten er det ikke avhengig av en lipiddel for &

veare aktivt.

5.5 Rensing av fusiformicin

Rensingen av fusiformicin forte dessverre ikke til >95% rent stoff, og det kan vere flere grunner
til hvorfor. De to hovedproblemene var at fusiformicin eluerte over flere HPLC-fraksjoner, og
at hver fraksjon innehold flere uenskede stoffer i tillegg til fusiformicin. En forklaring pa
hvorfor fraksjonene inneholdt flere uonskede stoffer er at mye uonsket stoff eleueres sammen
med fusiformicin under Amberlite®-oppkonsentrering. Det tyder pd at en annen form for
oppkonsentrering ville vert a foretrekke, for eksempel butanolekstraksjon eller
ammoniumsulfatfelling. I tillegg til & gjenta butanolekstraksjon og ammoniumsulfatfelling,
ville det vert interessant a prove andre ekstraheringsmetoder, for eksempel med kloroform,

diklormetan eller heksan.

Det kan vare flere ulike grunner til at fusiformicin eluerer over flere HPLC-fraksjoner. En av
dem er at fusiformicin er et heterogent molekyl, med for eksempel en lipid- eller
karbohydratdel. De ulike delene av fusiformicin vil da ha ulik hydrofobisitet og elueres fra
kolonnen ved ulike tidspunkt. Om denne hypotesen stemmer ville det vart forventet at
fusiformicin mistet aktivitet etter separering av lipid- eller karbohydratdelen og peptiddelen,
slik det er observert for klasse IV bakteriosiner. Dette ble ikke observert for fusiformicin. En
annen forklaring kan vare at fusiformicin interagerer uspesifikt med andre kontaminerende
stoff 1 proven som ogsé binder reversfasekolonnen. Disse interaksjonene vil variere avhengig
av hvilke kontaminanter fusiformicin binder, og direkte pavirke hvor mye eluent som ma til for
a eluere stoffet. I et slikt scenario vil fusiformicin eluere enten ved at interaksjonen med
kontaminanten brytes, eller at kontaminanten fusiformicin binder til elueres ut av kolonnen.
Fusiformicin vil da elueres ved ulike konsentrasjoner avhengig om det binder direkte til

kolonnen eller via kontaminanter.
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En annen mulig forklaring er at fusiformicin har et signalsekvens (pre-peptid) som er tilstede i
noen av molekylene, men ikke alle. Pre-peptidet kan da tenkes & blokkere antimikrobiell
aktivitet, og for eksempel virke som en merkelapp som forteller L. fusiformis at fusiformicin
skal transporteres ut av cellen. Fusiformicin som inneholder pre-peptidet kan ha hayere eller
lavere hydrofobisitet enn fusiformicin hvor pre-peptidet er fjernet, avhengig av hvilke
aminosyrer pre-peptidet inneholder. For at fusiformicin skal fa antimikrobiell aktivitet ma pre-
peptidet kloyves av etter at det er blitt transportert inn i mélcellen hvis det ikke kloyves av under
transport ut av L. fusiformis. Dette vil forklare hvorfor det observeres antimikrobiell aktivitet i
flere HPLC-fraksjoner. Transport av oligopeptider er ofte koblet med kleyving av oligopeptider

for & danne et aminosyrelager hos bakterien (64).

Et tredje alternativ til hvorfor fusiformicin eluerer over flere HPLC-fraksjoner er om det bestar
av to peptider som mé dimerisere for at fusiformicin skal ha optimal antimikrobiell aktivitet.
Dimeriseringen kan skje spontant nir de to peptidene kommer 1 kontakt med hverandre, men
de separeres under HPLC-fraksjonering. Denne hypotesen kan testes ved & kombinere
fraksjonene fra HPLC-analysene og underseke om den antimikrobielle aktiviteten da blir
dramatisk heyere. Om det blir bevist at fusiformicin bestar av to ulike peptider som ma
dimerisere for & ha antimikrobiell aktivitet blir det en utfordring a rense peptidene til >95%
renhet fordi kombinering av flere ulike HPLC-fraksjoner kan gi heye konsentrasjoner av

uensket stoff.

Det er blitt vist at HPLC-analyser av Amberlite®-oppkonsentrert fusiformicin ikke er
tilstrekkelig for & oppnd >95% renhet. lonebyttekromatografi med en anionbytter viste seg a
vaere darlig egnet fordi fusiformicin ikke bandt til anion-kolonnen ved pH 8,8, og det er fare for
at pH verdier hoyere enn 8,8 ville senke stabiliteten til fusiformicin. Det ble valgt & benytte en
mildere rensemetode (gelfiltrering), framfor & gke pH eller teste en kation-kolonne pa grunn av
faren for at veldig hoye eller veldig lave pH verdier vil pavirke stabiliteten til fusiformicin. Det
kunne likevel vert interessant & teste en kation-kolonne, siden strukturen til fusiformicin er
ukjent og det derfor ikke er mulig & predikere effekten av veldig lave pH verdier med 100%
sikkerhet.
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Resultatene fra gelfiltrering var lovende, men det var fortsatt antimikrobiell aktivitet 1 flere
fraksjoner. Fraksjonen med mest antimikrobiell aktivitet var fraksjon syv, og det var ogsa svak
aktivitet 1 fraksjon seks. Sannsynligvis blir de fusiformicin-molekylene som forst passer
gjennom kolonnen samlet opp 1 fraksjon seks, men mesteparten av fusiformicin blir samlet opp
1 fraksjon syv. Antimikrobiell aktivitet ble og observert for fraksjon fire, og fusiformicin i denne
fraksjonen passerte giennom kolonnen med litt heyere hastighet enn fusiformicin i fraksjon syv.
Dette tyder pa at fusiformicin 1 fraksjon fire har noe hegyere masse (like over 1000 Da) enn
fusiformicin 1 fraksjon syv. Den lille gkningen 1 masse kan stemme med tilstedevarelsen av et
pre-peptid. Om dette stemmer viser det at fusiformicin har antimikrobiell aktivitet med og uten
pre-peptidet, og at begge formene er tilstede 1 Amberlite®-oppkonsentrert supernatant. Hvis
fusiformicin bestar av to peptider som dimeriserer tyder gelfiltreringsresultatet pd at begge
peptiden eluerer fra gelfiltreringskolonnen samtidig, eller at det er to molekyler av det samme
peptidet som dimeriserer. Gelfiltreringsresultatet kan ogsd tyde pd at det er aggregater av

fusiformicin eller at det binder uspesifikt til andre stoff 1 preven og danner sterre komplekser.

Etter HPLC-analyse av gelfiltreringsfraksjon syv ble det ikke observert antimikrobiell aktivitet
1 fraksjonene som ble samlet opp. Hvis fusiformicin ikke bestdr av en dimer som ble separert
og mistet aktiviteten, er en annen mulighet at fusiformicin eluerte ved en annen
acetonitrilkonsentrasjon enn det som hadde blitt observert tidligere. Dette er spesielt sannsynlig
for HPLC-analysen med C?-kolonnen. Den er mindre hydrofob enn C'3-kolonnen og hadde ikke
blitt testet tidligere, sa det er mulig at fusiformicin eluerte tidligere enn antatt. Volumet av
gelfiltreringsfraksjon syv som ble analysert var og veldig lite (fem til ti ul), og mengden
fusiformicin som ble samlet opp kan ha vart for liten (mindre enn tre ul) til & gi antimikrobiell
aktivitet. Det ville derfor veart interessant & gjenta gelfiltrering og analysere og fraksjonere det
totale volumet av fraksjon syv (eller den fraksjonen som gir mest antimikrobiell aktivitet) vha.

HPLC, for 4 se om det da er mulig & identifisere hvilken fraksjon som inneholder fusiformicin.

5.6 Virkningsmekanismen til fusiformicin

Etter a ha isolert spontanresistente supressormutanter kom vi fram til felgende hypotese for
virkningsmekanismen til fusiformicin: Fusiformicin binder til en reseptor pa overflaten til S.
pneumoniae, og dette aktiverer en reaksjon som potensielt edelegger cellemembranen, eller en

annen essensiell del eller prosess 1 bakterien. Hos supressormutantene kan en punktmutasjon
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ha fort til endringer 1 aminosyresammensetningen til reseptoren, slik at den ikke lenger binder

til fusiformicin, eller til et stop-kodon som gir en ufullstendig reseptor.

Genomsekvensering av supressormutantene avslerte tre mutasjoner 1 ami-gener som forte til
trunkerte proteiner, og en delesjon pd omtrent 1000 bp. ami-genene amiACDEF koder for et
oligopeptid opptakssystem der lipoproteinet AmiA sitter forankret i membranen og gjenkjenner
peptider péd utsiden av cellen. Peptidene tas opp gjennom ABC-transporteren som bestar av
AmiCDEF-komplekset. Genomsekvenserings viste ingen mutasjoner i den potensielle
fusiformicinreseptoren AmiA, men mutasjoner i amiC, amiE og amiF. Proteinene som ble
trunkert var AmiC, en del av transportkanalen, og AmiE og AmiF som serger for energi til
transport. Delesjonen startet i AmiE og sluttet i AmiF. Dette var de forste hintene om at
fusiformicin mé transporteres inn i cytoplasma for & virke. Videre forsek bekreftet at
inaktivering av AmiC, og AmiEF forer til resistens. Opptak av oligopeptider gjennom Ami-
systemet krever hydrolyse av ATP fra bade AmiE og AmiF. Siden den Walker B (ATP-
bindende motiv) muterte stammen [HH-23 (AmiE, D184A) var resistent mot fusiformicin, og
ikke inneholdt noen andre mutasjoner enn GAT - GCT (D184A) er det bevist at transport til

cytoplasma etter all sannsynlighet er den avgjerende faktoren for aktiviteten til fusiformicin.

Det ble observert at bakterier med mer ulik AmiA var immune mot fusiformicin, og dette
bygger opp under denne modellen. Sterrelsen og de kjemiske egenskapene til fusiformicin
stemmer godt med det litteraturen sier om transport gjennom Ami. Virkningsmekanismen til
fusiformicin etter at det er blitt transportert inn 1 cytoplasma er ukjent, men det er fristende a
tenke at det inhiberer en av de konserverte prosessene DNA-, RNA- eller proteinsyntese.
Undersokelsene som er gjort sé langt tyder pa at det er en forutsetning at en bakteriestamme
har et AmiA-protein eller et homologt protein som gjenkjenner fusiformicin og starter transport
inn til cytoplasma. Det er derimot ikke en klar sammenheng mellom hvor stor graden av
homologi er og hvor sensitive bakteriene er for fusiformicin. S. agalacticae, E.coli,
pseudomonas, L. lactis, S. aureus og E. faecalis var alle immune mot fusiformicin, og alle har
et peptid som gjenkjenner andre peptider for opptak med en homologi pa 35% eller mindre

med AmiA.
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5.7 Potensialet til fusiformicin som et fremtidig antibiotika

Supressormutantene 1 arbeidet som er blitt presentert 1 denne oppgaven utviklet resistens mot
fusiformicin 1 lopet av det forste deognet de var 1 kontakt med bakteriosinet.
Resistensmekanismen har blitt vist til & veere mekanisme iv (seksjon 1. 1.2) redusert opptak av
antibiotikumet. Denne mekanismen har og blitt observert for resistensutvikling mot andre
bakteriosiner. Mutasjoner 1 Ami-transporteren har relativt milde konsekvenser for
pneumokokker, som ogsa tar opp aminosyrer via andre transportkanaler. De konsekvensene
som er blitt observert i dette arbeidet er reduksjon i veksthastighet, og reduksjon i
transformasjonshastighet. Ande studier har vist at pneumokokker med inaktivert Ami er
darligere kolonisatorer av mennesker enn villtypen, og at de derfor vil ha lavere forutsetninger
for & opprettholde en infeksjon (69,70). Spredning av fusiformicinresistens vil antagelig skje
raskt mellom pneumokokker som kommer i1 kontakt med hverandre og andre bakteriearter pa
grunn av horisontal genoverforing. Det kan tenkes at 1 en situasjon hvor tilgangen pa aminosyrer
er lav vil kostnaden av & inaktivere transport via Ami vaere hayere, slik at pneumokokkene som
har inaktivert Ami vil vokse sa sakte at de blir utkonkurrert av andre bakterier, og dermed ikke
far spredd fusiformicinresistensen. Det er og viktig & finne korrekt dosering av fusiformicin for
a minske resistensutviklingen. Feildosering og ufullstendige antibiotikakurer har vart med pa
a muliggjere den enorme resistensutviklingen man har sett til nd, og blir viktig & unngd nir man
skal introdusere nye antibiotika til terapeutisk bruk. Subletale doser vil ikke gi fullstendig

inhibering, og det vil promotere spredning av resistens.

En viktig forutsetning for om fusiformicin har potensialet til 4 bli et nytt antibiotika er om det
er skadelig for mennesker og dyr eller ikke. Sammenligning av relativ MIC og hemolyse av
blodceller viste at en fusiformicin-konsentrasjon pa 125 ganger MIC ikke forte til hemolyse av
blodceller. Den lille absorbansen som kan observeres for hemolysetesten skyldes sannsynligvis
at fusiformicin ble fortynnet i dH,O, og ikke PBS. Et negativt hemolyseresultat utelukker
derimot ikke at fusiformicin ikke kan gi andre reaksjoner som potensielt kan vere skadelige.
En annen viktig forutsetning er om fusiformicin har vevsgjennomtrengeligheten som skal til for
a behandle pneumokokkinfeksjoner i for eksempel hjernen. For & spres til de infiserte vevene
(lungevev, hjernevev, slimhinnene) ma fusiformicin, hvis det skal distribueres oralt, bli tatt opp
fram tarmen til blodet og videre overfores fra blod til det infiserte vevet. Det er usikkert om
fusiformicin har den nedvendige vevsgjennomtrengeligheten, men dette kan testes enten ved

infeksjonsmodeller 1 mus eller syntetiske vev om teknologien tillater det, hvis det ikke dukker
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opp andre hindringer pé et tidligere tidspunkt 1 utviklingen. Om vevsgjennomtrengeligheten til
fusiformicin viser seg & vare god nok, blir det nedvendig & finne en egnet metode for &
administrere det til pasienter. Det vanligste er & administrere medisiner enten oralt (i tablett
eller vaeskeform) eller intravenest. Fusiformicin som gis oralt og blir tatt opp 1 blodet kan fore
til problemer, da det er et peptid og fremmede peptider 1 blodet har potensialet til & initiere en
immunrespons. Intravenes behandling kan vare upraktisk fordi pasienten muligens ma

behandles pa sykehus.
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6 Konklusjoner og videre arbeid

6.1 Konklusjoner

Basert pa funnene som er blitt gjort 1 dette arbeidet kan vi konkludere med at L. fusiformis
produserer et bakteriosin, fusiformicin, som virker smalspektret mot streptokokker og noen fa
andre Gram-positive bakterier. Produksjonen av fusiformicin er storst pA TH-agarskaler, men
det produseres ogsé 1 flytende TH-medium. Fusiformicin har en masse pd omtrent 1000 Da.
Det inhiberes av proteinase K-behandling, men ikke DTT-behandling noe som indikerer at
fusiformicin er et peptid eller protein som ikke er avhengig av disulfidbroer for & ha
antimikrobiell aktivitet. Fusiformicin ferer ikke til hemolyse av blodceller nar det tilsettes 125
fold mer fusiformicin enn MIC (relativ MIC-verdi). En renseprotokoll bestaende av
oppkonsentrering med Amberlite® XAD 16N hydrofobiske kuler, ionebyttekromotografi eller
gelfiltrering og HPLC-analyse har ikke resultert 1 fusiformicin med <95% renhet. Resistens mot
fusiformicin oppstdr spontant hos S. pneumoniae RH425 ved at bakterien muterer
oligopeptidpermeasen Ami, som er ansvarlig for opptaket av fusiformicin til cytoplasma.

Opptak av fusiformicin til cytoplasma er nadvendig for at det skal inhibere malbakterien.

6.2 Videre arbeid

Arbeidet med fusiformicin sd langt har vist et lovende potensiale for at det kan bli et nytt
antibiottkum mot pneumokokkinfeksjoner, men utviklingen fra screening til
antibiotikamarkedet krever mye tid og ressurser. For fusiformicin potensielt kan produseres i
stor skala og gjennomgé klinisk testing pd dyr og kanskje mennesker, ma grunnforskningen
vaere pd plass. Det ville vart logisk om det videre arbeidet med fusiformicin fortsetter 1 de to
hovedretningene som er blitt presentert i denne oppgaven hvor den ene retningen har fokusert

pa rensing og karakterisering, og den andre har fokusert pa a finne virkningsmekanismen.

Nar det gjelder rensing og karakterisering av fusiformicin ma en renseprotokoll for fusiformicin
opprettes og optimaliseres slik at resultatet blir stoff med >95% renhet. Til & starte med kunne
man forsekt & ekstrahere fusiformicin 1 kultursupernatant med andre organiske losemidler
(kloroform, diklormean, heksan), for & se om en av disse teknikkene kan egne seg bedre for
oppkonsentrering av fusiformicin. Et alternativ kan vere & kombinere Amberlite®-

oppkonsentrering med enten butanolekstraksjon (det organiske lgsemiddelet som virker best)
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eller ammoniumsulfatfelling hvis det viser seg at disse teknikkene gir oppkonsentrert
fusiformicin. Hvis fusiformicin ikke felles ut med ammoniumsulfat, sa kan det brukes som et
rensetrinn fordi mange uenskede stoffer vil felle ut. De kan fjernes ved sentrifugering, og sa
kan man g videre med et renere utgangspunkt til Amberlite®-oppkonsentrering. Gelfiltrering
viste seg a vaere lovende som det neste rensesteget, men det ville ogsa vaert interessant a teste
en kationbytter for & se om fusiformicin binder ved lav pH. HPLC-analyser har vart lovende
som det siste rensetrinnet, og man kunne testet andre eluenter enn acetonitril (f.eks. maursyre).
Rent fusiformicin kan deretter analyseres vha. MALDI-TOF MS for massebestemmelse, og
massen sammenlignes med massen til allerede kjente molekyler. Deretter kan en korrekt MIC-
verdi beregnes. Det ville ogsd vart interessant & finne aminosyresekvensen til fusiformicin, og
deretter bruke den til & predikere strukturen vha NMR. Videre undersgkelser av
inhibisjonsspekteret til fusiformicin ma ogsa til for & finne ut hvilke patogener det virker mot.
Sammenligning av konserveringsgrad av Ami-proteinene hos de sensitive stammene kan gi mer
informasjon om hva som er forutsetningene for at en bakteriestamme skal vare sensitiv ovenfor

fusiformicin.

Nar det gjelder virkningsmekanismen til fusiformicin vil det vaere spennende a finne ut om det
er DNA-, RNA-, eller proteinsyntesen som inhiberes. Dette kan videre gi informasjon om andre
resistensmekanismer som kan fere til fusiformicinresistens, og om det er mulig & kombinere

fusiformicin med andre molekyler for & unngd disse resistensmekanismene.
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8 Appendiks I: Sekvenseringsresultater

16S rRNA sekvensen hos bakterieisolat 1
>10CG03 37649128 37649128 37649128 37649128

GAAAGCTGCTCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAATACTGAA
AGACGGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTA
GTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCCACGTGCTACAATGGACGAAA
CAAACGGTTGCCAACTCGCGATAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTA
ACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTG
CAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
TCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATA
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Sammenstilling av 16S rRNA sekvensen hos bakterieisolat 1 og Lysinibacillus fusiformis:

Lysinibacillus fusiformis strain L21aMb 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MN826515.1 Length: 1419 Number of Matches: 2

Range 1: 21 to 1226 GenBank Graphics ¥ Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

2198 bits(1190) 0.0 1201/1206(99%) 2/1206(0%) Plus/Plus

Query 4 AGC-TGCT-CTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTAT 61

Sbjct 21 AGCTTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTAT 80

Query 62 AG 'GGGATAA CGGGAAACC TAATACCGAATAATCTG CACCTCATGGT 121

Sbjct 81 AG 'GGGATAA CGGGAAACC TAATACCGAATAATCTG CACCTCATGGT 140

Query 122 GAAATACTGAAAGACGG CGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAG 181

Sbjct 141 GAAATACTGAAAGACGG CGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAG 200

Query 182 TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG 241
. III||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| I I||||||||||
Sbjct 201 'GGTGAGGTAACGGC ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG 260
e A T
Sbjct 261 CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA 320
Query 302 CAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAA 361
. IIIIIIIIII IIIIIIIIIII||||IIIII|IIII|| CLLLLLELELLLLLLLLLT ]
Sbjct 321 AATGGGCGA GATGGAGCAACGCCGCG AGAAGGATTTCGGTTCGTAA 380
Query 362 AACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGC CTTGACGGTAC 421
. LLLLLLLLLLL LT LT |IIIIIIII|||||||III||||||||||III
Sbjct 381 AACTCTGTTGT GGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACC 440
S
Sbjct 441 ATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT 500
Query 482 TGTCCGGAATTATTGG TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC 541
. | IIIIIII||||||III III|||||||III |||||||||I|||II||||| L]
Sbjct 501 TGTCCGGAATTATTGGGC! TTTCTTAAGTCTGATG AGC 560
Query 542 CCACGGCTCAACCGTGGAGGGT AGACTTGAGTGCAGAA( ATAG 601
. II|IIIIIII||||||IIIIIII|||||||I||II||||||||||||III||||||| ||
Sbjct 561 CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAG 620
S
Sbjct 621 'GGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA GGAGGAACACCAGTGGCGAAGG 680
e O T
Sbjct 681 CGACTATCTGGTCTG TGACACTGAGGC! GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 740
Query 722 'ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT GTTTCCGC 781
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII L1 IIIIIIII|||IIII|||II ||||||||
Sbjct 741 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC 800

Query 782 T GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG C 841

Sbjct 801 GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGARAC 860
Query 842  TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG GCAAC 901
. | |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| (L1
Sbjct 861  TCAARGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT GCAAC 920
R e
sbjct 921 GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCT — 980
N T
Sbjct 981  TCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGE 1040
Query 1022 GATCTTAG ATCATTTAGTTGGGCACTC 1081
. |||||||||||||||||||||||||| [ILLLLL ||||||||||||||||||||||
sbjct 1041 CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTC 1100

Query 1082 TAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC 1141

Sbjct 1101 TAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC 1160

Query 1142 CTTATGACCTGGGCTACCCACGTGCTACAATGGACGAAACAAACGGTTGCCAACTCG 1201

Sbjct 1161 CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAARACGGTTGCCAACTCG 1220

Query 1202 TAGGGA 1207

Sbjct 1221 GAGGGA 1226
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amiC 1 IHH25 (mutasjon 12)

>10DD71 37701819 37701819

TAAGAAAATAATCCAAGAACCCTGAAAATCCAGACTTGAAACGCTACCTTCGTTTTGAAAATGATC
CAGCTATCGGATGGTCATTGGTCGGTTCAGGAACTAAACATAAATATCTCTTGTACTTTAACAGTC
AGTTCCCATTTGTTCATCAAAACTTTGTGAACTTGAATTTAGGTGACTCTTACCCAACCTATGCTAA
TACACCAGTTCTTCAGGTTATTACTCAAGGTCAAGGATAAACCAAAACTGCCCAAGTTCAGTTCCC
AACAGGTAAGAAAACGTCTTCTGTAAATATTTACTCAAGAACCTACAAGTCACCTAGTCAGGCTGA
CTCTCGTGAAGTAGCTAGCTATGGGAAAGATGATCCTTATACAGCGACTGAAAGTAATTACCAATA
TCCATCTATGATTGTCAGCTCTGCTATTACTGGTTTGATTGGTTTGGTTCTTGCCTATGCTCTTGCCG
TGCCACTTGGTTCAGCCATGGCTCGTTTCAAGAACACTTGGATTGATAGCCTCTCAACAGGGGCTTT
GACCTTCTTGCTTGCTCTTCCAACGATTGCCTTGGTTTACATCGTTCGATTGATTGGATCATCTATTG
CCCTTCCAGATTCATTCCCTATCTTGGGAGCTGGAGATTGGCGTTCTTACGTTTTACCAGCAGTCAT
CCTTGGTTTGTTGGGTGCTCCTGGTACAGCCATTTGGATTCGTCGTTACATGATTGACTTGCAATCT
CAAGACTTTGTTCGTTTCGCTCGTGCAAAAGGTTTGTCTGAAAAAGAAATTTCAAACAAACACATC
TTTAAAAATGCCATGGTTCCGCTGGTTTCAGGAATTCCTGCTGCCATTATTGGGGTTATCGGTGGTG
CAGCCCTTACTGAAACAGTCTTCGCCTTCCCAGGTATGGGTAAAATGTTGATTGACTCTGTACAAG
CATCTAATAACTCTATGGTCGTTGGTCTTGTCTTCATCTTTACATGAATTCCATCGTCTCACGTCTAT
TGGGAGAAGTTTAGATGACTATTGATCACCCACCATGCAAATAAACGTACATGGCAGGCAAGGAA
TGGATCCTATCTAAAAAAACAAAAATT

Sammenstilling av amiC 1 IHH25 og villtype:

Mutasjon IHH12 er markert i radt T > C

Score Expect Identities Gaps Strand

1810 bits(980) 0.0 1011/1026(99%) 2/1026(0%) Plus/Minus
Query 10 TCCAAGAACCCTGAAAATCCAGACTTGAAACGCTACCTTCGTTTTGAAAATGATCCAG 69
S T
Query 70 CTATCGGATGGTCATTGGTCGGTTCAGGAACTAAACATAAATATCTCTTGTACTTTAACA 129
S O T

Query 130 GTCAGTTCCCATTTGTTCATCAAAACTTTGTGAACTTGAATTTAGGTGACTCTTACCCAA 189

LECELEDELELELEE L LD

Sbjct 938 GTCAGTTCCCATTTGTTCATCAAAACTTTGTGAACTTGAATTTAGGTGACTCTTACCCAA 879

Query 190 CCTATGCTAATACACCAGTTCTTCAGGTTATTACTCAAGGTCAAGGATAAACCAAAACT! 249

LELILELERE DL L L] IIIIIIIIIIII

Sbjct 878 CCTATGCTAATACACCAGTTCTTCAGGTTATTACTCAAGGTCAAGGACAAACCAAAAC 819

Query 250 CCCAAGTTCAGTTCCCAACAGGTAAGAAAACGTCTTCTGTAAATATTTACTCAAGAACCT 309

I||||I|||||I||||I||||||||||||||||I|||||||||I|||||||||l||||||

Sbjct 818 CCCAAGTTCAGTTCCCAACAGGTAAGAAAACGTCTTCTGTAAATATTTACTCAAGAACC 759

Query 310 ACAAGTCACCTAGTCAGGCTGACTCTCGTGAAGTAGCTAGCTATGGGAAAGATGATCCTT 369

CELEEDELELE L LT E LT

Sbjct 758 ACAAGTCACCTAGTCAGGCTGACTCTCGTGAAGTAGCTAGCTATGGGAAAGATGATCCTT 699

amiE 1 IHH26 (mutasjon 14)

>10DD72 37701826 37701826

CAAATGCCATTAAACATTGGGTAGTCAGATTACAGAAGTTATTGTAAAACACCAAGGGAAAAACA
GCTAAAGAAGCGAAAGAATTGGCCATTGACTACATGAATAAGGTTGGCATTCCAGACGCAGATAG
ACGTTTTAATGAATACCCATTCCAATATTCTGGAGGAATGCGTCAACGTATCGTTATTGCGATTGCC
CTTGCCTGCCGACCTGATGTCTTGATCTGTGATGAGCCAACAACTGCCTTGGATGTAACTATTCAAG
CTCAGATTATTGATTTGCTAAAATCTTTACAAAACGAGTATCATTTCACAACAATCTTTATTACCCA
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CGACCTTGGTGTGGTGGCAAGTATTGCGGATAAGGTAGCGGTTATGTATGCAGGAGAAATCGTTGA
GTATGGAACGGTTGAGGAAGTCTTCTATGACCCTCGCCATCCATATACATGGAGTCTCTTGTCTAGC
TTGCCTCAGCTTGCTGATGATAAAGGGGATCTTTACTCAATCCCAGGAACACCTCCGTCACTTTATA
CTGACCTGAAAGGGGATGCTTTTGCCTTGCGTTCTGACTACGCAATGCAGATTGACTTCGAACAAA
AAGCTCCTCAATTCTCAGTATCAGAGACACATTGAGCTAAAACTTGGCTTCTTCATGAGGATGCTC
CAAAAGTAGAAAAACCAGCTGTGATTGCAAATCTCCATGATAAGATCCGTGAAAAAATGGGATTT
GCCCATCTGGCTGACTAGGAGGAAGGAAATGTCTGAAAAATTAGTAGAAATCAAAGATTTAGAAA
TTTCCTTCGGTGAAGGAAGTAAGAAGTTTGTCGCGGTTAAAAATGCTAACTTCTTTATCAACAAGG
GAGAAACTTTCTCGCTTGTAGGTGAGTCCGGTAGTGGGAAAACAACTATTGGTCGTGCTATCATCG
GTCTAAATGATACAAGTAATGGAGATATCATTTTTTGATGGTCAAAAAATTAATGGGTAAGAAAAT
CCCGGGGAACAAGCTGGGGAAATTGATTCCTCCAAATCCCAGATGAATTTTCCAGAAACCCTGGCC
CCAAAGTTTTGAAAGAAACGGGCGCAACGGTGTGATTTAAATTTTTTTCCGGAAAGGTTTTTAAAA
TCCCCCCTTTTTTTTTAGGGGGGGAAAAAAAAAACGCAAAGAGAAAAAGTTTCAAAAATTTATTCC
GGGGAAAAAAGGTTCTTTTGGGGGAACCTTGAACCCTCCCCCCCCAAAAATTTTCCGGGGGGCAAA
CCCAAAAATAAAGTTTGGCCCGGCCTTGGGGGGCACACCCACATATTTTTTTTTTAAGAAAAAAAT
TTTTTCTCGGGGGGGGGTTTTTTGTGGGGGGGCGCGCCGTGTGGTGTTTTGTGAAAAAAAATAAAA
AAAAAAGGGGGGGGGGGGGTTTCTTTCCCCCCCCGCAGGGGGGTGGGGGTGGGGTTTTTTTTTAAT
AAAATAACAAAAATATTTATATGGGTGGGGGGGGTGGGGGTGGGGCGGCCAAAAAAAAAATAGG
GCCCCC

Sammenstilling av amiE 1 [HH26 og villtype:

Mutasjon IHH14 er like etter det markerte omradet: A> G

Query 366 GTAGCGGTTATGTATGCAGGAGAAATCGTTGAGTATGGAACGGTTGAGGAAGTCTTCTAT 425

CERCLLUEL L DL L L LD CE L LT

Sbjct 381 GTAGCGGTTATGTATGCAGGAGAAATCGTTGAGTATGGAACGGTTGAGGAAGTCTTCTAT 322

Query 426 GACCCTCGCCATCCATATACATGGAGTCTCTTGTCTAGCTTGCCTCAGCTTGCTGATGAT 485

|l||||]|||||I||||I|||||||||||||||]||||||||||||||||l|||||||||

Sbjct 321 CCCTCGCCATCCATATACATGGAGTCT! GTCTAGCTTGCCTCAGCTTGCTGAT! 262

Query 486 AAAGGGGATCTTTACTCAATCCCAGGAACACCTCCGTCACTTTATACTGACCTGAAAGG 545

|I||||||||||I||||II||||I||||||||||||||||||||||||||I|||||||||

Sbjct 261 AAAGGGGATCTTTACTCAATCCCAGGAACACCTCCGTCACTTTATACTGACCTGAAAGG! 202

Query 546 GATGCTTTTGCCTTGCGTTCTGACTACGCAATGCAGATTGACTTCGAACAAAAAGCT 605

||||||I|||||I||||II||||I|||||I|||I||||||||||||||||I|||||||||

Sbjct 201 CTTTTGCC 142

Query 606 CAATTCTCAGTATCAGAGACACATTGAGCTAAAACTTGGCTTCTTCATGAGGATGCTCCA 665

CELELCEELE L EDEEEEE DL AL LT

Sbjct 141 CAATTCTCAGTATCAGAGACACATTGGGCTAAAACTTGGCTTCTTCATGAGGATGCTCCA 82

Query 666 'AGAAAAACCAGCTGTGATTGCAAATCTCCATGATAAGATCCGTGAAAAAAT 725

||||||||||||I||||II||||I||||||||||||||||||||||||||I|||||||||

Sbjct 81 GCTGTGATTGCAAATCTCCATGATAAGATC GAAAAAAT 22

Query 726 TTTGCCCATCTGGCTGACTAG 746

AENNRRARNARNNRNARNAY

Sbjct 21 TTTGCCCATCTGGCTGACTAG

amiEF 1 IHH27 (delesjon 16)

>10DD73 37701918 37701918

CCAAATGCCATTAAACAATTGGGTAGTCAGATTACAGAAGTTATTGTAAAACACCAAGGGAAAAA
CAGCTAAAGAAGCGAAAGAATTGGCCATTGACTACATGAATAAGGTTGGCATTCCAGACGCAGAT
AGACGTTTTAATGAATACCCATTCCAATATTCTGGAGGAATGCGTCAACGTATCGGTATTGCCCGT
GCCTTGGTCATGCAACCAGACTTTGTTATTGCAGATGAGCCAATTTCAGCCTTGGACGTTTCTGTAC
GTGCCCAAGTCTTGAACTTGCTCAAAAAATTCCAAAAAGAGCTCGGCTTGACCTATCTCTTCATCG
CCCATGACTTGTCGGTTGTTCGCTTTATTTCAGATCGTATCGCAGTTATTTACAAGGGTGTTATTGTA
GAGGTTGCAGAAACAGAAGAATTGTTTAACAATCCAATTCACCCATATACTCAAGCCTTGCTTTCA
GCGGTACCAATCCCAGATCCAATCTTGGAACGTAAGAAGGTCTTGAAGGTTTACGACCCAAGTCAA
CACGACTATGAGACTGATAAGCCATCTATGGTAGAAATCCGTCCAGGTCACTATGTTTGGGCGAAC
CAAGCCGAATTAGCACGTTATCAAAAAAGGGGAAAAAAAA
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Sammenstilling av amiEF 1 IHH27 og 1 villtype:

Det er en delesjon fra basepar 461 til 1493 som tilsvarer delesjon IHH16.

Range 1: 12 to 461 Graphics ¥ Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

832 bits(450) 0.0 450/450(100%) 0/450(0%) Plus/Minus

Query 173 CAACGTATCGGTATTGCCCGTGCCTTG TTGTTATTGCAGA' 232

Sbjct 461 CGTCAACGTATCGGTATTGCCCGTGCCTTGGTCATGCAACCAGACTTTGTTATTGCAGAT 402

Query 233 GAGCCAATTTCAGCCTTGGACGTTTCTGTACGTGCCCAAGTCTTGAACTTGCTCAAAAAA 292

IJ||I||||||||I|||||||IJI|I||||||||I||||||||\|||||||||||I||||
CAATT

Sbjct 401 342

Query 293 TGTCGGT 352
, IJI|I||I|||||I||I|||||J||II|||||||I||I|||||J||I|I||||||II|I|

Sbjct 341 CGGCTTGACCTATCTCTTCATCGCCCATGACTTGTCGGTTGTTCGC 282

Query 353 TTTATTTCAGATCGTATCGCAGTTATTTACAAGGGTGTTATTGTAGAGGTTGCAGAAACA 412

sbjct 281 ATTTCAGATCGTATCGCAGTT ATTGTAGAGGTTGCA 222

Query 413 GAAGAATTGTTTAACAATCCAATTCACCCATATACTCAAGCCTTGCTTTCAGCGGTACCA 472
, H|||||||||||||||||||H||||||||||||||||||||J||||||||||||||||

sbjct 221 GCTTTCAGCGGTA 162

Query 473 ATCCCAGATCCAATCTTGGAACGTAAGAAGGTCTTGAAGGTTTACGACCCAAGTCAACA 532

II|||||I|||||I||I|||||I|||||||||||I||I|||||\|||||||||||II|I|

Sbjct 161 AGATCCAA' ACCCAAGT 102

Query 533 GACTATGAGACTGATAAGCCATCTATGGTAGAAATCCGTCCAGGTCACTATGTTTGGGCG 592

IJ|||||||||||I||I|||||J|||||||||||I||I|||||\|||||||||||II|I|

Sbjct 101 TATGAGACTGA' CAGGTCACTATGTTTGGGC 42
Query 593 GCCGAATTAGCACGTTATCaaaaa 622
, IJIIII|I|||||I||I|||||J||I||||
Sbjct 41
Range 2: 1493 to 1676 Graphics A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
318 bits(172) 1le-90 182/186(98%) 3/186(1%) Plus/Minus
Query 8 CATT-AAACAATTGGGTAGTCAGATTACAGAAGTTATTGTAAAACACCAAGGGAAAAAC 66
, JIIII LT ||||||J|||||||||||I||||||||\|||||||||| L
sbjct 1676 AAAACAATT AAAAAC 1619
Query 67 AGCTAAAGAAGCGAAAGAATTGGCCATTGACTACATGAATAAGGTTGGCATTCCAGACGC 126
, J||I||I|||||I||I||||IJ||I||||||||I||I|||||J|||||||||||II|I||
Sbjct 1618 GCATTCCAGA( 1559

Query 127 AGATAGACGTTTTAATGAATACCCATTCCAATATTCTGGAGGAATGCGTCAACGTATCGG 186
, HII||I||||||||I||||IHIII||||||||||I|||||\||||||||||||I|I|

Sbjct 1558 ATAGACGTTT TCAACGTATC! 1499

Query 187 TATTGC 192

L]

Sbjct 1498 TATTGC 1493

amiF 1 THH28 (mutasjon 18)

>10DD74 37702069 37702069

TGTTTTCCCGAGATCCATTAAAAACTAAAAACCATACTTACACTAACCACCTCCCAACAAACAGCA
TTTGCAACGGCCCCGCTTAAGTTAGGTTGATTATTTGTTTGAATTTATTGCTATCACCCCTACTGTTT
CAGTAAGCTCTAATATCTCAACATTGTTGAACCTCCGCTCCCATTTTTAATAAGTCTAATATTTATA
ATTCCCGGTTGACCATCATTACGTTATGTCCA

Kromatogrammet viser en uren prove, eller darlig anealing av primer.
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Ami-lokuset i IHH23 (D184A):

TGAACTATATTCAAAAAAATGAAAAATTTGTGCCAACAAGCCTAAATATTCTGAAAATTTGTTTGA
TTTTTAATGGATAATGTGATATAATGGTTGTCAATCTATAATTCACATAAACAGAGGAGTAGAAAA
TGAAAAAAAATCGTGTATTTGCTACAGCAGGTCTTGTTTTATTAGCAGCAGGTGTACTTGCAGCAT
GCAGTTCTTCAAAATCATCTGATTCATCAGCCCCTAAAGCTTATGGCTATGTTTATACAGCAGACCC
AGAAACCTTGGACTACCTGATTTCACGTAAAAATAGTACAACAGTAGTGACTTCAAATGGGATTGA
TGGTTTATTCACTAACGATAATTACGGTAATCTTGCTCCTGCAGTTGCAGAGGATTGGGAAGTCTCT
AAGGATGGTTTGACCTACACTTATAAGATTCGTAAAGGGGTTAAATGGTTTACCTCTGATGGAGAA
GAATATGCAGAGGTGACGGCTAAAGATTTCGTGAACGGTTTAAAACACGCAGCAGATAAAAAATC
AGAAGCTATGTATTTAGCTGAAAATTCGGTTAAAGGCTTGGCAGATTATCTATCAGGAACTTCAAC
AGATTTTTCAACAGTTGGTGTCAAGGCGGTTGATGATTATACGTTACAATACACTTTGAACCAGCCT
GAACCGTTCTGGAACTCTAAGTTGACCTATTCTATTTTCTGGCCTCTGAATGAAGAATTCGAAACAT
CAAAAGGAAGCGATTTTGCTAAACCAACAGATCCGACATCCTTGCTTTATAATGGTCCATTCTTGTT
GAAAGGGTTGACTGCAAAATCTTCTGTAGAGTTTGTAAAAAATGAGCAATATTGGGATAAAGAAA
ATGTCCACCTAGATACTATCAATCTAGCTTACTATGATGGATCAGATCAGGAGTCGCTAGAGCGTA
ACTTCACTAGTGGAGCTTATAGTTATGCCCGTCTTTACCCTACCAGCTCCAACTATTCTAAGGTTGC
AGAAGAATACAAGGACAATATCTATTACACACAATCAGGCTCTGGGATTGCTGGTCTGGGTGTGAA
TATTGATCGCCAAAGTTACAACTATACTTCTAAAACTACAGATTCAGAGAAAGTAGCTACTAAGAA
GGCATTGCTTAACAAAGATTTCCGTCAAGCCTTGAATTTTGCTCTTGATCGCTCAGCTTACTCAGCT
CAAATCAATGGTAAAGATGGAGCAGCTTTAGCAGTTCGTAATTTATTTGTAAAACCAGACTTTGTTT
CAGCTGGTGAGAAGACCTTTGGTGATTTAGTCGCTGCTCAACTTCCTGCTTATGGTGATGAGTGGA
AAGGTGTGAATTTAGCTGATGGGCAGGATGGTTTATTCAATGCTGACAAGGCCAAGGCAGAGTTTG
CGAAAGCTAAGAAAGCTTTAGAAGCAGACGGCGTTCAGTTTCCTATTCATCTGGACGTTCCAGTAG
ACCAAGCATCAAAAAACTACATATCTCGTATTCAGTCCTTTAAACAATCTGTAGAAACAGTTCTTG
GTGTTGAAAATGTCGTTGTTGATATTCAACAAATGACAAGTGATGAATTCCTTAATATTACTTACTA
TGCTGCCAATGCTTCATCTGAGGATTGGGATGTATCAGGAGGAGTTTCATGGGGGCCAGACTATCA
AGACCCATCTACTTACCTGGATATTTTAAAAACAACTAGCAGTGAAACTACAAAAACATATTTAGG
ATTTGATAATCCAAATAGCCCTTCAGTAGTTCAAGTTGGTTTGAAAGAATACGATAAATTAGTTGA
TGAAGCTGCCAAAGAGACAAGCGACTTGAATGTCCGTTATGAAAAATATGCAGCGGCTCAAGCAT
GGTTGACAGATAGTTCACTCTTTATTCCTGCTATGGCTTCTTCTGGTGCAGCACCAGTGCTTTCACG
AATTGTTCCATTTACTGGAGCTTCTGCGCAAACAGGCTCTAAGGGGTCAGATGTTTACTTCAAATAT
TTGAAATTACAAGATAAAGCGGTGACTAAGGAAGAGTATGAAAAAGCTCGTGAAAAATGGTTGAA
AGAAAAAGCTGAATCAAATGAGAAAGCTCAAAAAGAATTGGCAAGTCATGTGAAGTAAATAATTT
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CTAATAGAACTTTCTCTCCATGAGGAGAAGGTTCTTTTGGGATTTTTAAAGGAAATAATATGAAAA
AATATATTTTTATGCGTGTTTTGCGGTCATTGGTTTCGATTTTCTTAGTAACGACTTTGACCTACACG
ATTATCTATACCTTGGTTCCTCGAAAATTGATTTTCAAGCAGGATCCTAACTATAATAAAATTGCGA
CAACGGCTGATAAACGTGATAACTATGAAAATACTGTGTTTGAGCGTATGGGCTACATTGAGTATT
ACGATACTAAAGAGTTGCAAGAAAAGGCAAGTAGCATGGATTCTTCTGTAACAGTAGAAGCAAAT
GCGACCAATAAAGCTATTTATGAAAAGTACATCAATCAATTAGGTCATGGTTGGACTTTGGGAGAA
TTTACTGAAAGTGGTCAATTCTATGCTACTCGTGAAATTCCAATTTTTGAACGTGTTTTTCACTTCTA
TGCTAACTTGATTGACATTGACCATACAAATAAAATCCAAGACCCTGAAAATCCAGACTTGAAACG
CTACCTTCGTTTTGAAAATGATCCAGCTATCGGATGGTCATTGGTCGGTTCAGGAACTAAACATAA
ATATCTCTTGTACTTTAACAGTCAGTTCCCATTTGTTCATCAAAACTTTGTGAACTTGAATTTAGGTG
ACTCTTACCCAACCTATGCTAATACACCAGTTCTTCAGGTTATTACTCAAGGTCAAGGACAAACCA
AAACTGCCCAAGTTCAGTTCCCAACAGGTAAGAAAACGTCTTCTGTAAATATTTACTCAAGAACCT
ACAAGTCACCTAGTCAGGCTGACTCTCGTGAAGTAGCTAGCTATGGGAAAGATGATCCTTATACAG
CGACTGAAAGTAATTACCAATATCCATCTATGATTGTCAGCTCTGCTATTACTGGTTTGATTGGTTT
GGTTCTTGCCTATGCTCTTGCCGTGCCACTTGGTTCAGCCATGGCTCGTTTCAAGAACACTTGGATT
GATAGCCTCTCAACAGGGGCTTTGACCTTCTTGCTTGCTCTTCCAACGATTGCCTTGGTTTACATCG
TTCGATTGATTGGATCATCTATTGCCCTTCCAGATTCATTCCCTATCTTGGGAGCTGGAGATTGGCG
TTCTTACGTTTTACCAGCAGTCATCCTTGGTTTGTTGGGTGCTCCTGGTACAGCCATTTGGATTCGTC
GTTACATGATTGACTTGCAATCTCAAGACTTTGTTCGTTTCGCTCGTGCAAAAGGTTTGTCTGAAAA
AGAAATTTCAAACAAACACATCTTTAAAAATGCCATGGTTCCGCTGGTTTCAGGAATTCCTGCTGC
CATTATTGGGGTTATCGGTGGTGCAACCCTTACTGAAACAGTCTTCGCCTTCCCAGGTATGGGTAA
AATGTTGATTGACTCTGTAAAAGCATCTAATAACTCTATGGTCGTTGGTCTTGTCTTCATCTTTACAT
GTATTTCTATCTTCTCACGTCTTTTGGGAGATATTTGGATGACTATTATTGACCCACGTATTAAATTG
ACTGAGAAAGGAGGCAAATAATGTCTACAATCGATAAAGAAAAATTTCAGTTTGTAAAACGTGAC
GATTTTGCCTCTGAAACTATTGATGCGCCAGCATATTCTTACTGGAAATCAGTGTTTAAACAATTTA
TGAAGAAAAAATCAACTGTAGTCATGTTGGGAATCTTGGTAGCCATCATTTTGATAAGTTTCATCTA
CCCAATGTTTTCTAAGTTTGATTTCAATGATGTCAGCAAGGTAAACGACTTTAGTGTTCGTTATATC
AAGCCAAATGCGGAGCATTGGTTCGGTACTGACAGTAACGGTAAATCGCTCTTTGACGGTGTCTGG
TTCGGAGCTCGTAACTCCATCCTCATTTCTGTGATTGCGACAGTGATTAACTTGGTTATCGGTGTTTT
TGTCGGTGGTATTTGGGGTATTTCAAAATCAGTTGACCGTGTCATGATGGAAGTTTACAACGTCATC
TCAAACATCCCACCTCTTTTGATTGTTATTGTCTTGACTTACTCAATCGGAGCTGGATTCTGGAATC
TGATTTTTGCCATGAGCGTAACAACATGGATTGGTATTGCCTTCATGATCCGTGTGCAAATCTTGCG
CTATCGTGACTTGGAATACAACTTGGCGTCACGTACTTTGGGAACACCAACCTTGAAGATTGTTGC
CAAAAATATCATGCCTCAATTGGTATCTGTTATTGTGACAACCATGACTCAAATGCTTCCAAGCTTT
ATCTCATACGAAGCCTTCTTGTCTTTCTTCGGTCTTGGATTACCGATTACAGTGCCAAGTTTGGGTC
GTTTGATTTCGGATTATTCACAAAACGTAACAACCAATGCTTACTTGTTCTGGATTCCATTGACAAC
CCTTGTCTTGGTATCCTTGTCCCTTTTCGTAGTTGGTCAAAACTTAGCGGATGCTAGTGATCCACGT
ACACATAGATAGGAGTAGAAATGACAAAAGAAAAAAATGTAATTTTGACTGCTCGCGATATTGTC
GTGGAATTTGACGTTCGTGACAAAGTATTGACAGCCATTCGCGGCGTTTCCCTTGAACTAGTCGAA
GGAGAAGTATTAGCCTTGGTAGGTGAGTCAGGATCAGGTAAATCTGTTTTGACAAAGACCTTCACA
GGTATGCTCGAAGAAAATGGTCGTATTGCCCAAGGTAGTATTGACTACCGTGGTCAGGACTTGACA
GCTTTATCTTCTCACAAGGATTGGGAACAAATTCGTGGTGCTAAGATTGCGACTATCTTCCAGGAC
CCAATGACTAGTTTGGACCCCATTAAAACAATTGGTAGTCAGATTACAGAAGTTATTGTAAAACAC
CAAGGAAAAACAGCTAAAGAAGCGAAAGAATTGGCCATTGACTACATGAATAAGGTTGGCATTCC
AGACGCAGATAGACGTTTTAATGAATACCCATTCCAATATTCTGGAGGAATGCGTCAACGTATCGT
TATTGCGATTGCCCTTGCCTGCCGACCTGATGTCTTGATCTGTGCTGAGCCAACAACTGCCTTGGAT
GTAACTATTCAAGCTCAGATTATTGATTTGCTAAAATCTTTACAAAACGAGTATCATTTCACAACAA
TCTTTATTACCCACGACCTTGGTGTGGTGGCAAGTATTGCGGATAAGGTAGCGGTTATGTATGCAG
GAGAAATCGTTGAGTATGGAACGGTTGAGGAAGTCTTCTATGACCCTCGCCATCCATATACATGGA
GTCTCTTGTCTAGCTTGCCTCAGCTTGCTGATGATAAAGGGGATCTTTACTCAATCCCAGGAACACC
TCCGTCACTTTATACTGACCTGAAAGGGGATGCTTTTGCCTTGCGTTCTGACTACGCAATGCAGATT
GACTTCGAACAAAAGCTCCTCAATTCTCAGTATCAGAGACACATTGGGCTAAAACTTGGCTTCTTC
ATGAGGATGCTCCAAAAGTAGAAAAACCAGCTGTGATTGCAAATCTCCATGATAAGATCCGTGAA
AAAATGGGATTTGCCCATCTGGCTGACTAGGAGGAAGGAAATGTCTGAAAAATTAGTAGAAATCA
AAGATTTAGAAATTTCCTTCGGTGAAGGAAGTAAGAAGTTTGTCGCGGTTAAAAATGCTAACTTCT
TTATCAACAAGGGAGAAACTTTCTCGCTTGTAGGTGAGTCCGGTAGTGGGAAAACAACTATTGGTC
GTGCTATCATCGGTCTAAATGATACAAGTAATGGAGATATCATTTTTGATGGTCAAAAGATTAATG
GTAAGAAATCGCGTGAACAAGCTGCGGAATTGATTCGTCGAATCCAGATGATTTTCCAAGACCCTG
CCGCAAGTTTGAATGAACGTGCGACTGTTGATTATATTATTTCTGAAGGTCTTTACAATCACCGTTT
ATTTAAGGATGAAGAAGAACGTAAAGAGAAAGTTCAAAGTATTATCCGTGAAGTAGGTCTTCTTGC
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TGAGCACTTGACTCGTTACCCTCATGAATTCTCAGGCGGTCAACGTCAACGTATCGGTATTGCCCGT
GCCTTGGTCATGCAACCAGACTTTGTTATTGCAGATGAGCCAATTTCAGCCTTGGACGTTTCTGTAC
GTGCCCAAGTCTTGAACTTGCTCAAAAAATTCCAAAAAGAGCTCGGCTTGACCTATCTCTTCATCG
CCCATGACTTGTCGGTTGTTCGCTTTATTTCAGATCGTATCGCAGTTATTTACAAGGGTGTTATTGTA
GAGGTTGCAGAAACAGAAGAATTGTTTAACAATCCAATTCACCCATATACTCAAGCCTTGCTTTCA
GCGGTACCAATCCCAGATCCAATCTTGGAACGTAAGAAGGTCTTGAAGGTTTACGACCCAAGTCAA
CACGACTATGAGACTGATAAGCCATCTATGGTAGAAATCCGTCCAGGTCACTATGTTTGGGCGAAC
CAAGCCGAATTAGCACGTTATCAAAAAGGACTAAACTAATAATGGTTTTATAATTTCCATGTCAAT
TTTTATGGGAATTAGGCTCTTTGTCAACTGTAGTGGGTTGAAGTCAGCTAAGCTCGAGAAAGGACA
AATTTCGTCCTTTCTTTTTTGATGTTCAAAGCGATAAAAATCCGTTTTTTGAAGTTTTCAAAGTTCCG
AAAACCAAAGGCATTGCGCTTGATAAGTTTGATGAGATTATTGGTCGCTTCCAATTTGGCGTTTGA
ATAGGGTAGTTGAAGGGCGTTGACGATTTTCTCTTTGTTCCTTAGAAAGGTTTTAAGGAGAGTCTGA
TAAAGAGGATGAACCTGCTTGAGATTGTCCTCAGGATTCCGAAGAATTTCCTCCGGTTCCTTATTCT
GATCTCGTCACAGTGGGCAGCTGTTATAGCTTATTGTGATGTTTCACGTCTTCAGAATCATTGGGAG
CTAGCTCTCCAAAACTTTTGGGTTCAGTGGTTTTAAACTTTTATACTAAAAACTCTGAAGTTGCTTTT

Deler av sammenstillingen mellom ami-locuset i IHH23 (D184A) og villtype:
Sammentillingen hadde 99% identitet. Punktmutasjonen 1 Walker motiv B er like etter det

markerte omradet. GAT = GCT.

Query 2101 ACCTGATGTCTTGATCTGTGATGAGCCAACAACTGCCTTGGATGTAACTATTCAAGCTCA 2160

ELLLEELE L LELERELL LD L]

Sbjct 5139 ACCTGATGTCTTGATCTGTGCTGAGCCAACAACTGCCTTGGATGTAACTATTCAAGCTCA 5198
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