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Sammendrag

Staphylococcus aureus (S. aureus) evne til & kolonisere humane neseborer er en viktig
forutsetning for sykdommer, spesielt hudsykdommer. S.aureus koloniserer verten ved a binde
til overflatekomponenter. Bakterien benytter adhesiner kalt mikrobielle overflate
komponenter som gjenkjenner adhesive matriks molekyler (MSCRAMM) til & binde til disse.
Noen av de humane interaksjons partnere til MSCRAMM er kjent, mens noen er fortsatt
ukjent. | denne oppgaven, har vi sett pa molekylere interaksjonen mellom et bestemt
MSCRAMM, nemlig Serine-aspartat repeat protein D (SdrD) pa overflaten av S.aureus og
desmoglein 1 (Dsg 1) pa vertscellens overflate. Dsg 1 bestar av en ekstracellulzr del (ekstra),
en transmembran del og en intracelluleer del (intra). Genene for hver del ble klonet inn i
eukaryot ekspresjonsvektor. Dsg 1 ekstra, Dsg 1 intra og SdrD med forskjellige tagger (His-
og GST-tag) ble isolert fra prokaryote ekspresjonsvektor. De rensede proteinene ble brukt i
co-immunopresipitering (co-1P) fra eukaryot cellelysat og i testrar (in vitro). Flere co-IP
forsgk ble utfart, men de var inkonklusive og i fremtiden ma man optimalisere metodene eller

forandre metodene for & endelig bekrefte interaksjoner.
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Forkortelser

Amp= Ampicillin

CIfA= Clumping factor A

CIfB= Clumping factor B

Co-IP= Co-immunopresipitering

Dsc= Desmocollin

Dsg= Desmoglein

Dsg 1= Desmoglein 1

DTT= dithiothreitol

E.coli= Escherichia coli

GST= Gluthathione S-transferase

HMI= Forskningsgruppe for Vert-Mikrobe-interaksjon
IPTG=Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
IsdA=Jern-regulert overflate determinant protein A
HEK=human embryonale nyreceller
LB=Luria-Bertani

LDS= Litium dodecyl sulfat

MRSA= Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
Ni-NTA=Ni (I)-nitrilotriacetic acid

OD-= optical density

S.aureus= Staphylococcus aureus

Sdr= Serine-aspartate repeat

SdrC= Serine-aspartate repeat protein C

SdrD= Serine-aspartate repeat protein D

SdrE= Serine-aspartate repeat protein E
SDS-PAGE= Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
WTA=Wall teichoic acid
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1. Introduksjon

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S.aureus) er en gram positiv ekstracellular bakterie som er arsaken
til mange alvorlige hud infeksjoner i samfunnet [1-3]. Nese bererskap av S.aureus er hoved
risiko faktor for blodbarne og sar infeksjoner [4]. S.aureus er en komponent av den normale
floraen i nasofarynks til omtrent 25-30 % av den friske befolkningen [5], og kolonisering av
bakterie er i seg selv asymptomatisk, harmlgse og ufarlige [1, 6]. Men denne bakterien kan
ogsa infisere organismen og arsake alvorlige, potensielt livstruende sykdommer, som for
eksempel brennkopper som er karakterisert med honning farget skorpede sar, erosjoner og
noen ganger vesikler pa overflaten av huden som er forarsaket av S.aureus infeksjon pa
epidermis [1, 7]. Cellulitt, dyp hudinfeksjon, fremkommer som en varm og erytemates
forstarret plakk som er en resultat av S.aureus infeksjon som involverer dermis og subkutant
laget av huden. Dype verkebyller forarsaket av dyp S.aureus infeksjon av har follikkel og
hudvev som ligger rundt det. Og andre livstruende sykdommer forarsaket av S.aureus kan

veere endokarditt, osteomyelitt, lungebetennelse og blodforgiftning [1, 7].

Men den gkende resistensen av denne bakterien mot ulike typer antibiotika gjer det vanskelig
for & behandle infeksjoner som skyldes av denne bakterien. For eksempel har forekomsten av
methicillin resistent S. aureus (MRSA) gkt mye i mange land i de siste 10 arene [3]. | USA er
S.aureus vanlig arsak til sykehus infeksjoner, og en hgy andel av disse er forarsaket av MRSA
[8, 9]. Dadeligheten assosiert med MRSA infeksjoner er omtrent 20 % [10]. MRSA er ikke
bare resistente mot methicillin, men ogsa for de mest vanlige antibiotikaene oxacillin,
penicillin og amoxicillin [9]. Derfor er forebygging og redusering av spredningen av S.aureus

infeksjoner veldig viktig.



1.1.1 S.aureus kolonisering; nesebareskap

Den nasale kolonisering av S.aureus er pavirket av mange faktorer der bade vert og
bakterielle faktorer spiller en stor rolle. Koloniseringen skjer hovedsakelig i hud og
slimhinner hos mennesker. Men i motsetning til andre bakteriearter som koloniserer
nasofaryngeale vev, sa er S.aureus lokalisert i fremre del av neseborene, et omrade kalt
vestibulum nasi, som er dekket av hud og harsekker [4, 6, 11]. Epitelen i denne regionen er
en ikke-ciliert epitel som er keratinisert og lagdelt, og er skilt fra resten av nesehulen og

luftveiene, som er foret med ciliert sylinder epitel [11].

Nesebarerskap mgnsteret er delt inni 3 ulike grupper i friske individer; vedvarende
(persistent) baerere, intermitterende berere og ikke-baerere. Vedvarende barere har hgyere
mengde av S.aureus i kroppen og en hgyere risiko for 4 fa en S.aureus infeksjon. Vedvarende
baerere er ofte kolonisert av en enkel stamme av S.aureus over lengre tid, mens
intermitterende baerere kan bare ulike stammer av S.aureus [3, 4, 12]. Longitudinal studier
viser at det er ca. 20 % av individer som er vedvarende berere, og omtrent 30 % er
intermitterende baerere og 50 % er ikke-bzrere. Men dette varierer mellom forskjellige etniske

grupper, alder, kjgnn, der det er hgyere berer prosent hos hvite individer og i menn [3, 13].

For at S.aureus skal koloniserer nesen sa ma nesen farst [3]

1. Komme i kontakt med S.aureus bakterien

2. Deretter ma bakterien feste seg til de ulike reseptorene i nasale nisje
3. Sama S.aureus overkomme vertens forsvar
4

Til slutt ma bakterien forhindre & mekanisk bli utryddet fra nesen

1.1.2 Hvordan S.aureus kommer i kontakt med nesen

S.aureus celler kan overleve for mange maneder pa alle typer overflater. Hender er hoved
vektoren for overfgring av S.aureus bakterien fra overflaten til nesen. S.aureus kan ogsa
overfares til nesen via luften, men det skjer sjeldnere. Miljafaktorer kan ogsa pavirke
S.aureus nesebearerskapet, for eksempel sykehusinnleggelser, familie pa mer enn fem
personer og andre aktiviteter som involverer ner fysisk nerkontakt, som f.eks. sport, viser seg

til & veere en stor risiko faktor [13, 14]. Det viser seg ogsa at S.aureus berere kan patvinge



deres beaerertilstand til andre husstand medlemmer [15, 16]. Studier har vist seg at det finnes
stor sammenheng mellom barertilstanden mellom mor og barn. De fleste av mgdrene er
baerere av den samme stammen av S.aureus som barnet, noe som indikerer at baerer stammen

er overfort ved narkontakt [14].

1.1.3 Hvordan S.aureus adherer til ulike reseptorer i nesen

Adherensen mellom S.aureus og den nasale epitelium er en multifaktoriell prosess som
involverer interaksjons partnere i begge organismer. De fleste S.aureus overflate
adhesiner er kovalent bundet til cellevegg peptidoglykan og tilhgrer MSCRAMM
(mikrobielle overflate komponenter som gjenkjenner adhesive matriks molekyler) protein
familien [17]. Kovalent bundne MSCRAMM har en N-terminal signal-peptid, en
eksponert ligand-bindende domene, en karakteristikk hydrofob cellevegg- og
membranspanning domene, en C-terminal LPXTG motiv ansvarlig for cellevegg
forankring og en positiv ladet hale [17].

S.aureus koloniserer verten ved a adhere til overflatekomponenter som fibrinogen,
fibronectin, og cytokeratiner av nasale epithelium eller epidermal keratinocytter. S.aureus
benytter mikrobielle overflate komponenter (MSCRAMMSs) til & binde seg til disse
komponentene, inkludert fibrinogen binding proteiner (CIfA og CIfB), jern-regulert
overflate determinant protein A (IsdA) og wall teichoic acid (WTA) [1, 18].

S.aureus produserer mange proteiner som kan spesifikt binde til fibrinogen (Fg). To av
dem er kovalent-lenkede Fg-bindende MSCRAMMer, kalt Clumping faktorer A og B
(CIfA og CIfB) [20]. CIfA og CIfB er karakterisert av region R som da inneholder
repeterende-serine-aspartat (SD) dipeptider og er lokalisert mellom vegg-spanning
domene og ligand bindende domene A [17]. Clumping factor B, CIfB, er det beste
karakteriserte S.aureus overflate protein. Den adherer direkte til keratinisert squamous
epitel celler i det fremre neseboret ved a binde seg spesifikt til humane type 1 cytokeratin
10 og type Il cytokeratin 8 [17].

S.aureus besitter fire kovalent bundne jern regulert overflate proteiner, IsdA, IsdB, IsdC

og IsdH. Av de fire er IsdA den mest studerte kovalent bundet overflate proteinet [18].



Studier har vist at IsdA som reguleres av jern tilgjengeligheter, binder til fibrinogen,
fibronectin og andre proteiner assosiert med cornified envelope av desquamated nasale
epitel celler [18]. S.aureus teichoic syrer, WTA, er sterk ladede cellevegg polymere som
bestar av fosfat og ribitol [17-19]. De bakterielle proteinene Serine-aspartate repeat
protein C, D og E (SdrC, SdrD og SdrE) har ogsa vist seg til & adhere til desquamated
epitel celler [20]. Disse blir beskrevet litt senere i innledningen.

1.1.4 Hvordan S.aureus overkommer vertens forsvar

Nasale sekresjon har en betydelig rolle i det medfgdte vertsforsvaret i menneskene.
Komponenter av nasal sekresjon som bidrar til den medfadte immunresponsen omfatter
immunoglobulin A og B, lysozymer, laktoferrin og andre antimikrobielle peptider. Og
S.aureus barere kan ha en feilregulering av disse komponentene i deres nasale sekresjon [21,
22].

Tidligere studier har vist at visse antimikrobielle peptider har ingen eller liten aktivitet mot
S.aureus [23]. Nasale antimikrobielle peptider er ikke i stand til & fjerne S.aureus fra nesen.
Dette kan forklares ved a se pa anatomien til nesen. S.aureus hovedsakelig koloniserer
omradet i vestibulum nasi som er fri for cilier og nasal slim sekresjon som inneholder

antimikrobielle peptider og immunoglobuliner [24].

In vitro studier har vist at S.aureus er i stand til 2 motsta visse kationiske antimikrobielle
peptider. Dette gjeres ved a redusere netto negativ ladning pa dens cellevegg og
cellemembran, ved hjelp av efflux pumper eller ved & frigjere proteaser [25]. Cathelicidin
LL-37 er en av de fa humane bakteriecidale peptider med potent antistaphylococcal aktivitet
[26]. Men S.aureus utskiller et protein kalt aureolysin, som er en ekstracelluleer
metalloproteinase som hemmer cathelicidin antimikrobiell aktivitet [1, 26].



1.2 Serine-aspartate repeat proteiner (Sdr)

Andre medlemmer av S.aureus Sdr-protein familie er SdrC, SdrD og SdrE [18] og alle disse
tre Sdr-proteinene er ansvarlig for initial kontakt med vertscelle [20]. Disse proteinene har
nesten lik strukturell organisasjon som CIfA og CIfB [17] (se figur 1). De alle starter med N
terminal signal sekvens (S) etterfulgt av en A region med omtrent 500 aminosyrer for ligand
binding. En R region med forskjellige lengder avhengig av hvilken type Sdr-protein det er
bindet til, en LPXTG celle-vegg-bindende region W, en hydrofob membran region (M) og
noen ganger en positiv ladet cytoplasmisk hale mot slutten av C-terminale enden [27]. Men i
tillegg til disse grunnleggende strukturelle elementene sa har de i tillegg B motiver som
inneholder 110-113 aminosyre residue lokalisert mellom A og R regioner. | SdrC finnes det to
motiver, mens det er tre B motiver i SArE og fem B motiver i SdrD [17, 27, 28]. Slik som
CIfA og CIfB sa induserer SdrE blodplateaggregasjon, mens SdrC og SdrD spiller en rolle i
adherens til humane desquamated nasale epitel celler [29].

LPXTG

clfa . A 520 aa I R 308 aa *

LPXTG
clfB . A 540 aa I R 256 aa

HALE]
Sdrc ! A 445 aa IBIB R 170 aa i

LPXTG

ser. A 516 aa BEA3CEEEE “

LPXTG

SdrE - A 554 aa IBIBIBI R 166 aa

Figur 1: Strukturell organisering av proteiner i SD-repeat multigen familien av S.aureus. S: signal sekvens,
A: putativ ligand bindende-region A, B: B motiver, R: dipeptide SD repeats, W: short wall-spanning region, M:
Membrane spanning segment. Denne figuren er laget ut ifra Josefsson et al [ 32]

Josefsson et.al [30] fant at A regionen i Sdr-proteinene er ikke helt identiske og de fem Sdr-
proteinene, altsa CIfA, CIfB, SdrC, SdrD og SdrE, er ca 21-30 % identiske [30, 31]. De er
tilstrekkelig relatert hverandre til & kunne konkludere med at de har en felles opphav, men de
er forskijellig nok til a si at de binder seg til forskjellige ligander og har forskijellige



funksjoner. Dette kan veere et resultat av selektivt trykk for & unnga immunresponser og/eller
for a skaffe nye ligandbindende aktivitet [30]. Og siden de tre Sdr-proteinene, SdrC, SdrD og
SdrE, bare har 20-30 % identiske aminosyre residue sa tyder det pa at de har forskjellige roller

i S.aureus patogenitet [31].

Det er to forskjellige typer B motiver, og hver av de tre Sdr proteinene har minst en B motiv
av hvert slag. B motivet som ligger neermest R-regionen i alle de tre Sdr proteinene er mest
relatert lik hverandre med 95-96 % aminosyre residue identitet [30]. Alle B motiver har
kation-bindende EF-hand loop, og kan binde Ca?* [28]. Josefsson et. al. [28] uttrykte SdrD
som rekombinant protein i E.coli, og fant at strukturen til SdrD kollapset til en ufoldet
konformasjon ved fjerning av Ca?*. Tilfarsel av Ca?* resulterte i gjenopprettelse av den
opprinnelige strukturen. Det vil si at B-motivene er avhengige av Ca?* for & beholde sin

konformasjon [28].

SdrD vist seg til & fremme adherensen av S.aureus til humane desquamated nasal epitelial
celler hgstet fra humane donorer [32]. Men interaksjons partnere i den humane verten er
vanskelig & fastsette. Forskningsgruppa for Vert-Mikrobe interaksjoner (UiT-det arktiske
universitet i Tromsg) har prelimingre studier som viser at A-regionen til SdrD kan interagere

med desmoglein 1 [upuplisert data, forskningsgruppe for Vert-Mikrobe interaksjon].

1.3 Oppbygging av dermis og epidermis

Huden er en viktig barriere som beskytter kroppen mot sykdomsfremkallende
mikroorganismer [33, 34]. Huden er bygd opp av epidermis som er overhuden og dermis som
er leerhuden og ligger under epidermis. I tillegg sa bruker noen litteratur begrepet subcutis, det
vil si underhuden. Subcutis ligger under dermis og bestar hovedsakelig av bindevev, inkludert
fettvev [33].

Epidermis er den ytterste laget av huden og bestar av fem lag. Det nederste laget kalles basal

laget og bestar av udifferensierte epidermale keratinocytter formet som sgyler/kolonner. Basal
laget har ansvaret for stadig fornying av cellene i epidermis ved at de deler seg [35]. Ovenfor

basal laget har vi spinous laget, deretter granular laget og helt gverst av epidermis har vi

corneal laget. Disse cellene er keratinocytter med gkende grad av differensiering. Corneal



laget, er den mest differensierte cellelaget, og er den viktigste fysiske barriere av huden [34,
35]. Dermis kan deles inni to undergrupper: den gverste laget heter papilleer dermis og den

nederste laget heter retikuleer dermis [35].

| tillegg til & veere en fysisk barriere, er huden ogsa en immunologisk barriere. Det er mange
resident immunceller i huden. | epidermis er det dendrittiske celler, kalt Langerhans-celler,
mens det i dermis, er det dermale dendrittiske celler, makrofager, mast celler, T-og B celler,
plasmaceller, og NK celler [34, 35]. Hver av disse celletypene kan delta i immunresponser i
hud, inkludert vertforsvar mot patogene organismer. De er ogsa involvert i ulike immun-

basert hudsykdommer slik som atopisk dermatitt og psoriasis [34, 35].

1.4 Desmoglein

Desmosomer er intracellulaere junctions som binder celler til hverandre, og som er i kontakt
med en del av cytoskjelettet. Desmosomene gir mekanisk styrke til cellene og dermed
stabilitet i vevet. Dermed er desmosomer spesielt viktig i vev som epidermis og hjertemuskler
som er kontinuerlig angrepet av mekanisk krefter [36]. Nar desmosomal adhesjon svikter,
som i visse genetiske og autoimmune sykdommer, kan det vevet som er utsatt for mekanisk

stress falle fra hverandre og gi hud eller hjertesykdommer [36].

Desmosomale adhesjonsmolekyler, desmocollin (Dsc) og desmoglein (Dsg), er medlemmer
av kaderin familie av kalsiumavhengige adhesjonsmolekyler [36, 37]. Dsc og Dsg inneholder
fire ekstracellulere kaderin domener og en femte domene kalt ekstracelluleere anker. Disse
fem kaderin domener inneholder omtrent 110 aminosyrer hver, og er adskilt av
kalsiumbindende motiver. Kalsium stgtter kaderin mediert adhesjon ved a la kaderin
ekstracelluleer domenet til innta en rigid og funksjonell konformasjon [37]. Dsg og Dsc
inneholder ogsa en enkel transmembran domene etterfulgt av en intracelluleer anker festet pa
den cytoplasmiske domenen. Desmoglein inneholder ogsa en intracelluleaer proline-rik linker,
et variabelt antall repeat enhet domen og en terminal domen som er glycine-rik (se figur 2)
[38, 39].
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Figur 2: Strukturell organisering av de fire isoformene av humane Dsg. De ekstracellulere domenene bestar
av fire kaderin repeats (EC1-EC4) med 110 aminosyrer hver, og en ekstracelluler anker domene (EA). Den
intracelluleere domenen av Dsg bestar av en intracellulaer anker domene (1A), en intracelluler kaderin-type
segment domene (ICS), en linker domene (LD), en repeat unit domene (RUD), en terminal domene (TD).

Figuren er modifisert fra Nishifuji et al. [40]

I menneskene finnes det fire isoformer av desmoglein (Dsg 1-4) og tre isoformer av
desmocolliner (Dsc1-3) [39, 41]. Dsg2 og Dsg3 er hovedsakelig uttrykt i de nedre lagene av
epidermis, mens Dsg1 uttrykkes i alle lag, men nivaet gker med graden av celledifferensiering
frem til granulert cellelag. Dsg4 er hovedsakelig uttrykt i harsekken, og i den granulaere laget.
Desmocolliner, Dsc2 og Dsc3, er til stede i de basale og spinous lagene, mens Dscl er uttrykt

i den granuleere laget (se figur 3) [38].
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Figur 3: Hlustrerer hvor i epidermis de forskjellige desmocolliner og desmogleiner er uttrykt. Denne
figuren er modifisert fra Delva et.al. [37]



2. Formal

Gule stafylokokker (Staphylococcus aureus) kan veere en farlig patogen og forarsaker mange
alvorlige livstruende sykdommer. Antibiotika kan veare utfordrende pa grunn av bakteriens
evne til & utvikle bearerskap. Baereskap er risikofaktor for infeksjon, og en ny profylaktisk
strategi er & forhindre kolonisering. Forskningsgruppe for Vert-Mikrobe interaksjon ved UiT
har preliminzre studier som antyder at SdrD binder seg til Desmoglein 1 (Dsgl), men om den
binder til Dsg 1 intracellulaert eller ekstracellulzrt er fortsatt usikkert. Hovedmalet med denne
studien er a bekrefte/avkrefte hvorvidt interaksjons mellom SdrD og Dsgl kan finne sted, og
finne ut om bakterien kan binde ekstracellulaer og/eller intracelluleer del av Dsg 1. For a utfare
interaksjonsstudier ma intracelluleer og ekstracelluler del av Dsg 1 og proteiner med
forskjellige tagg (His-tag og GST-tag) isoleres. Dette er dermed delmal for oppgaven.
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3. Materialer

Tabell 1: Celler og bakterier brukt i denne oppgaven.

E.coli DH5 Egner seg til klonings arbeid | HMI

E.coli BL21 Protease defisient, egner seg | HMI
for protein ekspresjon.

HEK 293 celler Human embryonale ATCC

nyreceller; kan uttrykke
proteiner kodet av eukaryote

ekspresjonsplasmider

Tabell 2: Plasmider brukt i oppgaven.

Dsg 1 pcDNA-3

Eukaryot
ekspresjonsvektor
som kan uttrykke
Dsg 1 i eukaryote
celler

HMI, upublisert

pT7-FLAG-2

Prokaryot
ekspresjonsvektor
med His-tag C-
terminalt for
multikloningssete

Sigma

Dsg 1 ekstra-Flag-2

Prokaryot
ekspresjonsvektor
som uttrykker
ekstracellulzer del av
Dsg 1 med His-tag
C-terminalt

HMI, upublisert

Dsg 1 intra-Flag-2

Prokaryot
ekspresjonsvektor
som uttrykker
intracelluleer del av
Dsg 1 med His-tag
C-terminalt

HMI, upublisert

pGEX vektor

Prokaryot
ekspresjonsvektor
med GST tag

GE Healthcare

PGEXA4T-1 SdrDA

A-region av SdrD er
klonet bak GST-tag.
Fusjonsproteinet

HMI, upublisert




kan uttrykkes i
E.coli BL21

SdrD pQE30

SdrD klonet i
prokaryot
ekspresjonsvektor
med His-tag N-
terminalt.
Fusjonsproteinet
kan uttrykkes i
E.coli BL 21.

HMI, upublisert

CMV 7.1 vektor

CMV 7.1 vektor
klonet i eukaryot
ekspresjonsvektor

HMI, upublisert

Dsg 1 intra-
CMV7.1

Dsg 1 intra klonet i
eukaryot
ekspresjonsvektor
med N-terminal
Flag tag

HMI, upublisert

Dsg 1 ekstra-
CMV7.1

Dsg 1 ekstra klonet i
eukaryot
ekspresjonsvektor
med N-terminal
Flag tag

HMI, upublisert

Tabell 3: Medier/lgsninger/buffer brukt i oppgaven.

Tris-Acetate EDTA IXTAE: Agarose gel HMI (felleslgsning)
buffer (TAE buffer) 40 mM Tris- elektroforese

acetate

1 mMEDTA
10000x GelRed™ - Agarose gel Katalog nr. 41003
Nucleic Acid Gelstain elektroforese (Biotium)
in water
Super optimal broth 2,0 % (w/v) Tillaging av SOC HMI (felleslgsning)
(SOB) media Tryptone media

0,5 (w/v)

Gjeerekstrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCI
Super optimal broth 10 mM MgCl» Transformasjon HMI (felleslgsning)
with catabolite 10 mM MgSOq
repression (SOC) 20 mM Glucose
media SOB til gnsket

volum
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Luria Bertani medium
med ampicillin (LB
m/100ug/ AMP)

10 g Bacto trypton
6 g Bacto gjeer
ekstrakt

5 g NaCl

ddH20 til 1000 mi
100 pg
ampicillin/ml
medium

Transformasjon

HMI (felleslgsning)

NZCYM m/AMP

10 g NZ amine

5 g NaCl

5 g Gjeerekstrakt

1 g Casamino syre
2 g MgS04-7H20
Juster pH til 7 med
5 N NaOH.
ddHO til 1000 ml

Transformasjon

HMI (felleslgsning)

Dulbecco’s modified
eagle’s medium
(DMEM)

Splitting av HEK
293 celler

Produkt nr.D6046
(Sigma)

Penicillin/streptomycin
100 pg/ml
(arbeidskonsentrasjon)

Splitting av HEK
293 celler

Produkt nr. P4333
(Sigma)

Heat inactivated Fetal
Bovine Serum (FBS)

Splitting av HEK
293 celler

Produkt nr. PO781
(Sigma)

Trypsin

250 pg/ml bovine
trypsin i 200 mM

Splitting av
HEK?293 celler

Produkt nr. T3924
(Sigma)

ammonium

bikarbonat

(pH=8,9)

1xPBS: Vaskelgsning for Katalog nr. L 182-05
Phosphate Buffered 1boks PBS cellearbeid. (Biochrom AG)
Saline (PBS buffer) Dulbecco without | Protein rensing.

Ca2+/Mg2+ Western blot.

i5L MQH0
PBST 1xPBS med 1 % Protein rensing Triton x-100: produkt

Triton x-100 nr. T8787. (Sigma)
Protease inhibitor 1 Complete Protein rensing Produkt
cocktail EDTA-free nr.11697498001

protease inhibitor (Roche)

cocktail tabletter i
2 ml ddH-0O

PBST m/ Protease
inhibitor

200 pL protease
inhibitor cocktail
per 5 ml PBST

Proteinrensing

PBS: Katalog nr.

L 182-05 (Biochrom
AQG)

Complete EDTA-free

13



protease inhibitor
cocktail tabletter:

produkt
nr.11697498001
(Roche)
Lysis buffer 50 mM Tris HCI Co- 1000 mM Tris-HCI
pH 8.0, immunopresipitering | pH=8.0: (HMI
150 mM NaCl, (co-IP) felleslgsning)
0,1 % Triton x- 5000 mM NaCl: (HMI
100, felleslgsning)
1 mM EDTA, Triton x-100: produkt
ImM DTT nr. T8787 (Sigma)
500 mM EDTA: (HMI
felleslgsning)
DTT: produkt nr.
43816 (Sigma)
Lysis buffer 50 mM NaH2POs, | His-protein rensing | HMI (felleslgsning)
300 mM NacCl,
10 mM imidazole,
pH 8,0
Wash Buffer 50 mM NaH2POa, | His-protein rensing | HMI (felleslgsning
300 mM NacCl,

20 mM imidazole,
pH 8,0

Elution buffer

50 mM NaH2POs4,
300 mM NacCl,
500 mM
imidazole, pH 8,0

His-protein rensing

HMI felleslgsning)

IXNUuPAGE running NuPAGE MES SDS-PAGE Katalog nr. NP0O002
buffer SDS running (Novex Life

buffer (20x), technologies)

MQH20
1 M DL-Dithithreitol | 3,09 g SDS-PAGE Produkt nr. 43816
lgsning (DTT) dithiothreitol i 20 (Sigma)

ml 0,01 M

Natriumacetat (pH

5.2)Steriliseres

ved filtrering
Nupage LDS sample 106 mM Tris-HCI | SDS-PAGE Produkt nr.1296678
buffer (4x) 141 mM Tris-Base (Novex Life

2% LDS

10 % Glycerol
0,51 mM EDTA
0,22 mM SERVA

technologies)
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Blue G250
0,175 mM Phenol
Red

pH 8.5
Tilsett dH.0
Blotting buffer 5,8 g Trisma base, | Western blot Trisma base: produkt
29 g Glyzine, nr. 93350 (Sigma)
200 ml Methanol, Glyzine: produkt
800 ml dH20 nr.33226 (Sigma)
Methanol: produkt
nr.32213 (Sigma)
Blokking buffer 50 ml 1xPBS, Western Blot Dry non-fat milk:
2,5 gDry non-fat produkt nr. ST00227
milk-Sucotin (TSI GmbH)
mager milch Tween 20: product nr.
pulver leicht 1379 (Sigma)
16slich,
1 % Tween
Fixation lgsning 50 % Ethanol For fiksering av HMI (felleslgsning)
20 % Aceticacid i | proteiner etter SDS-
dH20 PAGE

Coomassie blue
lgsning

50 % methanol, 10
% glacial acetic
acid, 0,05 %
coomassie brilliant
blue R-250

50 % dH20

Farging av proteiner
etter SDS-PAGE

Produkt nr. 27816
(Sigma)

Destaining lgsning

200 ml ethanol,

For avfarging av

HMI (felleslgsning)

100 ml glacial proteiner etter SDS-

acetic acid PAGE

700 ml ddH20
PageBlue protein - Farging av gel etter | Produkt nr. 24620
staining lgsning SDS-PAGE (Thermo Scientific)
Tris-buffered Saline 10mM Tris-ClI For vasking av resin | HMI (felleslgsning)
(TBS buffer) 150 mM NaCl kuler (co-1P)

pH 7.4 i dH.0
0,1 M Glycin-HCI, pH | 11,1 g Glycine- For vasking av resin | HMI (felleslgsning)
35 HCI kuler (co-1P)

800 ml dH.0

Juster pH til 3,5

med HCI
ANTI-FLAG® M2 - co-IP Katalog nr.: A2220

Affinity Gel

(Sigma)
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Tabell 4: Protein/DNA ladder brukt i oppgaven.

BenchMark™ protein ladder Produkt nr: 1371018 (Novex Life
Technologies)
MagicMark™ XP western protein standard Produkt nr 1552298 (Novex Life

Technologies)

I kb pluss DNA ladder Produkt nr. 1305746 (Invitrogen)
SeaBlue Plus 2 Prestained Standard (1x) Produkt nr. LC5925 (Novex by Life
Technologies)

4 A) BenchMark™ protein ladder:

KDw
160 -
100 -
-
G-
o -

-2
-1X
=920
-

| LI

I
'
:
'

| | |



4 B) MagicMark™ XP western protein standard:

Figure 2 - MagicMark™ XP Standard
visualized with Coomassie”
stain on an SDS-PAGE gel

kDa
220
120

100

80: |7

60
50 | oo

40
30

20; |-

NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel with MES
SDS Running Buffer, stained with
SimplyBlue™ SafeStain.

4 C) | kb pluss DNA ladder

1 Kb Plus DNA Ladder
bp
=12,000

-5,000

=2,000
-1,650

-1,000
-850

-650
=500
-400
=300
=200

-100

0.9 pg/lane
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4 D) SeaBlue Plus 2 Prestained Standard (1x):

Apparent molecular weights of SeeBlue*
Plus2 Pre-Stained Standard on a NuPAGE"
Novex 4-12% Bis-Tris Gel w/MES

kDa Protein:
188 | ——x | Myosin
98 + | Phosphorvlase B
62 | wees [ BSA
49 | B .
Glutamic dehydrogenase
38 [#9 | Aleohol dehydrogenase
28 | “v | Carbonic anhydrase
17 188 | Myoglobin-Red
14 | | Lysozyme
6 [ | Aprotinin
| Insulin B chain

Tabell 5: Primere brukt i oppgaven.

Dsg Flag ACCACCGGTACCCTTGCTATATTGCAC Sigma
intra Rv

Dsg Flag GTGGTAAGCTTTGTGATTGTGGAGGTG Sigma
intra Fw

Dsg Flag ACCACCGGTACCATGTACATTGTCTGATAAC | Sigma
xtra Rv

Dsg Flag GGTGGTAAGCTTGAATGGATCAAGTTC Sigma
xtra Fw

T7 promoter | TAATACGACTCACTATAGGG Sigma
PT7-Flag2 | TTCTGCGTTCTGATTTAATCT Sigma
Is'}'/??flag 2 | AATCTTCTCTCACTCGTCGA Sigma
RV2

T7 universal | TAATACGACTCACTATAGGG Sigma
FLAG-Dsg | AAACGGAGCCAAAGATTTGTT Sigma
lintra

FLAG-Dsg | CAGCTCGAAGTCGAATCACA Sigma
1 xtra
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Tabell 6: Antistoffer brukt i oppgaven.

Monoclonal Anti-Flag® M2

Primeert antistoff. Brukes for

Produkt nr. F3165

a detektere Flag taggede Dsg | (Sigma)
1 proteiner
Rb pAB GST Primaert antistoff. Brukes for | Produkt nr.ab9085
a detektere GST tagget (Abcam)
proteiner

Anti-SdrD A region Igt

Primeert antistoff. Brukes for

a detektere SdrD proteiner

Gave fra Dr.Elisabet

Josefsson

Polyclonat swine anti-Rabbit
immunoglobulies/HRP

Sekundeer antistoff. Brukes
for & detektere primaert

antistoff

Produkt nr. 00069121
(Dako)

Rabbit Anti-Mouse

Immunoglobulins HRP

Sekundeer antistoff. Brukes
for & detektere primaert
antistoff

Produkt nr. P0260 (Dako)

Phospho-NF-kappaB p65
antibody

Brukt | co-IP for & fjerne
uspesifikke bindinger til
antistoff

Produkt nr. 3037S (Cell
signaling technology)
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4. Metoder

4.1 Isolering av plasmid DNA
Isolere high-copy plasmid DNA fra E.coli (ved bruk av Nucleospin plasmid/ plasmid
(NoLid)kit)

Med en NucleoSpin plasmid metode sa vil bakteriepelleten som inneholder gnsket plasmid bli
resuspendert i Buffer A1 og plasmid DNA blir deretter frigjort fra E.coli etter tilsetning av
SDS/alkaline lysis buffer (Buffer A2). Buffer A3 ngytraliserer cellelysaten og gjer i stand
plasmid DNA til & binde seg til silica membranen av NucleoSpin Plasmid/Plasmid (NoL.id).
Rester av celler, proteiner og genomisk DNA blir fjernet ved en enkel sentrifugerings steg.
Supernatanten med plasmid DNA blir overfart til en ny NucleoSpin Plasmid/Plasmid (NoLid)
kolonne etterfulgt av et vaskesteg der kontaminering som f.eks. salter, metabolitter, og
lzselige makromolekyler blir fjernet. Deretter blir plasmid DNAet eluert med en svak alkalisk
buffer kalt AE Buffer (5mM Tris/HCI, pH 8,5) [42].

1,5 ml av overnattskultur av E.coli med gnsket plasmid (Dsg 1-pcDNA 3 og pT7-Flag-2) ble
overforte til 1,5 ml eppendorfrer. Bakteriene ble pelletert ved hjelp av 2 min sentrifugering i
Kubota 3500 ved 11.000xg ved rom temperatur. Supernatanten ble deretter fjernet. Nye 1,5
ml av overnattskulturene ble tilsatt til samme eppendorfer med bakteriepelleten far ny
sentrifugering ble utfart. Dette ble gjort totalt 3 ganger for & oppna stgrre mengde
bakterieceller. For & isolere plasmid, ble mini kittet Nucleospin plasmid-nucleic acid and
protein purification fra Machery-Nagel, katalog nr. 1112/006, brukt. Bakteriepelletene ble
resuspendert med 250 pL Buffer Al. Deretter ble 250 puL Buffer A2 tilsatt, og innholdet ble
blandet forsiktig ved & snu eppendorfrgrene opp og ned 6-8 ganger. Deretter ble
eppendorfrarene inkubert ved rom temperatur for 2 min for a fa effektiv cellelysis. 300 uL
Buffer A3 ble tilsatt til eppendorfrgrene og innholdet ble blandet ved & snu opp og ned 6-8
ganger. Sentrifugerte for 5 min ved 11.000xg ved romtemperatur. | mellomtiden ble
NucleopSpin Plasmid/Plasmid (NoLid) kolonne plassert i en oppsamlingsrer (ca. 2 ml). 750
ML av lysatet ble overfart til kolonnen, og kolonnen ble sentrifugert i 1 min ved 11.000xg.
Under prosessen vil plasmidet binde seg til kolonnen, mens resten havner i oppsamlingsraret.
Etter at supernatanten var fjernet fra oppsamlingsrar, ble NucleoSpin kolonnen plassert
tilbake og tilfart mer cellelysat. Prosedyren ble gjentatt. I mellomtiden ble Buffer AW

20



oppvarmet til 50 °C pa vannbad. 500 pL av AW Buffere ble tilsatt til kolonnen for a vaske
plasmid DNA, og kolonnen ble sentrifugert for 1 min ved 11.000xg. Kolonnen ble tilsatt 600
pL Buffer A4 for ny vasking, og sentrifugert for 1 min ved 11.000xg. Supernatanten fra
oppsamlingsrar ble fjernet og kolonnen ble sentrifugert for 2 min ved 11.000xg. Deretter ble
oppsamlingsraret fjernet. Til slutt skulle plasmid DNA elueres ut fra kolonnene. Da ble disse
plassert pa et sterilt 1,5 ml eppendorfer og tilsatt 35 pL Buffer AE, og inkubert i 1 min ved
romtemperatur. NucleoSpin kolonnen ble fjernet og eppendorfarene med plasmid DNA ble

oppbevart ved -20 °C.

4.2 Polymerase chain reaction (PCR)

PCR brukes til & amplifisere (lage mange kopier) av en spesifikk DNA sekvens i en test rr.
Teknikken kan brukes til & lage korte sekvenser for eksempel et gen eller en del av et gen,

eller hele plasmider kan amplifiseres mens man innfarer sete-spesifikk mutasjon [43].

Det er 3 trinn i denne metoden:

Trinn 1 Denaturering: PCR ble utfart med en syklus initial denaturering trinn ved

temperatur 98 °C i 30 s, deretter en denaturering trinn der PCR maskin varmet opp blandingen
til ca. 98 °C i 10 s. Det dobbeltradige templatet (for eksempel Dsgl pcDNAS3) denatureres
siden hydrogenbindingen mellom nukleotidene i spiralen brytes, og blir til to enkel DNA
trader [43].

Trinn 2 Hybridisering (annealing): PCR blandingen ble avkjglt til ca. 55-64 °C for denne

temperaturen skal veere lav nok til at primerne kan binde seg til templatet. Primere er korte
DNA-fragmenter pa 15-30 basepar som er komplementzre til hver sin ende av DNA som skall
kopieres. | PCR trengs det 2 primere (primerpar), en i starten pa genet (forward) og en i
slutten (revers) [43]. Nar primerne binder til templatet kan polymerasen (Phusion DNA
polymerase), et enzym, syntetisere nytt DNA. Stgrrelsen pa en primer er normalt 20-30 baser,
og hvor hgy temperaturen i dette trinnet kan veere er avhengig av stgrrelsen; for at en primer
skal kunne feste seg, ma temperaturen veare under smeltepunktet til primeren, vanligvis ca. 5-
10 °C under. Smeltepunktet varierer med starrelsen til primere slik at store primere har hgyt
smeltepunkt [43]. Primeren som ble brukt i denne forskningen har et smeltepunkt pa ca.70 °C.

Man kan gjare en gradient PCR, hvor man kjgrer PCR med flere ulike annealingstemperatur. |
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denne oppgaven ble det gjort en gradient PCR der pragvene ble satt i 5 forskjellige annealing
temperaturer, 64 °C, 62,2 °C, 60,5 °C, 56,7 °C, 55,6 °C (negativ kontroll) og 55 °C. Tiden
som trenges for annealing kan avhenge av enzym brukt i PCR [43]. For enzymet brukt i
oppgaven beregner man 15-30 s/kb. Dsg 1 genet er 1,5 kb og vil da trenge annealing tid: 30
sek*1,5kb=45 sek.

Trinn 3 Polymerisering (Extensions): Mal-DNA blir syntetisert av DNA polymerase fra

primerne. Dette skjer ved ca. 72 °C i 45 s. Ved oppvarming til 98 °C ved denatureringen vil
DNA polymerase fra E. coli. gdelegges. Hvis man skal slippe 4 tilsette ny polymerase for
hvert polymeriseringstrinn, ma det brukes et enzym som taler hgyere temperaturer. Derfor ble
det brukt en varmestabil DNA polymerase, kalt Phusion DNA polymerase. Denne fungerer
best ved 72 °C. DNA-syntesen gar fra den frie 3> OH-enden pa begge primere. Primer 1
syntetiserer den ene DNA-traden, mens primer 2 syntetiserer den andre. De to farste
produktene vil vaere halvlange, siden flankerende DNA fra bare den ene siden (fer primeren)
er borte fra det opprinnelige templatet. Og til slutt en Final Extensions trinn ved 72 grader i

10 min og da er den ferdig med 1. syklusen [43].

Gradient PCR metoden, beskrevet ovenfor, ble utfert i en Bio-rad T100™ thermal cycler PCR
maskin. PCR maskinen vil alternere temperaturen som skissert over, og PCR produktet vil bli
dannet. Disse inneholder mal-DNA og primere (flankerende DNA fra den andre siden er ogsa

fjernet). Antall PCR produkt vil gke eksponentielt. Totalt ble det gjort 30 sykluser.

| praksis ble en mastermiks uten templat laget (se tabell 7). PCR ble utfgrt med Dsgl pcDNA
3 som templat. Primerne var rettet mot ekstracelluleer del av Dsg 1 og intracelluler del av

Dsg 1, og dermed ble det laget to mastermikser, en for intracelluleert og en for ekstracelluleert.
For & se om det er forurensning i noen av komponentene ble det brukt en negativ kontroll som

inneholdt bare mastermiks og ddH-0.
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Tabell 7: Mastermiks for PCR blanding.

ddH20 Add til 50 pL dvs. 250 pL
skal tilsette 35,5 uL
5X Phusion HF Buffer | 10 pL for 1X kons. 1X 70 pL
Phusion HF Buffer
10 mM dNTPsigma 1uL 200 uM hver 7 uL
D7245
*10 uM Forward 1uL 10 uM 7 uL
primer
*10 uM Revers primer | 1 uL 10 uM 7 pL
Phusion DNA 0,5 uL 0,02 U/uL 3,5 UL
Polymerase
Templat DNA(Dsgl 1 pL (bruker ca. 50 -
pcDNA-3) ng som templat,
tilsettes til slutt)
I hver gradient PCR
ror tilsettes det totalt
50 pL

*merknad: PCR ble utfgrt med forskjellige primere (Se tabell 5). Primeren skrevet i tabell 7
er bare et eksempel.

4.3 Agarose gel elektroforese

For & separere DNA ble pravene Kjart pa agarose gel. Ved hjelp av en gel elektroforese kan
man separere organiske molekyler ved ulike starrelser. Metoden kan separere DNA-
fragmenter mellom 200 basepar til ca. 50kb. DNA molekylet er negativ ladd, og jo mindre
partiklene er, jo raskere og lenger vil de vandre mot pluss polen. Fragmentene kan skjeeres ut
av gelen, renses og benyttes blant annet i kloning [44]. Dsg 1 ekstracelluler (Dsg 1 ekstra) er

1448 basepar (bp) og Dsg 1 intracelluleer (Dsg 1 intra) er 1440 basepar (bp).

Til PCR produktene (Dsg 1 ekstra og Dsg 1 intra), i sluttvolum 50 pL, ble det tilsatt 10 puL
6xLoading buffer (LD) og sentrifugert raskt. LD bufferen bidrar med tyngde til DNA prgven,
og letter applisering pa agarose-gel. Agarose-gelen ble laget ved a veie opp 1 g agarose som
ble overfart til en erlenmeyerkolbe, og tilsatt 100 ml 1XTAE-buffer. Varmet opp agarose
Igsningen i mikrobglgeovn for ca. 2 min til all agarosen ble opplast og lgsningen ble klar.
Kjelte ned lgsningen litt ved 4 sette erlenmeyerkolben i kaldt vann. Tilsatt 7 uL Gel-Red

(DNA-farge) til gelen og helte gel-miksen over i gel-formen. Brgnner ble laget ved en kam,
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som stod i gel-formen til agarose-gelen stivnet. Lot gelen stivne i 15 min. Det ble tilsatt TAE-
Buffer i hver ende av gel-formen til den dekker formen. Tilsatt ddH.O i midten (der vi har
gelen) til den dekker over gelen. Fjernet brgnn-kammeret. Tilsatt 15 pL kb plus DNA ladder i
farste bragnnen, deretter ble det tilsatt 30 pL av prgven i hver brgnn. Satt i ladningene, minus
der praven ble ladet og pluss side pa den motsatte slik at DNAet som er negativ ladet trekker

seg mot pluss polen. Gelen ble kjgrt pa 90 Volt i 45 min.

4.4 Rensing av DNA fra TAE agarosegel

IllustraGFX PCR DNA og Gel Band Purification Kit ble brukt for rensing av DNAet etter
agarose-gel band. DNA fra starrelse 50 bp opptil 10 kb kan bli renset fra volum opp til 100
UL og fra gel biter opptil 900 mg, derfor er det viktig & ta med minst mulig gel i
eppendorfraret nar man skal rense. Capture buffer type 3 inneholder en pH indikator som
forandrer fargen ved forskjellige pH nivaer slik at det er enklere a se om prgvelgsningen er
ved den optimale pHen. For nar pHen er optimal sa vil DNAet binde seg effektiv til silica
membranen. Den optimale pHen er mindre eller lik 7,5 og da vil capture buffer type 3
pravelgsning veere gul eller svak oransje. Hvis pHen er stgrre enn 7,5 sa vil lgsningen
forandre fargen til marke rosa eller rgd, og da er DNAet ikke effektiv nok til & kunne binde
seg til silica membranen. For & fa bort ugnskede produkter fra lgsningen brukes det en Wash
buffer type 1, og til slutt for & eluere ut DNAet brukes det en Elution buffer type 4 [45].

Sentrifugerings maskin som ble brukt under forsgket er Kubota 3500.

Agarose gelen fra gel elektroforesen ble utsatt for UV lys slik at det er enklere for & se DNAet
som skal renses. Ved bruk av en steril skalpell ble DNAet kuttet ut fra gelen og overfart i en
1,5 ml eppendorfrar. Minst mulig gel ble tatt med i reren. Til eppendorfrgret med DNA ble
det tilsatt 300 pL Capture buffer type 3 fra illustraTM 6FX™ PCR DNA and Gel band
purification kit, katalog.nr 28-9034-71. Pragven ble inkubert ved 60 °C for ca. 20 min til all
agarose gel ble lgst opp. Prgven ble blandet ved & snu forsiktig reren opp og ned hver 3. min.
En GFX MicroSpin kolonne ble plassert i en oppsamlingsrgr. Capture buffer type 3
prevelgsningen ble sentrifugerte, og 800 UL av lgsningen ble overfart til GFX MicroSpin
kolonnen med oppsamlingsrar. Lgsningen ble inkubert ved rom temperatur i 1 min, og
deretter spant ned ved 16 000 x g i 30 sekunder. Supernatanten fra oppsamlingsraren ble

fjernet og steget ble gjentatt til all capture buffer type 3 lgsningen har gatt gjennom kolonnen.
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Tilsatt 500 uL Wash Buffer type 1 til kolonnen og spant ned ved 16 000 x g i 30 sekunder.
Fjernet oppsamlingsraret og kolonnen med DNAet ble plassert i et sterilt 1,5 ml eppendorfrar.
For eluering av DNA ble det tilsatt 25 pL Elution buffer type 4 til midten av kolonnen og
inkubert ved rom temperatur i 1 min. Sentrifugerte ved 16 000 x g i 1 min. Kolonnen ble

fjernet og DNAet i eppendorfraret ble oppbevart ved -20 °C.

4.5 Maling av DNA konsentrasjon ved NanoDrop

Maling av konsentrasjon og renhet av DNA ble utfart ved a bruke NanoDrop spektrometer
ND-1000. Fer maling av DNA konsentrasjon ble pidestallene rengjort med 1 pL ddH-O.
Deretter ble maskinen klargjort ved a tilsette 1 uL ddH2O direkte til pidestall, og pidestallen
ble lukket for man trykker “BLANK”. For hvert DNA maéling, ble 1 pL av prgven tilsatt til
pidestall, og pidestallen ble lukket og DNA konsentrasjon ble malt ved Azso ved a trykke
“MEASURE”. Etter hver maling ble pidestallen renset med ddH-O.

4.6 Restriksjonsenzym kutting

Restriksjonsenzymer bindes spesifikt og kutter dobbeltradige DNAer i spesifikke seter kalt
restriksjonsseter. Restriksjonsenzymer har blitt klassifisert i tre grupper, der type 1l er den
mest benyttede i molekyler kloning. For eksempel enzymet HindllI tilhgrer type Il enzymer.
Disse enzymene er endonukleaser som gjenkjenner spesifikke sekvenser vanligvis pa fire til
seks nukleotider med palindrom symmetri, og vil kutte i denne sekvensen. Noen enzymer
kutter begge tradene akkurat i symmetriaksen og danner DNA-fragmenter med sakalte "blunt-
ends". Andre kutter hver trad pa likt sted og motsatt side av symmetriaksen slik at det dannes
sakalte "sticky-ends" [46] .

Formalet med restriksjonsenzym kutting var a kutte pT7-Flag-2 vektor, Dsg 1 intra og Dsg 1

hver for seg med enzymene Kpnl og Hindlll, og deretter kunne ligere inn Dsg 1 intra og Dsg

1 ekstra i pT7-Flag-2 vektor. Prgvelgsning for restriksjonsenzymkutting ble laget i henhold til
tabell 8.
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Tabell 8: Tillaging av prevelgsning for restriksjonsenzym kutting

1 pT7-FLAG-2 vektor | 1,5 1,25 1 2,5 17,75 1
enzym k) H H k)

3 pT7-FLAG-2-tester 15 ) 1 25 19 1
enzym ' ’

4 pT7-FLAG-2-uten 15 ) ) 25 20 1
enzym

5 Dsgl intra 10 0,6 0,4 2,5 10,5 1

6 Dsgl ekstra 10 0,6 0,4 2,5 10,5 1

Rar nr. 4 skal ikke kuttes og dermed ble det tilsatt 1,5 pL pT7-FLAG-2 uten noen enzym. Til
ror nr. 5 ble det tilsatt 10 pL Dsg 1 intra PCR produkt og til rgr nr. 6 ble det tilsatt 10 pL Dsg
1 ekstra PCR produkt. Reaksjon 2-4 er kontrollreaksjoner, der 2 og 3 testet om enzymene

fungerer. Pravene ble inkubert pa 37 grader i 3,5 timer, og deretter kjart pa agarose-gel.

4.7 Ligering av Dsg 1 ekstracelluleert og intracelluleert PCR produkt inni pT7-Flag-2

vektor

Ligering er en prosess som setter sammen to stykker av linesere DNA inn i et enkelt stykke
ved hjelp av et enzym kalt, DNA ligase. DNA ligase katalyserer dannelsen av en fosfodiester
binding mellom 3’-hydroksylgruppen pa den ene delen av DNAet og 5°-fosfatgruppen pa den
andre delen av DNAet. Den mest brukte DNA ligase er T4 DNA ligase [47].

Dsg 1 ekstra og Dsg 1 ekstra ble amplifisert ved hjelp av PCR, kjert pa agarose gel
elektroforese, og deretter renset, og til slutt kuttet med restriksjonsenzymene, Kpnl og
HindlI11. Na skal Dsg1 ekstra og intra ligeres inn i pT7-Flag-2 vektor ved hjelp av T4 DNA
ligase. Det ble satt opp tre reaksjoner for hver Dsgl domene: med forskjellig volum

(konsentrasjon) av DNA. Prgvelgsning for ligering ble laget i henhold til tabell 9.
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Tabell 9: Tillaging av prevelgsning for ligering av Dsg 1 ekstra og Dsg 1 intra inni pT7-
Flag-2 vektor

Reaksjoner
T4 buffer 10x 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2uL | 2pL | 2pL
pT7 0,5puL | 0,5pL 05puL | O5puL | O5puL | 0,5 0,5
puL ML
Dsgl intra 05uL | 2,5uL 5uL - - - -
Dsgl ekstra - - - - 05uL | 25 5uL
ML
ddH20 16pL | 14pL | 115pL | 165pL | 16 L | 14 pL | 115
ML
T4 ligase 1L 1pL 1L 1pL lpL | 1L | 1L

Prgvelgsningene som ble laget i henhold til tabell 9 ble blandet inni et 1,5 ml eppendorfrer, og
deretter inkubert 2 timer pa rom temperatur. Deretter ble ligerings reaksjoner transformert inni

kompetente E.coli DH5 celler (se seksjon 4.8).

4.8 Transformasjon av kompetente E. coli celler

Transformasjon er en teknikk som introduserer et fremmed plasmid inni en bakterie. DNA
kan bli tvunget inni kompetent celler ved & inkubere cellene og DNA samlet pa is, deretter gi
en kort varmesjokk ved 42 °C, og til slutt sette tiloake pa is. Cellene blir deretter plate ut pa
en agarplate med antibiotika. Under kloning nar formalet var a arbeide med proteiner, ble de
forskjellige plasmidene (Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 intra-pT7-Flag-2) transformert
inni E.coli BL 21, en protease mangelfull stamme som er egnet for transformasjon og protein
ekspresjon. BL 21 er mangelfull for lon og ompT proteaser som er med pa a degradere

proteiner i cellen [48].

14 ml falcon rar ble satt pa is til avkjgling. Kompetente E.coli DH5 eller BL 21 celler ble
hentet fra -70 °C fryser og tinet pa is i ca. 30 min. Deretter ble cellene pipettert forsiktig opp
0g ned et par ganger for 200 pL ble overfart til avkjalte falcon rgr. Deretter ble 1,5 uL DNA
plasmidene (for eksempel Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2) tilsatt til hver
sitt rar med E.coli celler. DNA/bakterie blandingen ble inkubert pa is i 30 min. Cellene ble

varmesjokket ved 42 °C i 90 sekunder, og deretter inkubert pa is i 90 sekunder. Deretter ble
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800 uL SOC tilfert falcon rgren under sterile omstendigheter. Falcon rgrene ble inkubert ved
37 °C parist ved 225 rpm i 45-60 minutter. Deretter ble 200 uL av bakterie kulturen platet ut
pa en LB m/100ug/AMP plate. Platene ble inkubert ved 37 °C overnatt. En negativ kontroll
der alt av lgsninger ble tilsatt utenom DNA ble inkludert, og platet ut pa LB m/100ug/Amp

plate for a sjekke om det er noen forurensinger til stede.

4.9 Sekvensering av DNA

UNN/Uit Big Dye V3.1 sequencing protocol

Basert pa BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit protocol

DNA-sekvensering er en prosess for a bestemme den ngyaktige rekkefglgen av nukleotider i
et DNA-molekyl. Under sekvensering vil DNA polymerasen binde til en enkel tradet DNA
templat og syntetiserer den komplementeere traden av DNAet. Nar DNA polymerasen
inkorporerer tilfeldig en fluorescensmerkede ddNTP, avslutter syntesen. Dette trinnet
produserer en blanding av nylig syntetiserte DNA-trader som er forskjellige i lengde med et
enkelt nukleotid. Hver trad er merket ved 3” -enden med en fluorescensmerkede ddNTP.
DNA-blandingen blir separert ved elektroforese. Electropherogram blir brukt til & bestemme
sekvensene av de nylig syntetiserte DNA-tradene [49]. Sekvensering kan brukes for en

endelig bekreftelse pa at gnsket DNA sekvens er klonet inni tenkt vektor.

Falgende mulige positive kloner med Dsg variant i pT7-Flag-2 ble sekvensert; Dsg 1 intra
klon 1, 2 og 4, og Dsg 1 ekstra klon 1,2 og 3. Ved sekvensering ble det tilsatt ca.150-200 ng
templat til hvert rgr. En forward primer og en reverse primer ble brukt for de ulike
templatene, men kun en primer ble tilsatt til hver prgve. Det vil si for eksempel til Dsg 1 intra
klon 1 prave 1 ble det tilsatt Dsg intra forward primer, deretter til Dsg 1 intra clone 1 prgve 2
ble det tilsatt Dsg 1 intra revers primer osv ... Primerne hadde en konsentrasjon pa 100 puM,
men ble fortynnet til 0,32 uM. Til hver preve ble det tilsatt 2 pL templat DNA, 1 pL Big-Dye
v3.1, 3uL 5x sequencing buffer, 1uL primer, og tilslutt ble det tilsatt ddH20 opptil 20 pL. Det
totale volumet av hver prgve ble 20 uL. Alle prgvene ble blandet i PCR rgr, og PCR rgren ble
satt inni PCR maskinen, Bio-rad T100™ Thermal cycler. Maskinen ble innstilt pa falgende
mate; temperatur 96 °C i 5 min 1x syklus, 96 °C 10's, 50 °C 5 s, 60 °C 4 min 25 x sykluser,
og tilslutt 4 °C og tid uendelig. Programmene BioEdit og BLAST som brukes for a

sammenligne mottatte nukleotid sekvenser mot det opprinnelige nukleotid sekvensen av
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DNAet [50], ble brukt til & analysere resultatene fra sekvenseringen og for a se om de ulike

plasmid DNAene har blitt klonet inn riktig.

4.10 Isolering og rensing av proteinene GST, GST-SdrD og His-SdrD

De ulike proteinene av interesse er enten GST-tagget (Glutathione-S-transferase) eller His-
tagget. Disse taggene kan bli brukt i protein isolering. GST-tagget proteiner er uttrykt fra
pPGEXA4T-1 vektor (fra GE healthcare). pGEXA4T-1 vektor inneholder et gen som koder for
GST, og GST er et enzym som binder seg spesifikt til glutathione molekyler. GST domen av
fusjon proteinet binder med hgy affinitet til glutathione som er koblet til sepharose kuler.
Kuler som er bundet til proteinet er pelletert ved sentrifugering, og supernatanten blir fjernet
og kulene blir vasket flere ganger for a fjerne ubundne proteiner. Fusjons protein blir eluert
ved 4 tilsette hgy konsentrasjon av frie glutathione som konkurrerer med immobilisert ligand
for GST binding [51].

His-taggede protein ekspresjon fra pQE30 kan bli fanget opp av Ni-NTA Spin Kit fra Qiagen.
Dette er en metode for rask rensing av 6xHis-tagget proteiner ved bruk av Ni-NTA spinn
kolonner som er ladet med nikkel ioner. Det hgye affiniteten av Ni-NTA resiner for 6xHis-
taggede proteiner skyldes bade spesifisitet av interaksjonen mellom histidin rester og

immobilisert nikkel ioner og til styrken som disse ionene har for NTA resin [52].

4.10.1 Indusere uttrykk av His-SdrD og GST-proteiner

Det ble laget en overnattskultur av falgende bakteriekulturer; pGEX vektor (ogsa kalt GST
tom vektor), pPGEX4T-1 SdrDa (SdrDA-GST), SdrD in PQE30 (His-SdrDa). Det ble tilsatt 15
ml LB m/100pg/Amp medier i 3 forskjellige 100 ml erlenmeyerkolbe. Bakteriekulturene ble
tatt opp ved hjelp av en liten ause og deretter ble ausen rgrt godt i hver av bakterienes
erlenmeyerkolbe og lot den sta til inkubering (pa rist) ved 37 °C til natta over. Dagen etter ble
overnattskulturene fortynnet 1:20 i LB m/100pug/Amp medier. Det ble tilsatt 7,5 ml
overnattskultur til hver av erlenmeyerkolbene med 150 ml LB m/100 pg/Amp medier.
Lagsningene ble satt pa rist ved 37 °C, brukte Heitolph unimax 2010 shaker. Mens lgsningene
star til inkubering, ble det malt ODsoo ved hjelp av maskinen Pharmacia Biotech Ultrospec
2000. ODsgo ble malt til 0,6. LB m/100 pg/Amp media ble brukt som referanse og den ble
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malt til 0,00 A ved a trykke Set Ref. pa maskinen, og deretter ble pravene malt. Dette ble
gjort ved farste gang mellom hver maling, altsa referanse ble malt farst, og deretter ble
prgvene malt etter hverandre. | kyvetten ble det tilsatt 1,5 ml prave ved hver maling. Farste
maling ble gjort for inkubering. E.coli har eksponentiell vekst, sa dermed kan OD ga fort opp
etter en stund, og derfor ble prgvene malt oftere nar det neermet seg OD= 0,6. Nar OD=0,6 ble
det tilsatt 150 uL 1M IPTG i hver erlenmeyerkolbe med bakteriekultur. Deretter ble
bakteriekulturene satt til inkubering. Bakteriekultur med His-SdrD ble satt til inkubering ved
37 °C i 4 timer, GST-SdrD ble inkubert ved 20 °C i 2 timer og GST ved 20 °C i 2 timer. Etter
inkubering ble bakteriekulturene overfart til 50 ml falconrer og sentrifugert ved 4000 rpm i 10
min ved 4 °C. Maskinen Beckman coulter SX4750A rotor ble brukt til sentrifugering.
Bakteriepelletene ble oppbevart ved -20 °C.

4.10.2 Rensing av proteinet GST og GST-SdrDa

Bakteriepelleten ble resuspendert i 1 ml PBST m/ protease hemmer, og na vil proteiner lgse
seg opp og tritonen som ble tilsatt i PBS vil da bryte ned hydrofobe bindinger i proteinene.
Proteaser vil binde seg til proteiner og degraderer dem. For & unnga dette ble det tilsatt en
protease hemmer slik at proteinene vil ligge igjen i lgsningen og dermed blir det enklere &
fiske ut proteinene GST og GST-SdrDa. Lasningen ble sonikert, ved hjelp av Sonicater heat
system-Ultrasonic inc maskin, pé is 3-5x i 10 sekunder. A sonikere vil si at det brukes en
lydbglge til & sprenge bakteriene slik at proteiner og alt det andre vil ligge ut i lgsningen, sa
det blir enklere a fiske ut det proteinet som er gnskelig. Supernatanten ble overfart til en 1,5
ml eppendorfrar. Eppendorfraren ble spant ved 13000 rpm, i 10 min ved 4 grader. Na vil GST
proteiner og GST-SdrDa ligge i supernatanten og alt det andre som ikke trenger ligger da i
pelleten. Supernatanten ble overfart til et sterilt 1,5 ml eppendorfrgr. Det ble tilsatt 100 pL 50
% gluthation kuler m/PBST, og deretter ble eppendorfrgren plassert pa en rotator (lykkehjul)
for 60 min ved 4 grader. Na vil lgsningen blande godt og kulene vil fange opp de gnskede
proteinene. Kulene ble vasket 2 ganger med 1 ml PBST og 1 gang med PBS. Etter hver vask
ble supernatanten fjernet og kastet. Eluerte 2 ganger med 250 pL 5mM gluthation i 50 mM
Tris pH8.0 og lot den blande i lykkehjulet i ca.15 min. Supernatanten ble overfert til en ny 1,5
ml rgr og 10 pL av supernatanten ble brukt for SDS-PAGE. Resten ble oppbevart ved -20 °C.
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Prgvene ble klargjort til SDS-PAGE
SDS-PAGE buffer lgsning:

10 pL av protein

2uULDTT

4 uL LDS buffer (loading buffer)

ddH»0 opptil 20 pL det vil si tilsatt 4 uL vann.

For & gjer det litt enklere ble det laget en mastermiks av bare SDS-PAGE buffer lgsning uten
a tilsette protein. Det ble laget en 5 x Mastermiks med 10 uL DTT, 20 pL LDS og 20 pL
ddH20. 10 ul av isolert protein ble overfart til et 1,5 ml eppenderfrar, og deretter ble det
tilsatt 10 uL av mastermiksen. Pragvene ble denaturert ved 70 grader i 10 min. Det ble ogsa
kjart gel for de gjenvaerende gluthatione kulene: det ble tilsatt 10 pL LDS buffer, 2 uyL DTT
og 8 pL ddH20 til kulene, og denaturert ved 70 grader i 10 min.

4.10.3 Rensing av His-SdrDa under native betingelser fra E.coli lysater

Kitt brukt: Ni-NTA Spin kit fra Qiagen (cat.nr 31314)

Fer rensing:

Et 50 ml falcon rgr med His-SdrDa inneholdende bakteriepellet ble lgst opp/resuspendert i 10
ml LB m/100ug/Amp. Prgvene ble deretter fordelt i 9 sterile eppendorfrer med 1,2 ml prave i
hvert rar. Eppendorfrarene ble sentrifugert pa 5000 rpm, 4 grader i 10 min i Kubota 3500

sentrifuger. Supernatantene ble fjernet. Gikk videre med 3 av prgvene, resten ble fryst ned ved

-20 grader.

Rensing av His-SdrD:

Respunderte pelleten i 700uL lysis buffer. Prgvene ble fryst ved -20 grader i 25 min, og
deretter tint pa is (20-30 min). | dette steget ble det danne krystaller, og det vil ogsa danne
krystaller i bakteriene, og de krystallene vil hjelpe med & sprenge bakteriene. Sonikerte
prgvene 4x10 sek av/pa ved bruk av Bioruptore plus Diagenode sonicator. Sentrifugerte ved
12000xg i 25 min ved 4 grader. Supernatantene ble samlet i et sterilt eppendorfrar, og 20 puL
ble tatt av for SDS-PAGE. Ni-NTA spin kolonnene ble ekvilibrerte med 600 pL lysis buffer.
Sentrifugerte med dpent lokk ved 2900 rpm/890xg i 2 min. 600 L av lysatet ble overfart til
kolonnen, og sentrifugert ved 1600 rpm/270xg i 5 min. Supernatanten ble samlet og spart for
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SDS-PAGE. Kolonnen ble vasket med 2x600 puL Wash buffer og sentrifugert ved 890xg/2900
rpm i 2 min. Supernatantene fra vaskestegene ble spart for SDS-PAGE. Kolonnen ble overfart
til et sterilt eppendorfrar. Proteinene ble eluert med 300 pL Elution buffer. Sentrifugerte ved
890xg/2900 rpm i 2 min. Tok vare pa eluaten. Deretter ble kolonnen overfgrte til et nytt sterilt
eppendorfrgr og eluerings trinnet ble gjentatt for eluering av de resterende proteinene.

Proteinene ble oppbevart ved -20 °C.

4.11 NucleoBond Xtra plasmid purification. High-copy plasmid purification; midiprep
Isolering av plasmidene Dsg 1 Intra-Flag-2, Dsg 1 ekstra-Flag-2 og CMV 7.1 tom vektor fra

E.coli.

Kitt brukt: Nucleobond xtra midi katalog nr.1109/008

Overnattskultur av bakterier ble tillaget ved a tilsette 100 ml LB m/100ug/Amp media i
erlenmeyerkolber. Erlenmeyerkolbene ble inokulert med gnskede bakterier, det vil si DH5
med plasmiden Dsg 1 intra-Flag CMV 7.1, DH5 med plasmiden Dsg 1 xtra CMV 7.1 og DH5
med plasmiden 3xFlag CMV 7.1. Selve inokuleringen foregikk ved at bakteriene ble tatt opp
ved hjelp av en liten ause og deretter ble ausen rgrt godt i hver av bakterienes

erlenmeyerkolbe. Satt pa risting ved 37 °C over natta.

Bakterie cellene ble overfart til et GSA rgr og ble sentrifugert pa Beckman coulter Rotor JLA
16,250 ved 6000 x g i 10 min ved 4 grader, deretter ble supernatanten fjernet. Bakteriepelleten
ble resuspendert med 8 ml Buffer RES+RNase A ved & pipettere cellene opp og ned i GSA
rar. Viktig a veere klumpefri! 8 ml LY'S buffer ble tilsatt til suspensjonen og blandet forsiktig
ved & snu GSA rgren opp og ned 5 ganger. Lgsningen ble inkubert ved rom temperatur (18-25
grader) i 5 min. Nuclebond Xtra column med filter ble satt i en bla stativ med et plastikk boks
under for & samle opp vaeske. Nuclebond Xtra column med filter ble ekvilibriet med 12 mli
Buffer EQU og lot vaesken renne gjennom kolonnen. Tilsatt 8 ml Buffer NEU til
suspensjonen og blandet det grumsete hvite lysatet forsiktig ved a snu rgren 10-15 ganger. For
a veere sikker pa at man har en homogen suspensjon ble rgren snudd opp og ned 3 ganger.
Deretter ble lysatet overfart direkte til kolonnen og lot det renne gjennom kolonnen.
Nucleobond xtra column filter og kolonnen ble vasket med 5 ml Buffer EQU. Fjernet filteret
og tok vare pa kolonnen. Kolonnen ble vasket med 8 ml Buffer WASH. Satt et sterilt glass rer
under kolonnespissen og eluerte plasmid DNA med 5 ml buffer ELU. Tilsatt rom tempererte
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3,5 ml isopropanol for a felle ut DNA og det ble dannet et bunnfall. Blandet ved hjelp av
vortex, og satt glass rerene i gummi rgr og balanserte rgrene ved hjelp av isopropanol far
sentrifugering. To og to glass rar ma veie likt! Beckman coulter Rotor Ja 25,50 ble brukt for
sentrifugering. Sentrifugerte ved 15000 x g i 30 min ved 4°C og deretter fjernet
supernatanten. Tilsatt 2 ml rom temperert etanol 70 % til pelleten og sentrifugerte ved 15,000
X g 15 min ved rom temperatur. Fjernet forsiktig etanolen vekk fra pelleten og lot resten av
etanol fordampe i lufta. Laste opp DNA pelleten i 100 pL TE buffer og 100 pL ddH-0 og
blandet ved a pipettere opp og ned. Overfarte de til sterilt 1,5 ml eppendorfrer og ble
oppbevart ved -20 grader.

4.12 Induksjon av FLAG taggede Dsg 1 intra og Dsg 1 ekstra proteiner uttrykk i E.coli
BL21

Optimalisering av metoden for a vite nar Flag proteinene ble indusert.

Farst ble det laget 15 ml overnattsskulturer av E.coli BL21 med ekspresjonsplasmider med
Dsg 1 intra eller Dsg 1 ekstra. Dagen etter ble 5 ml av overnattskulturen overfert til sterile
erlenmeyerkolber, to kolber med Dsg 1 intra og to med Dsg 1 ekstra, og det ble tilsatt 45 ml
NZCYM m/Amp til hver av erlenmeyerkolbene. Bakteriekultur lgsningen ble dyrket opp til
OD=0.6. Ved OD=0,6 ble det tatt ut 1 ml bakteriekultur i eppendorfrar fra hver av
erlenmeyerkolbene, som ble merket med “for indusering” og ble oppbevart pa is. Det ble
tilsatt 50 uL. 1 M IPTG til hver av erlenmeyerkolbene. Den ene kolben med Dsg 1 ekstra ble
plassert i romtemperatur mens den andre erlenmeyerkolben med Dgs 1 ekstra ble plassert ved
37 °C under svak risting. Samme ble gjort med Dsg 1 intra. Det ble tatt 1 ml prgve hver time i
5 timer. Prgvene ble oppbevart pa is. Spinnet ned bakteriepelletene i 2 min ved 13000 rpm.
Supernatenten ble fjernet og pelleten ble lgst opp med 1 ml PBST m/10 mM DTT. Sonikerte
pa is 3x10 sek. Til 15 pL av praven ble det tilsatt 2uL. 1 M DTT og pL LDS buffer. Inkuberte
i 10 min ved 70 °C og deretter ble pravene kjort pa SDS-PAGE.
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4.13 SDS PAGE: Polyacrylamide gel kjaring

Gel maskin: XCell sureLock Mini-Cell
Gel: NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 4-12 % BT 1.0

12 brgnners NUPAGE 4-12 % BT 1.0 geler er ferdigstgpte og ligger i poser. Gelene ble tatt ut
av posen, og kammen som laget brannene ble fjernet. Den hvite teipen pa gelen ble fjernet.
Brannene ble vasket med NuPAGE running buffer NEW 3 ganger. Gelene ble montert i
NuPAGE kammeret og kammeret mellom gelene ble fylt med NUPAGE running buffer NEW.
Fylte opp de ytterste kammerene med NuPAGE running buffer Used. Hver brgnn ble tilfgrt
17 uL protein prgver, mens det av ladder ble brukt 5 pL med SeaBlue Plus 2 Prestained
Standard (1x) og 10 uL med BenchMark protein ladder. Satt pa lokket og sla pa gel maskinen.
Satt pa 200 V for 1t 10 min, og strem 120 mA.

Farging av gel metode 1:

Maskin brukt: Stuart reciprocating shaker SSL2

Nar gelen var ferdig & kjere ble gelen tatt ut av plast platene. Brgnnen og den tykke enden av
gelen ble skjeert bort. Vippet gelen over i en skal m/lokk. Tilsatt Fixation solutions til den
dekker gelen. Fixation solution fikserer proteinet og hjelper med a holde fargen pa proteinen.
Satt skalen pa rist i 1 time. Deretter fixation solution fjernet, og coomassie blue solution ble
tilsatt. Denne lgsningen farger alle proteinene. Skalen ble satt pa rist i 30 min. Coomassie blue
solution ble fjernet og gelen ble vasket med fixation solution. Deretter ble destaining solution
tilsatt. Denne lgsningen avfarger alle de andre proteinene som ikke trengs. Det ble lagt et lite
stykke papir i skalen for at papiret skal kunne trekke seg all blafargen. Lot gelen sta i rom

temperatur over natten pa rist.

Farging av gel metode 2:

Maskin brukt: Stuart reciprocating shaker SSL2.
Gelen ble plassert pa en rent skal, og vasket 3x 10 min med ca.100-200 ml destillert vann.

Vannet ble fjernet, deretter ble det tilsatt 20 ml Pageblue protein staining solution til gelen og
under svak risting i 60 min. Fjernet staining solution og renset 2x med 100-200 ml destillert
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vann. Tilslutt ble gelen ble renset med 200 ml destillert vann for 5 min ved svak risting.

Deretter ble det tatt bilde av gelen.

4.14 Arbeid med eukaryote celler

Uttak av HEK 293 celler fra nitrogen-tank:

DMEM media, FBS og penicillin/streptomycin ble oppvarmet i varmeskapet (37 °C) for
minst 1 time. Til 500 ml DMEM media ble det tilsatt 50 ml FBS og deretter 5 ml
penicillin/streptomycin. Lasningen ble blandet ved & pipettere opp og ned ett par ganger. HEK
293 celler (1V, G7 box 2 HEK 293 P2, Gianina) ble tatt ut av nitrogen tanken (-170 grader) og
tint opp. Til en liten flaske ble det tilsatt 5 ml DMEM-media m/FBS/penicillin/streptomycin
og deretter 1 ml HEK 293 celler langsomt opp mot veggen til flasken. Satt inni
inkuberingskapet. Cellene ble splittet 2 dager etterpa.

Splitting av HEK 293 celler:
DMEM-media m/FBS/penicillin/streptomycin ble satt til oppvarming i minst 1 time for

prosedyren. Flasken med HEK?293 celler ble tatt ut av inkuberingskapet. Vekstmediet
(DMEM-medie m/FBS/penicillin/streptomycin) i cellen ble sugd av ved hjelp av en steril
pasteurpipette. Deretter ble cellene vasket med 10 ml PBS. PBS ble tilsatt til cellen langsomt
opp mot flaske kanten. PBS ble sugd av ved hjelp av en steril pasteurpipette, og 1 ml Trypsin
(et enzym) ble tilsatt for & lase opp cellene fra flasken. Satt lokket pa flasken og sjekket i
mikroskopet om cellene har blitt last opp fra flasken. Deretter ble det tilsatt 10 ml DMEM
media m/FBS/penicillin/streptomycin til cellene. Til et nytt medium flaske ble det tilsatt 10
ml DMEM m/FBS/penicillin/streptomycin. 1 ml av cellesuspensjonen ble tilsatt til den nye

flasken og flasken ble satt inni inkuberingskapet (37°C).

Saing av HEK 293 celler
Far utsding ble HEK 293 celler ble vasket og splittet pd vanlig mate, og deretter ble 10 pL

cellesuspensjon og 90 pL varm PBS tilsatt til en kyronrgr for telling av antall celler. Cellene
ble mélt med en celleteller, Scepter™ Handheld Automated cell counter. Det ble tatt to
malinger og deretter ble det tatt gjennomsnittet av de to malingene. ca. 1,5 millioner celler ble

sadd ut i 10 cm Nunclon surface skaler i et volum pa 8 ml.
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Transfeksjon
Dagen etter utsding ble DMEM m/FBS/penicillin/streptomycin media og optimem satt til

oppvarming i 50 min. Plasmid DNA brukt i transfeksjon: CMV 7.1, Dsg 1 intra-CMV7.1 og
Dsg 1 ekstra-CMV7.1 som ble isolert fra E.coli.

Tillaging av Optimem/metafectene medie til 3 skaler:

For transfeksjon ma metafectene blandes i optimem. Man beregner 2,5 pL metafectene/ug
DNA. Til hver skal trengs det 8 pg DNA og 300 pL optimem. Dermed for tre skaler trengs
det 900uL optimem og 60 pL metafctene. Optimem og metafectene ble blandet i en 15 ml

falcon rar.

Tillaging av DNA fortynning med optimem:

DNA som skal brukes i transfeksjon fortynnes i optimem til gnsket konsentrasjon.
Siden det skal veere 8 pg DNA i hver skal sa ble mengde DNA beregnet ut ifra
konsentrasjonen til CMV 7.1, Dsg 1 ekstra-CMV7.1 og Dsg 1 intra-CMV7.1 plasmid DNA.

Volum av de ulike komponentene er oppgitt i tabell 10.

Tabell 10: Tillaging av DNA fortynning med optimem.

1.CMV 7.1 696,5 11,5 300
2. Dsgl ekstra- 350,5 22,8 300
CMV7.1
3. Dsg 1 intra- 172 46,5 300
CMV7.1

DNA fortynninger nr. 1-3 med optimem ble tillaget i henhold til tabell 10 og ble tilsatt til hver
sitt eppendorfrar merket med 1, 2 og 3. Deretter ble 300 pL Optimem/metafectene lgsning
tilsatt til 3 nye eppendorfrer merket med 1,2 og 3. Sa ble 300 uL av DNA fortynning
m/optimem ror 1 tilsatt til eppendorfrer 1 med optimem/metafectene lgsning. 300 uL av DNA
fortynning m/optimem rar 2 til ble tilsatt til eppendorfrar 2 med optimem/metafectene lgsning

0sv... Rerene ble inkubert for ca.15-20 min i romtemperatur.
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Tilsetting av DNA lgsning til cellene:
Mediet ble fjernet fra Nunclon surface skalen med HEK293 celler, deretter ble det tilsatt 4,5

ml varm DMEM media m/FBS/penicillin/streptomycin. Tilsatt 600 pL av hvert
DNA/optimem/metafectene blanding til hver sin 10 cm skal. Alle skalene ble inkubert

overnatt i inkubatorskap. I lgpet av natta vil cellene ta opp DNAet.

Hgsting av cellelysat

Dagen etter transfeksjon ble DMEM media m/FBS/penicillin/streptomycin fra skalen sugd av
og cellene ble vasket 2x med 7 ml varm PBS for & fa bort serum og resten av mediene.
Deretter ble det tilsatt 1000 pL lysisbuffer til cellene og en celleskraper ble brukt for a fa med
alle cellene i supernatanten. Supernatanten ble overfart til eppendorfer pa is. Spant ned rarene
ved 13000 rpm ved 4 °C i 10 min for & fjerne celledebris. Overfegrte supernatanten til nye
eppendorfer. Supernatanten inneholder intracellulere proteiner. 30 pL av supernatanten ble
overfart til nye eppendorfrar som en input kontroll. Til dette ble det tilsatt 2 uL DTT og 8 puL
LDS sample buffer. Prgvene ble inkubert ved 70 °C i 10 min og senere Kjart pa gel og deretter

western blot. Resten av lysatet ble brukt i co-immunopresipitering (se seksjon 4.15.2).

4.15 Co-immunopresipitering

Co-immunopresipitering (co-IP) er en metode for a undersgke protein-protein interaksjon,
hvis antistoffet mot proteiner av interesse er tilgjengelig. For a utfare co-IP sa ma farst
antistoffet mot et malprotein veere koblet til sepharose-kuler gjennom protein A eller G,
deretter vil da komplekser som inneholder malproteinet bli immunopresipitert med antistoff
koblet sepharose kuler ved sentrifugering. Protein komponenter i kompleksene blir visualisert
med Western blotting ved & bruke antistoffer som er spesifikke for de forskjellige
komponentene. Man kan gjare metode ved bruk av rensende proteiner, for & se om de kan
interagere i et testrar, eller man kan bruke det til & sjekke om proteiner interagerer i cellelysat
[53].
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4.15.1 Co-immunopresipitering metode 1
Prinsippet gar ut pa a isolere Flag-proteiner, som igjen skulle bli brukt som agn for a trekke
ned tilsatt protein i testreor.

Tillaging av Flag-Resin:

Resinet ble resuspendert ved a riste forsiktig. Den ma vare helt uniform. Ca. 250 uL resin ble
overfart til eppendorfrar. Resinet ble vasket 3 ganger med & tilfgre 1 ml 0.1M Glycin-HCI pH
3.5. Eppendorfraren ble sentrifugert ved hjelp av en bordsentrifuge, og deretter ble
supernatanten kastet. Sa ble resinet vasket 5 ganger med TBS, og til slutt ble det laget en 50

% Flag resin ved a tilsette 1:1 forhold av Resin og TBS.

Bakterie pellet med Dsg 1 ekstra-Flag-2 proteiner fra et 50 ml rgr ble resuspendert i 1 ml
lysisbuffer. Sonikerte 3-5x 10 sek pa is, og spant ned celledebris ved 13000 rpm i 10 minutter.
Supernatanten som inneholder Flag proteiner ble fordelt til fire nye eppendorfrar merket:

a. No protein

b. Gst

c. GST-SdrD

d. His-SdrD

Det ble tilsatt 50 pL 50 % Flag-resin (25 uL resin- som vil binde minst 25 ug protein).
Inkuberte videre i minst 1 time ved romtemperatur pa rotator (lykkehjul). Spant ned resin ved
1000 g i 5 min og supernatenten ble fjernet forsiktig. Resinet ble vasket 3 ganger ved 4 tilsette
1 ml lysisbuffer, spant ned resin/flag-proteiner med en bordsentrifuge og deretter fjernet
supernatant. Tilsatt 400 pL lysisbuffer til alle fire rar. Tilsatt sa 1 pg protein i henhold til
merking pa rer (dvs. no protein, GST, GST-SdrD eller His-SdrD) og inkuberte ved
romtemperatur i 30 min pa lykkehjul. Spant ned Flag-resin og deretter vasket 3 ganger med 1
ml lysisbuffer. Tilsatt 20 pL loading buffer til de fire rgrene (pr prgve sa bestar denne loading
bufferen av: 15 pL LDS buffer + 2 uL 1M DTT + 3 pL ddH-0). Inkuberte prgvene ved 70 °C
i 10 minutter. Senere ble praven kjart pa SDS-PAGE og deretter ble det kjgrt western blott.
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4.15.2 Co-immunopresipitering metode 2
Prinsippet gar ut pa & bruke renset protein som agn til a trekke ned mulig interaksjonspartnere
som er uttrykt i eukaryote celler.

Tillaging av 50 % sepharose glutathione kuler
Ca. 450 pL sepharose glutathione kuler ble overfart til eppendorfrar og vasket 3 ganger med

litt lysis buffer, og kulene ble spant ned og lysisbuffer ble fjernet mellom hver vask. De
vaskede sepharose kulene blandes i 1:1 forhold med lysisbuffer slik at det blir en 50 %

sepharose kule lgsning.

Til resten av cellelysatet med DNA fra seksjon 4.14 (CMV7.1, Dsg 1 ekstra-CMV7.1 eller
Dsg 1 intra-CMV7.1) ble det tilsatt 60 puL 50 % sepharose kuler. Cellelysatet ble inkubert i
30-60 min pa lykkehijul ved 4 °C. Kulene ble spant ned, og supernatanten ble overtfart til nye
eppendorfrar (dvs. proteiner som ikke bandt uspesifikt til sepharose kuler er na i supernatant).
Det ble tilsatt 10 pg His-SdrD til supernatanten. Supernatanten ble inkubert pa lykkehjul i en
time, 4°C. Na far His-SdrD mulighet til & binde seg til Dsgl ekstra eller Dsgl intra i
cellelysatet. Deretter ble Anti-FLAG antistoff (1 pL anti-Flag antistoff til 250 pL supernatant)
tilsatt til supernatanten. Inkubert pa lykkehjul i en time, 4°C. Deretter ble det tilsatt 80 puL 50
% sepharose kuler til supernatanten og inkubert pa lykkehjul i en time, 4°C. Sepharose kulene
ble vasket 3 x 1 ml i lysisbuffer, og deretter 2 x 1 ml i 50 mM Tris-HCI pH 8.0. Bufferen ble
fjernet. Til sepharose kulene ble 20 pL loading buffer (10 pL LDS sample buffer, 2 uL 1 M
DTT, 8 uL H20). Inkubert ved 70°C i 10 minutter. Prgvene ble kjert pa SDS-PAGE og

deretter pa western blot.

4.15.3 Co-immunopresipitering metode 3

Co-IP metode 3 er resiprok presipitering det vil si vi forsgker trekke ned proteinene «begge
veier»; enten med a trekke ned SdrD og se om Flag-proteinene co-presipiterer, eller vi trekker

ned Flag-proteinene og ser om SdrD presipiterer.

Sepharose glutathione kuler ble vasket 3 ganger i lysisbuffer fer en 50 % sepharose kule

lgsning ble laget i lysisbuffer (se seksjon 4.15.2). Til cellelysatet med DNA fra seksjon 4.14
(CMV7.1, Dsg 1 ekstra-CMV7.1 eller Dsg 1 intra-CMV7.1) ble det tilsatt 1puL Phospho-NF-
kappaB p65 (for a fjerne uspesifikke bindinger til antistoffene, anti-SdrD og anti-Flag) og 10
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tg His-SdrD. Inkuberte pa lykkehjul i en time ved 4°C. Tilsatte 60 pL 50 % sepharose kuler
og inkuberte pa lykkehijul i en time ved 4°C. Spant ned sepharose kulene (30-60 sekunder med
bordsentrifuge), og overfarte supernatanten til nye eppendorfrer. Tilsatt Anti-SdrD (1:250) til
rer 1-3 og anti-Flag til rer 4-6. Inkuberte pa lykkehjul i en time ved 4°C. Tilsatte 80 pL 50 %
sepharose kuler og inkuberte pa lykkehjul i en time ved 4 °C. Sepharose kulene ble vasket 3 x
1 ml i lysisbuffer og deretter 2 x 1 ml i 50 mM Tris-HCI pH 8.0. All bufferen ble fjernet. Til
sepharose kulene ble 20 pL loading buffer (10 uL LDS sample buffer, 2 uL. 1 M DTT, 8 uL
H20) tilsatt. Inkuberte ved 70°C i 10 minutter far Western blot ble kjart.

4.16 Western Blott

Antistoffer bindes til spesifikke sekvenser av aminosyrer. Fordi aminosyresekvensen er
forskjellig fra protein til protein, kan antistoffet gjenkjenne spesifikke proteiner blant en
gruppe av mange. Derfor kan en enkelt protein bli identifisert i et cellelysat som inneholder
tusenvis av forskjellige proteiner og de kan bli kvantifisert ved western blot analyse. Farst
blir proteinene skilt fra hverandre basert pa deres starrelse. Deretter brukes antistoffene til &
pavise proteinet av interesse. Til slutt blir et substrat som reagerer med et enzym anvendt for &

vise antistoff/proteinkomplekset [54].

Det ble kjart en SDS-PAGE av gnskede protein prever. 5 blotting pads ble dyppet ned i
blotting buffer for ca. 5 minutter. Deretter ble membranen vasket 3 sekunder i metanol, 10
sekunder i destillert vann og 5 minutter i blottingbuffer. Nar gelen ble ferdig sa ble
gelkassetten apnet. Dyppet whatman filterpapir i blotting buffer og deretter ble den plassert
over gelen og holdt gelen fuktig uten luftbobler. Brannene og den tykkeste delen av gelen ble
skjert bort. Farst ble to pads som var dyppet i blottingbuffer plassert i holderen, sa ble gelen
plassert med filterpapir siden ned over padsen. Sa ble membranen plassert over gelen og
deretter et filterpapir, og til slutt ble det plassert tre blotting pads over og satt pa lokket.
Holderen ble satt i en gelkjgring modul med blotting buffer i det indre kammeret, og kaldt
destillert vann i ytre kammeret. Gelen ble kjert i 1 time pa 30 V. Etter blotting sa ble
membranen tatt ut av holderen og ble blokket med 20 ml blokking buffer ved romtemperatur,
i en passende skal med langsom risting. Deretter ble membranen plassert i et 50 ml falcon rar
med 3 ml blokking buffer. Sa ble primaer antistoff tilsatt og lot falcon rgren sta ved 4 °C pa

lykkehjul over natten. Dagen etterpa ble primeert antistoff fjernet. Vasket membranen tre
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ganger med ca.10-12 ml PBST (0,1 % Tween) i 4 minutter pa lykkehjul ved romtemperatur.
Deretter ble det tilsatt 3 ml blokking buffer og sekundzrt antistoff og lot det sta pa lykkehjul i
1 time ved romtemperatur. Deretter ble membranen vasket 2x5 min ved romtemperatur med
12 ml PBST (0,1 % Tween) pa lykkehjul. Deretter ble membranen vasket 2x5 min med 12 ml
vaskebuffer pa lykkehjul ved romtemperatur. Vaskebuffer ble fjernet og membranen ble
plassert i en skal med 1,5 ml luminol A og 1,5 ml luminol B og ristet manuelt for 1 min.
Tilslutt ble membranen plassert i en passende brgdpose og analysert pa LumiAnalyst maskin.
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5. Resultat

Preliminere studier indikerte at S.aureus proteinet SdrDa kan binde til humant desmoglein 1
(HMI, upublisert). For & bekrefte/avkrefte dette, skulle prokaryot ekspresjonskonstrukter lages

(seksjon 5.1), proteiner skulle renses (seksjon 5.2) og interaksjonsstudier gjares (seksjon 5.3).

5.1 Kloning av Dsg 1 inni prokaryot Flag-tagget ekspresjonsvektor

5.1.1 Isolering av plasmid DNA fra E.coli og konsentrasjonsmaling

pT7-Flag-2 (CMV7.1 vektor) og Dsg 1-pcDNA 3 (som inneholdt full lengde Dsg 1) ble
isolert fra E.coli DH5 bakteriekultur og deretter ble DNA konsentrasjon malt ved NanoDrop
Spektrometer. Det ble isolert totalt tre eppendorfrgr med pT7-Flag-2 vektor og tre
eppendorfrer med Dsg 1-pcDNA 3. Konsentrasjon pa pT7-Flag-2 vektoren var 748 ng/uL,
637 ng/uL og 501 ng/uL. Konsentrasjonen pa Dsg1-pcDNA3 var 51 ng/uL, 47 ng/uL og 49
ng/pL. Det isolerte Dsg 1-pcDNA 3 ble brukt som templat for amplifisering ved PCR, og
pT7-Flag-2 vektoren ble brukt for & klone inn Dsg 1 intracelluler og ekstracellulzr del.

5.1.2 Amplifisering av Dsg 1 genet ved PCR

For a klone Dsg 1 ekstracellular og intracelluleer del i pT7-Flag-2 tagget ekspresjonsvektor,
ble Dsg 1-pcDNA3 brukt som templat for a amplifisere fragmentene ved hjelp av PCR.
Resultatet av PCR ble evaluert ved hjelp av agarose gel elektroforese. Starrelsen pa Dsg 1
intra er 1440 bp og Dsg 1 ekstra er 1448 bp. Av figur 5 ser vi bade Dsg 1 intra (averst i figur
5) og Dsg 1 ekstra (nederst i figur 5) ble amplifisert for vi fikk et band ved 1448 bp for Dsg 1
ekstra og et band ved 1440 bp for Dsg 1 intra. Figuren viser ogsa at prgvene i brgnn 2 og 3
(nederst i figur 5) ikke har noe DNA insert (Dsg 1 ekstra). PCR produkt for Dsg 1 intra og
Dsg 1 ekstra ble kuttet med restriksjonsenzymene Kpnl og Hindlll, kjgrt pa agarose gel og

deretter renset til renhet i henhold til metode 4.4.
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e et I Do 1 intra (1440 bp)

Sl Dso 1 ekstra (1448 bp)

Figur 5. Agarose gel av PCR produktene Dsg 1 intra og Dsg 1 ekstra.

@verste del; Brgnn 1: Kb+ DNA ladder ble brukt for a estimere molekylvekten til DNA
fragmentene, brgnn 2-8: PCR produkt av Dsg 1 intracelluleaer, Brgnn 10: negativ kontroll.
Nederste del; Brgnn 1: Kb+ DNA ladder, Brgnn 2-6: PCR praver av Dsg 1 ekstracelluler,

brgnn 8: negativ kontroll.

5.1.3 Restriksjonsenzym kutting av pT7-Flag-2-vektor

Vektoren pT7-Flag-2 som de ulike Dsg 1-fragmentene skulle klones i, ble kuttet med samme
restriksjonsenzymer, Kpnl og Hindlll, og analysert ved hjelp av agarose gel elektroforese (se
figur 6). Som kontroll pa enzymene, ble pT7-Flag-2 vektoren ogsa kuttet med hvert enkelt

enzym. Ukuttet pT7-Flag-2 ble ogsa inkludert.
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Figur 6. Agarose gel over resultat av restriksjonsenzymkutting av pT7-Flag-2 vektor.

Brenn 1: Kb+DNA ladder ble brukt for & estimere molekylvekten til pT7-Flag-2, Brann 3:
pT7-FLAG-2-vektor kuttet med begge enzym, Brgnn 5: pT7-FLAG-2 tester enzym (Kpnl),
Bronn 6: pT7-FLAG-2-tester enzym (Hindlll), Brenn 7: pT7-FLAG-2-ikke tilsatt enzym
Starrelsen pa pT7-Flag-2 vektoren er 4700 bp. Ser av figur 6 at pT7-Flag-2 vektoren er kuttet
med begge enzymene for vi fikk et band ved 4700 bp. Og man ser at begge enzymene
fungerer bra for hvis ikke ville bandet i prave 3,5 og 6 vaere som bandet i preve 7. pT7-Flag-2
vektoren ble renset til renhet i henhold til metode beskrevet i seksjon 4.4 og konsentrasjonen

ble malt ved NanoDrop spektrometer. Konsentrasjonen var pa 29 ng/uL.

5.1.4 Ligering og transformering

For & klone Dsg 1 intracelluleer og Dsg 1 ekstracellulzr inn i pT7-Flag-2 vektor, ble det satt
opp ligeringer med ulikt insert/vektor forhold. Alle ligeringer ble transformert inni
kompetente E.coli celler-DH5. Bakterier som har tatt opp plasmid vil veere resistent mot
Ampicillin og kunne vokse pa plater som er tilsatt dette antibiotikum. Resultatet av

transformasjonen er vist i figur 7 og tabell 11.
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Figur 7: Bilde over kolonier etter transformasjon av Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1
ekstra-pT7-Flag-2 inni E.coli celler

Bilde A: 0,5 pL Dsg 1 intra, bilde B: 2,5 pL Dsg 1 intra, bilde C: 5 uL Dsg 1 intra, bilde D:
kontroll prgve med bare 0,5 puL pT7-Flag-2 vektor. Bilde E: 0,5 pL Dsg 1 ekstra, bilde F: 2,5
ML Dsg 1 ekstra, bilde G: 5 pL Dsg 1 ekstra.

LB m/100ug/Amp agarplater ble brukt til & plate ut Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-
pT7-Flag-2 som ble transformert inni E.coli celler. Plasmidene Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og
Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 har en ampicillin resistent gen, og genet som gir ampicillin resistent
koder for beta-lactamase, som er et enzym som bryter ned ampicillin. Sa hvis E.coli cellene
har klart & ta opp Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 sa vil de kunne vokse
opp pa LB m/100ug/Amp plater ved at beta-lactamase bryter ned ampicillin. Av figur 7 og
tabell 11 kan man se at det var bra vekst i alle platene, noe som tyder pa at E.coli cellene har
klart & ta opp plasmid DNAet. Figur 7 D viser kolonier av bakterier transformert med 0,5 pL
pT7-Flag-2 vektor, det vil si uten noen insert. Dette skal vare en kontroll og viser niva pa
antall kolonier med bare tom vektor man har i oppsettet. Det ble ogsa tatt en negativ kontroll
med bare kompetente E.coli celler og det var ingen bakterievekst i negativ kontrollen (figur
ikke vist). Sa tallene i tabell 11 viser at man kan fa nesten ti ganger flere transformanter
dersom bakteriene ble tilbudt ligeringsmiks som inneholder béde vektor og insert. Dette

indikerer positive kloner.
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Tabell 11: Antall bakterie kolonier pa de ulike agarplatene etter transformering i E.coli

med Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2

A)Dsg lintranr. 1

0,5uL Dsgl intra

1690

B) Dsg 1 intranr. 2 2,5 uL Dsg 1 intra 1780
C) Dsg 1 intranr.3 5uL Dsg 1intra 1735
D) vektor kontroll nr.4 0,5 puL pT7-Flag-2 142

E) Dsg 1 ekstra nr.5 0,5 puL Dsg 1 ekstra 1730
F) Dsg 1 ekstra nr.6 2,5 UL Dsg 1 ekstra 1790
G) Dsg 1 ekstra nr.7 5uL Dsg 1 ekstra 1835

5.1.5 Testing av mulige positive kloner av Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-

Flag-2

Plasmidene, Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2, fra mulige positive kloner

ble isolert og kuttet med Kpnl og Hindlll, og DNA fragmentene ble separert ved agarose gel

elektroforese, og resultatet er vist pa figur 8 A og B.
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Dsg 1 intra kloner Dsg 1 eksira kloner

HHMHWUW -

pT7-Flag-2 (4700 bp)

Dsg 1 intra (1440 bp)

|
{ | | Dsg 1 ekstra (1448 bp)

Figur 8 A: Agarose gel av mulige positive kloner av Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1
ekstra-pT7-Flag-2 kuttet med restriksjonsenzymer Kpnl og HindlIl.

Mulige positive kloner av Dsg 1 intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 kuttet med
restriksjonsenzymene Kpnl og Hindlll, og de ulike fragmentene ble separert ved hjelp av
agarose gel elektroforese.

Bronn 1: Kb+ DNA ladder, brgnn 2: Dsg 1 intra klon 1, brgnn 3: Dsg 1 intra klon 2, brgnn
Dsg 1 intra klon 3, brenn 5: Dsg 1 intra klon 4, brgnn 6: Dsg 1 intra klon 5, brgnn 7: Dsg 1
intra klon 6, brenn 9: Dsg 1 ekstra klon 1, brgnn 10: Dsg 1 ekstra klon 2, brgnn 11: Dsg 1

ekstra klon 3.

4.
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Dsg 1 ekstra kloner

H - u <= pT7-Flag-2 (4700 bp)
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Figur 8 B: Agarose gel av mulige positive kloner av Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 kuttet med
restriksjonsenzymer Kpnl og Hindl 1.

Mulige positive kloner av Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2 kuttet med restriksjonsenzymene Kpnl og
Hindlll, og de ulike fragmentene ble separert ved hjelp av agarose gel elektroforese.

Brgnn 1: Kb+ DNA ladder, brgnn 2: Dsg 1 ekstra klon 4, brgnn 3: Dsg 1 ekstra klon 5, brgnn
4: Dsg 1 ekstra klon 6

Selv om figurene 8 A og B ikke er sa tydelig sa ligger pT7-Flag-2 vektoren der den skal ligge,
altsa ved 4700 basepar, Dsg 1 intra ved 1440 basepar og ekstra ved 1448 basepar. Men det ser
ut som intra klon 3 ikke har noe insert (Dsg 1 intra) siden den ligger litt ovenfor de andre
prgvene. Dsg 1 intra klon 1,2 og 4, og Dsg 1 ekstra klon 1, 2 og 3 ble ansatt som mulige
positive kloner, og ble derfor sekvensert ved bruk av en rekke ulike primere. Sekvensene ble
BLASTet mot de opprinnelige sekvensene for Dsg 1 intra og ekstra. Da viste det seg som om
Dsg 1 intra og ekstra ble funnet i vektor. Men da sekvensene alene ble BLASTet uten bruk av
de opprinnelige sekvensene, ble det ikke funnet noe Dsg 1 intra eller ekstra. Istedenfor viste
det alltid en feil vektor som egentlig ikke skulle ha veert der. Dessverre viste det seg at noe
hadde skjedd med vektoren, og konstruktene matte forkastes. Videre i oppgaven ble Dsg 1
intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 intra-pT7-Flag-2, laget av forskningsgruppa for Vert og mikrobe
ved UiT, brukt.
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5.2 Proteinene ble indusert og/eller renset til renhet

For & analysere mulige interaksjoner mellom Serine-aspartat repeat protein D (SdrD) og
desmoglein 1 intracellulzer eller ekstracelluleer (Dsg 1 intra og Dsg 1 ekstra) sa trengtes det a
isolere en rekke proteiner med ulike tag. Disse er beskrevet i de falgende seksjonene.

5.2.1 Rensing av GST protein
Protein ekspresjon av GST og GST-SdrD i E.coli BL 21 celler var indusert ndr ODeoo nadde

0,6. Proteinene ble renset ved a binde til sepharose glutathione kuler, og praver av de rensede
proteinene ble kjart pa en SDS-PAGE, og deretter farget med coomassie blue for a visualisere

innholdet og renheten av de eluerte proteinene.

Elul En2 Ehl Elu2 Beads Beads

Seablue GST-SdD GST GST-SdD_GST

GST-SdrD (104 kDa)

dmmm GST (26 kDa)

Figur 9: Rensede GST proteiner ble evaluert ved hjelp av SDS-PAGE.

Proteiner ble separert pa SDS-PAGE og farget med coomassie blue. SeaBlue ble brukt som
protein ladder. Elu 1 og Elu 2 representerer fgrste og andre eluering av GST og GST-SdrD
proteiner. Beads representerer rester av GST og GST-SdrD proteinene pa sepharose kulene.

Figur 9 viser at GST ved 26 kDa var eluert fra sepharose glutathione kulene i begge eluering,
men det er fortsatt mye GST protein igjen i kulene. GST-SdrD ved 104 kDa var indusert og
eluert med den hgyeste mengde proteiner i eluering 1.
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5.2.2 Rensing av His-SdrD proteiner
Protein ekspresjon av His-SdrD i E.coli BL 21 celler var indusert nar ODsoo nadde 0,6. His-

SdrD proteiner ble renset under native betingelser fra E.coli lysater (se metode 4.10.3). Praver
av de rensede proteinene ble kjgrt pa SDS-PAGE og farget med coomassie blue for a

visualisere innholdet og renheten av de eluerte proteinene.

Sea blue His SdrD ES EL LV
Marker Elul Elu2

I <& 111

O W  His saD (79 kDa)

Figur 10: Rensede His-SdrD proteiner ble evaluert ved hjelp av SDS-PAGE.

SeaBlue ble brukt som protein ladder, His-SdrD elu 1 og elu 2 star for farste og andre
eluering, E. S star for prove tatt etter sonikering, E. L star for prgve tatt etter lysering med
lysisbuffer, E. V star for prave tatt etter vasking med vaskebuffer.

Figur 10 viser at His-SdrD proteinet ved 79 kDa var eluert i begge elueringene, men forste
eluering inneholder mer protein enn andre eluering. Figuren viser ogsa at det eluerte His-SdrD
proteinet er ganske ren siden det ikke inneholder sd mye andre proteiner. Man ser ogsa at det
ligger igjen mye His-SdrD proteiner etter sonikering og etter lysering, men lite protein igjen i
supernatanten etter vask. Prgvene tatt etter sonikering og etter lysering er ikke sa rene siden

det inneholder mye andre proteiner.
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5.2.3 Optimalisering for indusering av Flag taggede Dsg 1 ekstra og intra proteiner fra
E.coli

E.coli BL 21 celler ble transformert med de nylagede prokaryote ekspresjonsvektorene Dsg 1
intra-pT7-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-pT7-Flag-2. Dagen etter ble LB media m/100 pg/ml/Amp
inokulert med plasmidene transformert i BL 21. Og deretter ble 10 % av overnattskulturen
brukt til & inokulere i NZCYM m/100pug/ml/Amp inntil ODgoo nadde 0,6. Deretter ble protein
uttrykk i bakteriene indusert ved tilsetning av 1M IPTG. Bakteriekultur ble overfart til to
erlenmeyerkolber. En erlenmeyerkolbe med bakteriekultur ble dyrket ved 37 °C og den andre
i romtemperatur. Prgver ble tatt far induksjon og hver time etter induksjon i inntil 5 timer.
Prgver av de lyserte bakteriepelletene fra alle tidspunkt og temperatur ble kjgrt pa SDS-PAGE
og farget med PageBlue Protein farge lgsning i henhold til metode 4.13. Figur 11 A og B viser
resultatet av optimaliseringen for henholdsvis Dsg 1 ekstra-Flag og Dsg 1 intra-Flag.

Dsgl extra FLAG ved 37 °C Dsg 1 ekstra FLAG ved rom temp.
| |
SeaBlue | | 1‘ |
Plus2 F.I 1t 2t 3t 4t 5t 1t 2t 3t 4t St
kKDa
92
62
49 Sterkest band
for Dsg 1
38 ekstra Flag ved
59 kDa mellom
4o0g5tved
28 37°C

Figur 11 A: SDS-PAGE som viser optimalisering for Flag taggede Dsg 1 ekstra protein.
Prgvene ble tatt hver time i fem timer ved 37 °C og romtemperatur, deretter evaluert ved
hjelp av SDS-PAGE og farget med PageBlue Protein farge lgsning. SeaBlue ble brukt som
protein ladder. F.I= prgve tatt for indusering, 1t= prgve tatt 1 t etter indusering, 2t=prgve
tatt 2 t etter indusering osv..
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Dsgl intra FLAG ved 37 °C Dsg 1 intra FLAG ved rom temp.
| )

f \

SeaBlue | '. | 1
Plus2 FI 1t 2t 3t 4t 5 1t 2t 3t 4t 5t

Figur 11 B: SDS-PAGE som viser optimalisering for Flag taggede Dsg 1 intra protein.
Pragvene ble tatt hver time i fem timer ved 37 °C og romtemperatur, deretter evaluert ved
hjelp av SDS-PAGE og farget med PageBlue Protein farge lgsning. SeaBlue ble brukt som
protein ladder. F.I= prave tatt for indusering, 1t= prgve tatt 1 t etter indusering, 2t=prgve
tatt 2 t etter indusering osv.

Starrelsen pa Dsg 1 ekstra-Flag-2 proteiner er 59 kDa og Dsg 1 intra-Flag-2 er 50 kDa, og
Flag taggen har 8 aminosyrer. Figur 11 A viser indusering av Dsg 1 ekstra-Flag-2 proteiner.
Siden starrelsen pa Flag taggen ikke er sa stor sa antas det at det vil vise et band ved 59 kDa
hvis man har klart & indusere proteinet. | praven tatt far indusering (37 °C) sa finnes det ikke
noe Dsg 1 ekstra-Flag-2 proteiner og det skal heller ikke vaere noe band pa gelen ved 59 kDa.
Og dette ser man tydelig pa figur 11 A. Og pa de neste prgvene, altsa prgve 1t til 5t sa ser man
et band ved omtrent 59 kDa, og dette vil si at man har klart & indusere uttrykk av Dsg 1
ekstra-Flag-2 proteiner. Ved fjerde og femte time er bandet sterkest og er den beste tiden for
indusering. Pa pravene tatt ved romtemperatur sa ser man ikke sa sterke band ved 59 kDa og
dermed kan man konkludere med at den beste temperaturen for tiden for indusering av Dsg 1

ekstra Flag taggede proteiner er ved 37 °C i 5 timer.
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Figur 11 B viser indusering av Dsg 1 intra-Flag-2 proteiner. Dsg 1 intra skal veere 50 kDa og
pa bilde er det vanskelig & se om man har klart & indusere Dsg 1 intra-Flag-2 for det er nesten
like band pa alle pravene, til og med i praven far indusering som ikke skal inneholde Dsg 1

intra-Flag-2 proteiner.

5.3 Interaksjonsstudier av Dsg 1 og SdrD-proteinet

Interaksjonsstudier ble gjort med ulike rensede proteiner som agn.

5.3.1 Co-immunopresipitering ved bruk av rensede proteiner og bakterielt cellelysat
hvor Dsg 1 ekstra var uttrykt
Etter optimalisering av metoden for indusering av Flag taggede Dsg 1 ekstra proteiner, ble det

funnet ut at optimal induksjon av Dsg 1 ekstra-Flag-2 finner sted etter 5 timer ved 37 °C.
Bakterier ble dyrket opp og Dsg 1 ekstra-Flag-2 ble indusert i henhold til det. Bakterie
cellelysat ble enten uberart eller tilfert GST, GST-SdrD eller His-SdrD. Antistoff mot Flag,
som da vil gjenkjenne Flag taggede Dsg 1 ekstra, ble tilsatt til bakterie cellelysat og
immunopresipitere Dsg 1 ekstra-Flag-2.

Ved Co-immunopresipitering in vitro (figur 12) skal det ses om Dsg 1 ekstra-Flag-2 har klart
a trekke med seg His-SdrD og om det spesifikt binder seg til His-SdrD eller om det binder til
andre proteiner som f.eks. GST. Bakterielysat uten tilfgrsel av rensede proteiner ble inkludert
som kontroll (NP i figur 12). Antistoffet mot SdrD ble brukt for & detektere His-SdrD og
GST-SdrD. Deretter ble membranen strippet og testet med Anti-Flag antistoffet for &
detektere Dsg 1 ekstra-Flag-2. Membranen ble strippet igjen og testet med GST antistoff for a
detektere GST. Figur 12 (midterste del) viser at Dsg 1 ekstra-Flag-2 finnes i alle prgvene for
man ser et band ved 59 kDa i alle prgvene. Dette bekrefter at anti-Flag har trukket ned Dsg 1
ekstra-Flag-2. Man ser ogsa et band ved 80 kDa og 104 kDa som tyder pé at Dsg 1 ekstra-
Flag-2 har klart a trekke meg seg His-SdrD og GST-SdrD (gverste del av figur 12). Men sa
finnes det ogsa et band ved ca. 26 kDa og det tyder pa at Dsg 1 ekstra-Flag har pa en eller
annen mate klart  trekke meg seg GST og dermed binder seg uspesifikt (nederste del av figur
12).
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NP G5T GST- His-
SdrD SdrD

GST-5drD og His-5drD
104 kDa — Antistoffbrukt: Anti-SdrD
79 kDa —

Dsg 1 ekstra-Flag-2
59 kDa u “ u Antistoff brukt: Anti-Flag

GST
26 kD . .
4 . Antistoffbrukt: Anti-GST

Figur 12: Co-immunopresipitering der Dsg 1 ekstra-Flag-2 trekker ned proteiner tilsatt i
test rar.

Resultat av Co-immunopresipiteringen ble evaluert av western blott ved bruk av antistoff mot
SdrD (gverste del), antistoff mot Flag (midterste del) og antistoff mot GST (nederste del).
Magic marker ble brukt som protein ladder for a estimere starrelsen pa de ulike proteinene.
Tilsatt protein er indikert ovenfor blottene. NP er bakterielysat hvor det ikke ble tilfert renset
protein. De andre bakterielysatene er tilfert indikert protein.

5.3.2 Co-immunopresipitering ved bruk av His-SdrD og eukaryot cellelysat transfektert
med CMV?7.1 vektor, Dsg 1 ekstra-CMV7.1 og Dsg 1 intra-CMV?7.1

Det ble ogsa gjort et interaksjonsstudium der His-SdrD ble brukt som agn for a trekke ned
Dsg 1 ekstra og Dsg 1 intra som var uttrykt i HEK293 celler. Celler transfektert med tom

vektor ble brukt som negativ kontroll i forsgkene.
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Figur 13: Resultat av co-immunopresipitering fra cellelysat metode 1.

Resultatet ble analysert pa westernblott, og anti-SdrD antistoffet ble brukt for & detektere
SdrD proteinet. Brgnn 1: Magic marker ble brukt som protein ladder, brgnn 3: input kontroll
tom vektor transfekterte celler, brgnn 4= input kontroll Dsgl ekstra transfekterte celler,
bragnn 5=input kontroll Dsgl intra transfekterte celler, brgnn 7=colP tom vektor transfekterte
celler + sdrD, brgnn 8=colP Dsgl ekstra transfekterte celler + sdrD, brgnn 9=colP Dsgl
intra transfekterte eller + SdrD

Interaksjonen mellom SdrD og Dsg 1 ekstra og/eller Dsg 1 intra ble testet ved 4 tilsette His-
SdrD til eukaryote cellelysat som var transfektert med tom vektor (CMV7.1) eller vektor som
koder for Dsg 1 ekstra (Dsg 1 ekstra-CMV7.1) eller Dsg 1 intra (Dsg 1 intra-CMV7.1). Dsg
ble immunopresipitert ved bruk av Flag antistoff, og western blot ble kjgrt med antistoff mot
SdrD. Input kontroll ble tatt med for & se protein-uttrykket i cellene far presipitering. Figur 13
viser nesten ikke bandene for input kontrollene. Grunnen til det kan vere at input kontroll
praven er veldig fortynnet, det var 1:1000 forhold (se metode 4.14; hgsting av cellelysat).
Dersom SdrD binder seg til Dsg 1 intra eller ekstra sa vil det komme til uttrykk i form av et
band ved 79 kDa. Figur 13 viser et band ved ca. 79 kDa for bade Dsg 1 intra og ekstra. Men

det viser ogsa et band ved 79 kDa for tom vektor, dette tyder pa uspesifisitet i metoden.
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Forsgket ble gjentatt flere ganger med samme resultat. Det ble ogsa gjort en resiprok
presipitering der det ble forsgkt a trekke ned «begge veier»; enten med a trekke ned SdrD og
se om Flag-proteinene co-presipiterer, eller ved a trekke ned Flag-proteinene og ser om SdrD
presipiterer. Men resultatet var det samme som far (figur ikke vist). Det ble ogsa prgvd a

belegge sepharose kulene med 3 % BSA, men resultatet var det samme (figur ikke vist).
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6. Diskusjon

S.aureus er en potensielt farlig patogen som kan gi mange livstruende sykdommer. Brudd av
hudbarrieren kan fgre til at S.aureus vandrer inni i huden, og en rekke virulensfaktorer av
bakterien gjar det mulig for den til & overleve pa og i vertscellen [1, 2, 4]. Men selv etter alle
disse arene med forskning sa har man ikke et fullstendig svar pa samspillet mellom S.aureus
o0g vert, og mange andre spgrsmal rundt kolonisering og infeksjon av S.aureus. Siden
behandling av S.aureus infeksjoner kan vaere utfordrende og kan resultere i behandlingssvikt,
sa er det veldig viktig a finne en mate & forebygge disse S.aureus infeksjonene [9].

Forskningsgruppe for Vert-Mikrobe interaksjon ved UiT har preliminzre studier som antyder
at SdrD binder seg til Desmoglein 1 (Dsgl). Denne oppgaven gikk ut pa a bekrefte/avkrefte
hvorvidt en slik interaksjon kan finne sted. Far interaksjonsstudier kunne finne sted, skulle
ekstracellulzre og intracellulare del av Dsg 1 klones inn i prokaryote ekspresjonsvektor.
Dessuten matte Flag-Dsg 1 ekstra, Flag-Dsg 1 intra, GST proteiner og His taggede SdrD
proteiner induserer og/eller isoleres fra bakterier.

Kloning av Dsg 1 ekstra og intra inni prokaryote ekspresjonsvektor (pT7-Flag-2)
Programmene BioEdit og Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) brukes for &
sammenligne mottatte nukleotid sekvenser mot det opprinnelige nukleotid sekvensen av
DNAet. BLAST programmet finner lignende sekvenser, ikke ved a sammenligne sekvensen i
sin helhet, men ved & finne korte samsvar mellom de to sekvensene som sammenlignes [50].
Sekvenser fra mulige positive kloner viste insert av Dsg 1 ekstra og Dsg 1 intra i pT7-Flag-2

vektor.

Men senere, etter minst 6 gjentatte forsgk med ulike primere, viste det seg at Dsg variantene
var havnet i feil vektor, vektorsekvensen ble ikke funnet ved BLAST. Tilsvarende skjedde
med en kollega som klonet og sekvenserte i samme tidsrom. Hvor den ukjente vektoren kom i
fra er helt ukjent. Mulig var pipettene brukt i kloning kontaminert. Senere ble konstruktene

laget av HMI ved bruk av andre pipetter og med filtertips.

Protein-induksjon av Dsg 1 intra og ekstra i prokaryote ekspresjonsvektor
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Flag taggede Dsg 1 intra og ekstra proteiner ble godt indusert 4-5 timer etter IPTG stimuli i
bakteriene dyrket bade i rom temperatur og ved 37 °C (se figur 11). Derimot lot ikke Flag-
Dsg 1 intra seg indusere i testede tidsrom verken ved rom temperatur eller ved 37 °C.
Metoden kunne ha blitt optimalisert ved & bruke f.eks. ulike medier, forskjellige temperaturer
eller andre E.coli stammer. Men Dsg 4 er ganske lik Dsg 1 i struktur [39, 41], og
forskningsgruppen har tidligere prgvd a indusere Flag taggede Dsg 4 intra proteiner, men
disse lot seg ikke indusere verken ved bruk av ulike E.coli stammer, andre medier eller
temperaturer. Hva som er arsak er ukjent, kan hende at noe gikk galt under forsgket eller at
metoden ikke fungerer. Det ble derfor av tidsmessige grunner bestemt a fokusere pa Dsg 1

ekstra videre i forsgkene i denne oppgaven.

Co-immunopresipitering ved bruk av rensede proteiner og bakterielt cellelysat med indusert
Dsg 1 ekstra uttrykk

For & sjekke om His-SdrD binder seg til Dsg 1 ekstra ble det gjort en co-immunopresipitering
hvor His-SdrD, GST eller GST-SdrD ble tilfart bakterielysat som var indusert til & uttrykke
Dsg 1 ekstra-Flag-2. Kontrollprgven med GST ble brukt for & sjekke om SdrD binder seg
spesifikt til Dsg 1 ekstra-Flag-2. GST er ca. 26 kDa og hvis man ikke sa et band ved 26 kDa,
men et band ved 79 kDa (His-SdrD) og 104 kDa (GST-SdrD) sa kan man anta at SdrD
spesifikt binder seg til Dsg 1 ekstra. Forsgket ble gjentatt fire ganger, men GST bandet ble
alltid detektert. Dette indikerer at Dsg 1 ekstra binder uspesifikt.

| falge Co-immunoprecipitation (co-1P) Troubleshooting Guide (Thermo Scientific) [55], s&
kan man for eksempel forandre pa bufferet som brukes i co-1P. Vaskebuffere vil fjerne det
meste av uspesifikke bindingene samtidig bevare den spesifikke bindingen mellom antistoff
0g antigen [55]. Vasking med lysisbuffer er vanlig siden det inneholder milde
denatureringsmidler som kan bidra til & bryte uspesifikke interaksjoner. Men hvis man far
trgbbel med mye bakgrunn og med & fjerne uspesifikke bindinger sa kan man bruke andre
vaskebuffere [55].

Men for a velge en passende buffer sa ma man se pa stringensen til bufferet. Sterke protein-
protein interaksjoner taler hgyere stringens buffer, og dersom interaksjonen mellom SdrD og

Dsg 1 ekstra-Flag er sterkere enn GST og Dsg 1 ekstra-Flag vil gkningen i stringensen kunne
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lgse problemet med bakgrunn. Hvis bindingen mellom His-SdrD-Dsg 1 ekstra er svak sa kan
man risikere med & miste de svake interaksjonene mellom proteinene ved valg av en hgyere
stringens buffer. Det beste er a prave seg fram, altsa starte med en hgyere stringens buffer og
hvis det ikke gar sa kan man ga over til svakere stringens buffer. | fglge co-1P troubleshooting
Guide sa er RIPA buffer en hgy stringens buffer. Men siden RIPA buffer er ikke tilgjengelig
pa laben og tidligere erfaringer viser seg at lav stringens buffer med natrium klorid (NaCl) er
bra for co-1P sa kan man bruke det istedenfor lysisbuffer. PBSCM (PBS-buffer (100 mM
natriumfosfat, 150 mM NaCl, pH 7,2) med 1 mM CaCl2 + 1 mM MgCI2) eller modifisert
Dulbeccos PBS (8 mM natriumfosfat, 2 mM kaliumfosfat, 140 mM NaCl og 10 mM KClI, pH
7,4) er ofte brukt som immunopresipitering bindende buffere [55].

En annen ting som kan veere problematisk under co-IP er resin kulene. Ingen resin er totalt
inert. Derfor vasker man resinet med TBS og glycine-HCI pH 3,5 for a gjgre dem mer inert
[56]. Pa denne maten kan man unnga uspesifikke bindinger ved co-1P. Utslag for GST band
trenger ngdvendigvis ikke a skyldes at Dsg 1 ekstra-Flag-2 binder til GST. Det kan hende at
GST binder seg til resin kulen og dermed sa ser man et band for GST pa membranen. Men
hvis man belegger (Coating) resin kulene med 3 % BSA i 1 time ved rom temperatur, sa kan
man kanskje unnga dette problemet [55]. Ved a belegge resin kulene sa gjgr vi det vanskelig
for proteinene til & binde seg til resin kulene. Bare de proteinene som har sterke bindinger til
resinet kan binde seg til det. Hvis GST proteinet har en svak binding til resin kulene sa vil den
kanskije ikke veere i stand til & binde seg til resinet etter at man har belegget kulene. Hvis man
da fortsatt for utslag for GST band sa kan det vaere et tegn pa at Dsg 1 ekstra binder seg
uspesifikk til GST.

Co-immunopresipitering fra eukaryot cellelysat med tom vektor(CMV7.1), Dsg 1 ekstra-
Flag-2 og Dsg 1 intra-Flag
Interaksjonen mellom SdrD og Dsg 1 ekstra og/eller Dsg 1 intra ble testet ved a tilsette His-

SdrD til eukaryote cellelysat som var transfektert med tom vektor eller vektor som koder for

Dsg 1 ekstra eller Dsg 1 intra. Kontrollprgven med tom vektor(CMV7.1) ble brukt.
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Input kontroll ble tatt med for & se protein-uttrykket i cellene far presipitering. Dsg 1 ekstra og
intra ble immunopresipitert med antistoff mot Flag. | teorien skal dette presipitere bare Flag
taggede Dsg 1 varianter fra cellelysat som har disse uttrykt. Dersom SdrD binder Flag-Dsg1,
er det forventet at SArD co-immunopresipiterer sammen med Flag-Dsg 1 og dette kommer til
uttrykk i form av et 79 kDa band pa western blott. Figur 13 viste at dette var tilfelle, men
SdrD ble ogsa trukket ned av Flag-antistoff tilsatt til celler uten Flag-Dsg 1 varianter (Dsg 1
intra-Flag-2 og Dsg 1 ekstra-Flag-2). Dette tyder pa uspesifisitet i metoden. Videre ble det
bestemt a gjare en resiprok presipitering det vil si a trekke ned «begge veier»; enten med a
trekke ned SdrD og se om Flag-proteinene co-presipiterer, eller trekker ned Flag-proteinene
og ser om SdrD presipiterer, men igjen uten hell. Resultatet (figur ikke vist) viste seg til & ha
et band over 79 kDa, noe som tyder pa at det er ikke His-SdrD, men et annet protein. Totalt
ble forsgket gjentatt 5 ganger med samme resultat hver gang. Hva som skyldes denne

uspesifikke bindingen er ukjent.

Mulig at antistoff spesifisiteten ikke var godt nok. Kanskje antistoffer binder seg til andre
proteiner i preven. Membranen ble strippet og testet med anti-SdrD antistoffer og Anti-Flag
antistoff for & detektere SdrD proteiner og Dsg 1 proteiner. Hvis antistoffet er uspesifikt sa
kunne man tenkt seg band i alle tre cellelysatene. Men antistoffet mot SdrD har blitt testet ut
av forskningsgruppen tidligere og det har vist seg til a fungere bra. Men Anti-Flag antistoffet
derimot har ikke blitt testet ut for sa det kan hende at Anti-Flag antistoffet er uspesifikt.

Men det kan ogsa vare at spesifisiteten til sepharose kulene ikke er sa bra. Det kan godt
hende at sepharose kulene binder seg til andre proteiner i praven. Det ble ogsa gjort et forsgk
der sepharose kulene ble belegget med 3 % BSA, men resultatet var det samme. Det ma til
noen optimalisering av metoden, kanskje av sepharose kulene eller bufferen for & eventuelt

lykkes med forsgket.

Hvorfor er desmogleiner en gunstig malgruppe for S.aureus?

Oppdagelsen av desmogleiner (Dsg) i desmosomer, deres forhold til adhesjonsmolekyler og
deres rolle i ulike hudsykdommer har veert et stort fokus i forsknings verden i de siste 10
arene [57]. Men hvorfor vil S.aureus binde seg til desmogleiner i det farste? Hvorfor spiller
desmogleiner en stor rolle i ulike hudsykdommer som forarsakes av S.aureus? For a svare pa

det s& man se naermere pa desmogleinens struktur og dens rolle i huden.
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Etter oppdagelsen av desmosomer sa begynte man a undersgke det ngye med
elektromikroskopi. Da sa man et hvitt omrade mellom cellemembranene til naboceller, som
ble antatt til & vaere “limet” som holdt desmosomer, og derved cellene, sammen. Og videre
ble det funnet ut at desmogleiner er en del av familien av adhesjons molekyler [57]. Og hvis
S.aureus vil komme seg dypere inn i huden og infisere verten, sd ma den pa en eller annen
mate gdelegge huden og derav cellene for a komme seg dypere inn huden og deretter
kolonisere. Og siden desmogleiner er en adhesjonsmolekyl som er med pa a holde sammen
cellene og derav huden, og i tillegg til det sa ligger desmogleiner i den ytterste delen a huden,
altsa epidermis, sa vil det vaere mest sannsynlig a tenke seg at det vil vere en gunstig
malgruppe for S.aureus til & binde seg og infisere verten. Hvis S.aureus binder til
desmogleiner i huden og derav bryter adhesjonen mellom cellemembranene sa kan det

komme dypere inni huden og kolonisere.

Det finnes to typer autoimmune sykdommer mot desmosomer: pemfigus vulgaris (PV) og
pemfigus foliaceus (PF) [57]. Sykdommen skyldes dannelse av autoantistoffer mot antigenene
desmosmale kaderiner pa keratinocytter (Dsg 1 og Dsg 3). Antigenen for PF er Dsg 1 og
antigenen for PV er Dsg 3. | begge disse typene oppstar det blemmer i hud og slimhinner som
er en resultat av tap av celle adhesjon i epidermis [57]. Pemfigus sykdommen har ogsa hjulpet
med & avklare arsaken til blemmedannelse i bullgs brennkopper og stafylokokk skaldet hud

sykdommer [57].

Stafylokokk skaldet hud sykdommer rammer primeert spedbarn og sma barn, og sykdommen
starter med feber og hud emhet etterfulgt av separering av epidermal cellemembran lagene i

hele hudoverflaten i lgpet av noen fa timer [58].

Bade bullgs brennkopper og stafylokokk skaldet hud sykdom er forarsaket av et giftstoff, kalt
eksfoliativ toksin (ET), som lages og utskilles av S.aureus [57, 58]. Det finnes to hoved
gruppe av eksfoliativ toksin, eksfoliativ toksin A (ETa) og eksfoliativ toksin B (ETg) [58, 59].
Men selv mange ar etter denne oppdagelsen sa har det ikke veert klar for seg hvordan dette
toksinet forarsaker blemmer i epidermis [57]. Selv om pemfigus ikke er direkte relaterer til
S.aureus hudsykdommer sa gav dette et hint pa at det kan lett oppsta hudinfeksjoner ved

bryting av adhesjonen mellom cellemembranene i epidermis. Og det viste seg at eksfoliativ
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toksinets protein substrat var Dsg 1, og senere ble det pavist at bade ETa 0g ETg klgyver Dsg
1 uten a pavirke Dsg 3, og at ETg klgyver direkte den ekstracelluleere domenen av Dsg 1 og
derav splitter de epidermale lagene [57-59]. Og igjen sa sier disse funnene noe om hvorfor

desmogleiner, spesielt Dsg 1, er en gunstig malgruppe for S.aureus.

Desmoglein er ikke bare en malgruppe for S.aureus, men den er ogsa involvert i infeksjoner
som er forarsaket av adenovirus. De fleste av humane adenovirus (serotype A til F) bruker
coxsackie adenovirus reseptor (CAR) som en primare bindings reseptor [57, 60]. Men
serotype B adenovirus, som forarsaker luftveis- og urinveis infeksjoner, benytter ikke
coxsackie adenovirus reseptor. Istedenfor sa binder den til Dsg 2 som den primere
hayaffinitets reseptor og farer til en kortvarig apning av intercelluleare junction og
gjennomtrengning av virus inn i de subepiteliale cellelagene og blodstremmen, og far virus til

a spre seg [57, 60].
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7. Konklusjon og fremtidige perspektiv

Proteinene Dsg 1 ekstra-Flag-2, His-SdrD og GST har stor sett latt seg isolere og/eller
indusere og kan brukes i interaksjonsstudier. Men Dsg 1 intra-Flag-2 proteiner lot seg ikke
indusere og det ma til optimalisering av metoden for & kunne indusere Dsg 1 intra-Flag-2
proteiner i framtiden. Co-immunopresipitering der isolerte flag proteiner ble brukt som agn
for & trekke ned tilsatt protein i testrar ble utfart. Og co-immunopresipitering der renset
proteiner, Dsg 1 intra, Dsg 1 ekstra og His-SdrD, ble brukt som agn til & trekke ned mulig
interaksjonspartnere som er uttrykt i eukaryote celler ble ogsa utfgrt. Men metodiske
problemer medfgrte at man per i dag ikke har lyktes i a bekrefte/avkrefte interaksjon mellom
Dsg 1 intra og/eller Dsg 1 ekstra og SdrD. Interaksjonsstudiene viste seg at Dsg 1 ekstra-Flag-
2 binder seg uspesifikt. Det viste alltid et band ved 26 kDa (GST). Forskningsgruppa HMI ma
fremover fortsette & optimalisere metodene, samt bruke andre metoder for & bekrefte

interaksjonen mellom Dsg 1 ekstra og/eller Dsg 1 intra og SdrD.

Siden S.aureus forarsaker mange livstruende sykdommer, og det er utfordrende a forebygge
de sykdommene pa grunn av dens resistent mot ulike typer antibiotika sa er det veldig viktig a
finne adhesjonsmolekylet til S.aureus i kroppen. Hvis man vet hvilket adhesjonsmolekyl den
binder til seg i verten sa kan man utvikle medisiner som kan hindre videre spredning og
kolonisering av bakterien. Hvis man vet at S.aureus binder seg til Dsg 1 sa kan man utvikle
legemidler som konkurrer med S.aureus om bindingssete til Dsg 1 og derav hemme bindingen

mellom S.aureus og Dsg 1.

Er man bzrere av S.aureus i nesen er det ogsa gkt risiko for infeksjoner i operasjonssar andre
steder i kroppen. S.aureus kan spre seg rundt omkring i kroppen gjennom pusting eller ved at
man av og til klgr seg i ansiktet og deretter via fingrene overfare det til operasjonssaret. Hvis
man er da beerere av S.aureus og man skal gjennomga en operasjon sa kan man farst
dekolonisere pasient for S.aureus, og deretter smare pa med et liniment eller salve som
inneholder modifisert SdrD som skal etterligne SdrD i S.aureus og konkurrere om
bindingssete, og tilslutt hemmer bindingen mellom SdrD (i S.aureus) og Dsg 1. Dette vil da

hemme videre kolonisering av bakterien.
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