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BAKTERIERNES

USYNLIGHEDSKAPPE

SKAL TRAVLES OP

En ny forskningsgruppe ved Mikrobiologi pa
Syddansk Universitet har sat sig for at undersgge genetikken bag
bakterien Streptococcus pneumoniaes kapsel - den bakterielle
usynlighedskappe. Finder vi ud af, hvordan den reguleres,
er der potentiale for nye behandlingsmetoder.

or omkring et arhundrede
siden gav den anerkend-
te Canadiske leege Sir
William Osler bakterien
Streptococcus pneumoniae (S. pne-
umoniae) det meget sigende tilnavn
“kaptajnen for alle dgdens meend”.
Den dag i dag er pneumonia (dvs.
lungebeteendelse) stadig den hyp-
pigste arsag til dedsfald forarsaget
af infektioner, og Streptococcus
pneumoniae er den hyppigste arsag
til disse infektioner. Nogle steder i
verden er infektionerne sa hyppige,
at mere end 1 ud af 100 bgrn der
deraf. Det er anslaet, at omkring
1 million barn pa verdensplan dgr
arligt som felge af en infektion med
S. pneumoniae. Det ggr dermed
S. pneumoniae til den bakterie,
som slar flest mennesker ihjel. Sir
William Osler’s udtalelse er derfor
sand selv den dag i dag.

Bakteriens usynlighedskappe
| det seneste arhundrede har
forskningen indenfor infektionsbio-
logi rykket sig meget. Ved at forsta
de egenskaber, som gar bakterier

i stand til at forarsage sygdom-

me (pa fagsprog kaldes det deres
virulensfaktorer), kan forskere
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Streptokokker kan kun passere barierrer i kroppen ved at “smide” deres kapsel”. Nar
de er kommet ind i blodbanen gendanner de kapslen og bliver dermed usynlige for
immunsystemet. Streptokokker uden kapsel bliever derimod straks uskadeliggjort.

udvikle malrettede bekaempelses-
strategier. Siden Sir William Oslers
tid har forskere fundet ud af, at

den vigtigste virulensfaktor for S.
pneumoniae er en overfladestruktur
kaldet “kapslen”. Kapslen deekker
hele bakteriens overflade, og den
bestar af lange keeder af sukker
(polysakkarider). Normalt genken-
der vores immunforsvar bakterier
pa bestemte overfladestrukturer,
som er fremmede for kroppen. Men
for bakterien fungerer kapslen som
en usynlighedskappe, da vores
immunforsvar ikke genkender poly-
sakkaridkeederne i kapslen som no-
get fremmed. Derfor kan bakterien
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bevaege sig frit i blodet og inficere
forskellige organer, sa leenge den er
deekket af sin kapsel. Til gengeeld
er en S. pneumoniae, som ikke er i
stand til at danne kapsel, fuldsteen-
dig ufarlig for os - det har talrige
undersggelser vist.

Usynlighedskappen tages af
og pa efter behov

Nyere forskning har vist en inte-
ressant detalje omkring kapslen:
Nemlig, at bakterien ikke kan krydse
barrierer i vores krop (fx fra naesen
til blodet) uden kortvarigt at smide
kapslen. Bakterien skal altsa bade
veere i stand til at opbygge og smide



FORSKNINGSARTIKEL

Mikkel Girke Jargensen (ved mikroskopet) og Patrick Rosendahl Andreassen arbejder pa at afdaekke, hvilke gener streptokok-
bakterier bruger til at regulere deres kapsel.

sin usynlighedskappe under bestem-
te betingelser. Man ved, at kapslen
dannes af en reekke enzymer og pro-
teiner, som samlet set er indkodet i
en gruppe gener kaldet cps-generne
(hvor cps er en forkortelse af det en-
gelske CaPSule). Men pa trods af, at
kapslen er sa vigtig for, at bakterien
kan forarsage sygdom, ved man kun
meget lidt om de mekanismer, som
bestemmer, hvordan disse gener
reguleres. Hvis man kan kortleegge
reguleringen, kan man arbejde pa
metoder, som forstyrrer eller gde-
leegger reguleringen af kapselstruk-
turen og derved potentielt forhindre
bakterien i at gare os syge.

| en nystartet forskningsgruppe ved
Syddansk Universitet har vi derfor
sat os for at kortleegge denne regu-
lering. En reekke af vores projekter
tager udgangspunkt i en ny metode,
vi har designet, som ggr os i stand
til at bestemme, hvilke gener bak-
terien bruger til at regulere kapslen.

En ny metode til

at kortleegge reguleringen
Ved at kombinere metoder, der
allerede er veletablerede indenfor
molekyleerbiologi, er vi i stand til

at anskue problemstillingen fra en
endnu uafpravet vinkel - og indtil
videre har vi opnaet szerdeles lo-
vende resultater. Vores design inde-
beerer overordnet fire elementer:

1. En metode til hurtigt at male
maengden af cps-proteiner i
mange tusinde bakterieceller
hver for sig.

2. Etablering af et bibliotek af bak-
terieceller, som hver isger har faet
"deaktiveret” et enkelt gen i arve-
massen. Det vil sige, at én bakte-
riecelle mangler gen A, mens en
anden celle mangler gen B og sa
fremdeles for samtlige gener i ar-
vemassen. Eller rettere: Samtlige
gener, som ikke er essentielle for,
at bakterien kan overleve.

3. En metode til at isolere celler,
som har et eendret udtryk af
Cps-proteinerne i forhold til nor-
male celler.

4. ldentifikation af hvilke gener de
isolerede celler mangler.

Med disse trin haber vi at kunne
finde ud af, hvilke gener der er vigti-
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ge for, at cps-generne bliver udtrykt
korrekt.

Det forste, vi undersggte, var,
hvordan udtrykket af cps-proteiner
ser ud i en population af normale
bakterieceller. Det viste sig, at alle
bakteriecellerne udtrykker hgje
maengder af cps-proteiner under
den veekstbetingelse, vi udsatte
dem for i vores forsgg. Da vi un-
dersggte biblioteket af celler, som
hver iseer manglede et gen, under
den samme betingelse, viste det
sig, at 0,5 % af populationen ikke
udtrykte cps-generne. Det er ef-
terfolgende lykkedes os at isolere
disse celler og finde ud af, hvilke
gener de isolerede celler mangler.
Dermed har faet en liste af gener,
som potentielt er involveret i at
udtrykke cps-generne korrekt. Nu
arbejder vi derfor med at under-
sgge denne liste med gen-kandi-
dater.

Kortlaegningen er kun

lige begyndt

Det er vigtigt at understrege, at selv
med en sadan liste over gener, er
der stadig lang vej endnu, far man
kan sige noget biologisk relevant
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Figuren viser princippet i den fremgangsmetode, vi

bruger til at kortleegge hvilke gener der har betydning

for reguleringen af streptokokcellernes kapsel. Farst
indseetter vi tilfaeldige mutationer i DNA, som oprin-
deligt kommer fra streptokokker selv (1). Umuteret
DNA erstattes herefter med forskellige variationer af
muteret DNA i individuelle streptokokceller, hvorved
vi opnar et bibliotek med mange tusinde forskellige
mutanter. Vi analyserer derefter mutanterne og isole-

Under normale omsteendigheder

- udtrykker Streptococcus pneumoniae
cps-generne, der er involveret i dannel-
sen af bakteriens kapsel (dens “usyn-
lighedskappe”). Det ses pa billedet
ved, at bakteriecellerne lyser grgnt. Ca.
0,5% af populationen i vores bibliotek
af celler, der hver iseer mangler et gen,
udtrykker ikke cps-generne og lyser
derfor ikke grant.

Disse celler har vi isoleret (det andet
billede), og vi kan nu prgve at afslgre
preecis hvilken biologisk funktion de

' gener, som de "ikke-lysende” bakterier
mangler, har.
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rer dem, der ikke er i stand til at udtrykke cps-generne og
derfor mangler deres kapsel (2). Ved at sekventere det
muterede DNA kan vi undersgge preecis hvilke gener de
isolerede mutanter mangler (3).

om genernes funktion i forhold til,
hvordan de udtrykker cps-protei-
ner. Det fgrste trin bliver at validere
genernes effekt pa udtrykket af pro-
teinerne - altsa at tjekke, om det
er en reel effekt, vi observerer, eller
om det evt. er en bieffekt, som er
opstaet under etableringen af bib-
lioteket. Det kan vi ggre ved at lave
et malrettet design af bakterierne,
hvor netop de misteenkte gener er
gjort inaktive (det er i modseetning
til den tilfeeldige inaktivering af ge-
ner, som er foretaget i forbindelse
med etablering af bibliotektet).

Hvis genernes effekt pa cps-udtryk-
ket kan valideres, skal vi undersg-
ge, hvordan genernernes funktion
passer ind i det regulatoriske net-
veerk. Er det fx et gen, som star for

produktionen af et specifikt moleky-
le - og hvordan pavirker molekylet
i givet fald sa cps-udtrykket? Er det
et gen, der koder for et protein, som
direkte kan binde cps-generne og
e&ndre gen-udtrykket?

De forsgg, der skal laves fremad-
rettet, er derfor sveere at spa om,
for det afhaenger meget af, hvilke
resultater vi far. Vi kan dog vaere
sikre pa, at vi skal komme op med
mange hypoteser, som skal testes,
nar vi har valideret de gener, vi vil
undersgge.

Det ultimative mal

Nar man arbejder med noget sa
komplekst og uudforsket som kap-
selreguleringen, forventer vi ogsa
at det bliver en stor udfordring at
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kortleegge den. Vi har dog et rigtigt
godt udgangpunkt at starte med,
nar vi ved, hvilke gener der er en
del af kortet, og vi “blot” skal findes
deres plads heri.

Den store interesse i at forsta,
hvordan Streptococcus pneumo-
niae regulerer sin kapsel bunder
selvfglgelig i, at vi med denne viden
ogsa kan undersgge, hvordan vi for-
styrrer denne regulering. Hvis vi kan
forstyrre eller ligefrem gdeleegge
kapslen, vil bakterien i praksis veere
uskadeliggjort.

Vi har i vores forskning taget de for-
ste skridt pa vejen mod dette ulima-
tive mal allerede, og vi gleeder os til
at se, hvor de naeste trin bringer os
hen. [ ]



