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Sammendrag

Sammendrag

Denne oppgaven er skrevet som en del av stgrre forskningsprosjekt hvor det overordnede
malet er & utvikle enzymer som mest mulig effektivt degraderer den ulgselige biopolymeren
kitin (B-(1, 4)-bundet N-acetylglucosamine (GICNAC)) og dets vannlgselige analoge kitosan
(delvis deacetylert kitin) til oligosakkarider av en gitt lengde. Siden kitin er veldig likt
cellulose, som benyttes til produksjon av andre generasjons bioetanol, og de enzymatisk

katalyserte hydrolyser av disse ogsa er like er degraderingsstudier av kitin sveert aktuelt.

Hovedmalet i studiet har veert a finne den best egnede metoden for maling av prosessivitet i
familie 18 kitinaser, samt undersgke effekten atte ulike mutasjoner har pa den katalytiske
mekanismen til kitinase B (ChiB) fra jordbakterien Serratia marcescens. | tillegg har
enzymene blitt testet mot ulike substratvarianter da det er gkende interesse for om andre
faktorer enn enzymet selv, som for eksempel substrattilgjengelighet, kan pavirke grad av
prosessivitet. Det har ogsa blitt utfart bindingsassay hvor malet var a undersgke om

bindingsstyrken mellom enzym og substrat er proporsjonal forgrad av prosessiv katalyse.

Starrelsesekslusjonskromatografi, estimering av initiell hastighet for substratnedbrytning,
apparent ke, 0g viskositetsmalinger ble benyttet for maling av prosessivitet mot det lgselige
substratet kitosan hos de ulike enzymvariantene. Nar substratet var kitin ble prosessivitet malt
ved & bestemme konsentrasjon av resulterende dimerer etter hydrolyse delt pa det samme for
monomerer ([(GIcCNAC),]/ [GIcNACc] ratio). Samtlige analyser indikerte at mutantene F190A,
WOI7A, W220A, WI7A/ W220A og W97A/ D316A for ChiB har redusert prosessiviteten
bade mot kitin og kitosan. ChiB villype, samt mutantene R446 (deletering av det
kitinbindende domene til ChiB), F191A og D316A viste prosessive egenskaper mot kitosan i
samtlige analyser bortsett fra viskositetsmalinger for mutant D316A som ga avvikende
resultater. R446 var prosessiv mot det vannlgselige substrate kitosan, men hadde sterkt
redusert prosessivitet mot det vannulgselige kitin som antyder at det kitinbindende domenet er
viktigere for prosessiv hydrolyse av ulgselige substrater. Resultatene viser derfor at kunnskap
om degradering av lgselig kitosan ikke alltid direkte kan overfares til degradering av

krystallinsk kitin. Sammenligning av de ulike fremgangsmatene for maling av grad av




Sammendrag

prosessivitet antydet at starrelsesekslusjonskromatografi, estimering av apparent Ke,: 0g
[(GIcNAC),])/ [GIcNAC] ratioen er de best egnede metodene. Apparent K.q- verdier for de
ulike enzymene viste og at ikke-prosessive enzymer var mer effektive mot lgselig substrat enn
de prosessive, og motsatt for ulgselig substrat. Dette sammenfaller med tidligere forslag om at
prosessive enzymer er mer effektive mot krystallinske substrater og mindre mot lgselige

substrater.

Degraderingsforsgk av ulike former for kitin med hensyn pa substrattilgjengelighet (sonikert
og ikke-sonikert) og med og uten hjelpeprotein (CBP21) ble ogsa utfart i neerveer av ChiB-
WT og mutant R446 for & bestemme forholdet mellom substrattilgjengelighet og grad av
prosessiv hydrolyse. En Klar, positiv korrelasjon mellom substrattilgjengelighet og grad av
prosessivitet ble observert. | tillegg var det en positiv korrelasjon mellom bestemte Kcq-
verdier og substrattilgjengelighet som videre bygger under teorien om at gkende grad av

prosessivitet forer til gkning i aktivitet mot kitin.

Bindingsstyrken mellom enzym og kitin ble beregnet for ChiB-WT, R446, F190A, F191A,
D316A, W97A og W97A/ W220A ved a male dissosiasjonskonstanten, Kp, og Gibbs frie
energi, G, for samtlige dissosieringsreaksjoner. Alle enzymvariantene viste tilneermet like
verdier, uavhengig om de hydrolyserer kitin prosessivt eller ikke- prosessivt. Dette tyder pa at

enzymets affinitet for kitin ikke har noen direkte sammenheng med prosessivitet.
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Abstract

This paper is written as part of larger research project with the overall goal of developing
enzymes that most efficiently degrades chitin (B-(1, 4)-bundet N-acetylglucosamine
(GIcNAC)) and its water soluble analogue chitosan (partially deacetylated chitin) to
oligosaccharides of a given length. Since chitin is very similar to cellulose which is used in
production of second generation bioethanol, and the enzymatically catalyzed hydrolysis of

these also is very similar, degradation studies of chitin is particularly relevant.

The main objective of the study was to determine the most suitable method for measuring
processivity in family 18 chitinases and investigate the effect of eight different mutations on
the catalytic mechanism of chitinase B (ChiB) from the soil bacterium Serratia marcsescens.
In addition, enzymes have been tested against various substrates as there is an increasing
interest in whether other factors than the enzyme itself, such as substrate accessibility, may
affect the degree of processivity. There have also been carried out binding assays where the
goal was to investigate if the binding strength between the enzyme and substrate is

propotional to the degree of processive catalysis.

Size exclusion chromatography, estimating the initial rate of substrate hydrolysis, apparent
Kcat, @and viscosity measurements were used for measuring processivity against the soluble
substrate chitosan with the different enzyme variants. When the substrate was chitin,
processivity was measured by determeting the concentration of the resulting dimers after
hydrolysis divided by the same for monomers ([(GIcNACc),]/ [GICNACc] ratio). All of the
analysis indicated that the mutants F190A, W97A, W220A, W97A / W97A and W220A /
D316A for ChiB have reduced their processivity against both chitin and chitosan. ChiB wild
type and the mutants R446 (deletion of the chitin binding domain to ChiB), F191A and
D316A showed processive properties against chitosan in all analysis except for the viscosity
measurements for the D316A mutant that gave abnormal results. R446 had a processive mode
of action towards the soluble substrate chitosan, but showed strongly reduced processivity
against the insoluble substrate chitin suggesting that the chitin binding domain is more
important for processive hydrolysis of insoluble substrates. The results therefor indicate that
knowledge of the degradation of soluble chitosan is not always directly transferable to the

Xi
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degradation of crystalline chitin. Comparison of different methods for measuring processivity
suggested that size exclusion chromatography, estimation of apperent k., and the
[(GIcNAC),)/ [GIcNAC] ratio are the best suited methods. Apperent kc,-values for the
different enzymes also showed that the non-processive enzymes were more effective against
soluble substrate than processive enzymes, and vice versa for the insoluble substrate. This
coincides with earlier suggestions that processive enzymes are more effective against

crystalline substrates and less effective towards soluble substrates.

Degradation experiments with different types of chitin with respect for substrate accessibility
(both sonicated and non-soincated) and with and without chitin- binding protein (CBP21) was
also performed in the presence of ChiB wild type and mutant R446 to determine the
relationship between substrate accessability and the degree of processivity. A clear, positive
correlation between the substrate accessibility and the degree of prosessivitet was observed. In
addition there was a positive correlation between specific ke,-values and substrate
accessability which strengthens the theory that an increase in the degree of prosessivity will

lead to an increase in activity towards chitin.

Binding strength between the enzyme and chitin were calculated for ChiB wild type, R446,
F190A, F191A, D316A, W97A and W97A / W220A by measuring the dissociation constant,
Kb, and Gibbs free energy, AG, for all dissociation reactions. All enzyme variants showed
approximately the same values, whether they hydrolyze chitin processive or non-processive
way. This suggests that the enzyme's affinity for chitin does not directly relate to processivity.

Xii
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Introduksjon

1 Introduksjon

1.1 Karbohydrater

Karbohydrater er en samlebetegnelse for en stor gruppe biologiske molekyler som spiller en
rekke ulike roller i naturen [1]. Sakkaridene klassifiseres i grupper ut fra molekylenes
oppbygning. Monosakkarider er den minste, enkleste formen for et karbohydrat og er
byggesteinen i de starre molekylene, oligosakkarider og polysakkarider. Monosakkaridene
bindes sammen til starre molekyler via glykosidbindinger som er av de mest stabile
bindingene funnet i naturen[2]. Antallet mulige kombinasjoner sakkarider byr pa en enorm
variasjon og diversitet. Alle levende organismer utnytter denne diversiteten ved a benytte

sukkerkjeder av ulike lengder til flere ulike biologiske funksjoner og prosesser [3].

Forbindelsene finnes hovedsaklig i planter som omdanner karbondioksid til karbohydrater
gjennom fotosyntese og lagres stort sett som cellulose, stivelse og sukker. Forbrenning av
karbohydrater er ogsa den viktigste energikilden i celler uten fotosyntese [2, 4].

Karbohydrater inngar ogsa som strukturelementer i celleveggen til bakterier og planter og i
exoskjelettet hos skalldyr. Selektiv hydrolyse av disse glykosidbindingene er avgjerende for
ekspansjon og degradering. I tillegg er karbohydrater involvert i signalgivningsveier som
gjenkjennelsesmolekyler pa celleoverflater for andre celler og molekyler. De er i denne
sammenhengen ofte bundet til proteiner og lipider, og fremstar da som henholdsvis

glykoproteiner og glykolipider [1].

Konsekvensen av den store diversiteten til polysakkarider er at man ogsa ser en stor variasjon

blant enzymene som foretar hydrolyse av glykosidbindinger [2].
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1.2 Kitin
1.2.1 Struktur og egenskaper

Kitin, foruten om cellulose, er den biopolymeren det finnes mest av i naturen. Den skilles
hovedsakelig ut som stattevev i insekter, sopp, skalldyr, og andre marine organismer.
Polysakkaridet er en uleselig, lineaer homopolymer av - 1,4 linket N- acetylglukosamin
(GIcNAC). | kitin er sukkerenhetene rotert 180° i relativt til deres nabo- residuer [5] og den
funksjonelle og strukturelle komponenten i kitin er derfor et disakkarid [6]. Strukturen til kitin

er vist i figur 1.1.

H

H

Figur 1.1: Den kjemiske strukturen til kitin[7]. Sukkeret bestar av - 1,4 linket N-
acetylglukosamin (GIcNAc). Sukkerenhetene rotert 180° i relativt til deres nabo- residuer og

den strukturelle enheten i kitin er derfor et disakkarid [5].

Det finnes tre typer krystallinske former kitin med tanke pa arrangeringen av Kitin- kjedene:
a- kitin hvor kjedene er anti- parallelle, - kitin hvor kjedene er parallelle og y- kitin som
bestar av en miks av anti- parallell og parallell arrangering av kitin- kjedene [6]. Den
parallelle organiseringen av polymerkjedene i - kitin har svakere intermolekylere krefter enn

i a- kitin, som fglgelig gjer det mer tilgjengelig for depolymerisering.
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Som flere andre sakkarider, kan GIcNAc- enheten forligge pa to anomere former. Ved
ringdannelsen av et sukker dannes det et stereogent senter ved det anomere karbonet (C1) som
kan ha to konfigurasjoner, a eller . Nar hydroksylgruppen péd C1 sitter i aksial posisjon far
man o- epimeren, mens ekvatorial posisjon gir - epimeren. Selv om de sykliske formene
vanligvis er favorisert, vil sakkarider i lgsning alltid veere i likevekt med den apne kjede
formen og dermed ogsé mellom a- og - konfigurasjon. Likevektslgsningen av de to

epimerene resulterer i endring av optisk aktivitet. Dette kalles mutarotasjon [4].

1.2.2 Anvendelser

Kitin har anvendelsesomrader spesielt innen landbruk og bioteknologi. | landbruk bidrar kitin
for eksempel til retensjon av neeringsstoffer i jorda. Kitin har ogsa blitt brukt i dyrefor for dets
vekstfremmende effekt hos kylling. Innen bioteknologi har Kitin vist seg og veere nyttig som

matriks for immobilisering av ulike enzym [8].

Kitin er som sagt en av hovedbestanddelene i celleveggen til sopp og eksoskjelettet til mange
invertebrater. Kitindegradering er derfor en viktig forsvarmekanisme mot patogener for
planter og dyr [9]. Kitinomsetning har vist seg a spille en rolle i astmatiske inflammasjoner og
immunresponser. Fordi kitin heller ikke finnes i mennesker er kitinmetabolisme ogsa viktig

for utvikling av medisiner og pesticider [10].

Kitin har vist seg a spille en rolle i biologiske prosesser som overfgring av malaria[11] og
inaktivering av insektsvirus [12]. | tillegg har karbohydratets sterke og fleksible egenskaper
vist seg a vaere gunstig innen medisin, blant annet som trad i kirurgisk sammenheng [13]. En
av de viktigste anvendelsene til kitin er likevel fremstilling av kitosan (seksjon 1.3), og

kitooligosakkarider (seksjon 1.4) som har mange og viktige anvendelsesomrader [14].
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1.3 Kitosan
1.3.1 Struktur

Kitosan er et linezrt polysakkarid som kommersielt produseres ved deacetylering av kitin.
Sukkeret er en heteropolymer og bestar av - 1,4 linket N- acetylglukosamin (GIcNAc (A)) og
glukosamin (GIcN (D)). Den detaljerte kjemiske sammensetningen til kitosan varierer og er
avhengig av fraksjonen av acetylerte enheter (F), samt sekvensen av disse. Tidligere studier
har vist at homogen deacetylering av kitin gir en tilfeldig distribuering av N-acetyl enheter
[14]. Figur 1.2 viser strukturen til kitosan.

Figur 1.2: Den kjemiske strukturen til kitosan[7]. Sukkeret bestar av - 1,4 linket N-
acetylglukosamin (GIcNAc (A)) og glukosamin (GIcN (D)) [14].

I motsetning til kitin, som er lgselig i kun et lite antall lesemidler, er kitosan lgselig i vandige
syrer. Dette pa grunn av de mange aminogruppene polymeren besitter. | sure og ngytrale
lgsninger vil aminogruppene protoneres og derved gke polariteten, samt grad av elektrostatisk
repulsjon [15]. Dette vil fglgelig forbedre lgseligheten til sukkeret.
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1.3.2 Anvendelser

Nyttiggjerelse av kitosan er avhengig av flere parametre: molekylstarrelse, grad av
deacetylering, sekvens og lgselighet. Kontrollering av disse faktorene muliggjer produksjon
av et vidt spekter av kitosan som kan benyttes til ulike formal [16].

Kitosan benyttes for eksempel til rensing av vann og andre drikkevarer. Sukkeret opptrer da
som en flokkulerende agent ved at de positivt ladde aminogruppene binder opp organiske
kontamineringer med motsatt ladning [17]. Kitosan er i tillegg markedsfert som slanke- og
kolesterolsenkende middel hvor polymeren da vil binde opp fett- og kolesterolmolekyler [18,
19].

Kitosan benyttes ogsa i kosmetisk sammenheng. | hudpleieprodukter vil sukkeret binde vann
og hindre dehydrering av huden. Kitosan bidrar til allergivennlig kosmetikk da polymeren

binder opp allergifremkallende tung- metaller [17].

Studier har vist at kitosan har hemostatiske og antimikrobielle egenskaper og benyttes derfor
ved sarheling [20]. Sukkeret anvendes i tillegg pa flere omrader innen medisin, som for

eksempel kreftbekjempelse og medisinlevering [21].
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1.4 Kitooligosakkarider (KOS)

Kitin og kitosan kan degraderes til kortere fragmenter kalt kitooligosakkarider (KOS) som
bestar av et antall N- acetylglukosamin eller glukosamin residuer [22]. KOS er av spesiell
interesse da de har et spekter av biologiske og fysiologiske aktiviteter [23], og som hos
kitosan er aktiviteten relatert til acetyleringsgrad, polymeriseringsgrad og fordelingen av
GIcNAc/ GlcN.

KOS har hgyere vannlgselighet enn kitin og kitosan og er lett degraderbare i naturen. De

transporteres og absorberes lett i kroppen hvilket er viktig i medisinske sammenhenger [24].

KOS har blant annet vist seg a virke bakterie- og sopphemmende, i tillegg til & ha stort
potensial som enzyminhibitorer. Som kitosan, har ogsa KOS antitumor- og immuno-
fremmende effekter [25, 26] og benyttes ogsa i matindustrien pa grunn av sin kolesterol-

senkende og vann- retarderende virkning [26].

P& grunn av KOS’ mange bruksomrider innen bade biomedisin og matproduksjon er det
gkende interesse for utvikling av tilfredsstillende prosesser for hydrolysering av kitin og
kitosan. KOS har til na blitt fremstilt ved sonikering, hydrodynamisk kutting, kjemisk
hydrolyse og enzymatisk hydrolyse, hvorav sistnevnte har vist seg a vaere den best egnede og
mest miljgvennlige metoden [23]. Det er derfor viktig med studier av enzymer som bryter ned

kitin og kitosan for og kunne nyttiggjare seg disse i fremstilling av KOS.
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1.5 Glykosidaser

Som tidligere nevnt resulterer det enorme antallet mulige kombinasjoner og sterrelser
sakkarider i en strukturell og funksjonell diversitet, mye stgrre enn det som er mulig for
peptider eller nukleinsyrer av samme starrelse. Levende organismer utnytter denne
variasjonen ved 4 ta i bruk oligo- og polysakkarider i et vidt spekter av biologiske funksjoner.
Selektiv hydrolyse av glykosid bindinger er derfor viktig for energi opptak, cellevegg
ekspansjon og degradering, og “turnover” tid for signal- molekyler. Som en konsekvens av
diversiteten i karbohydrater, er det ogsa stor variasjon i enzymene som degraderer dem. Disse
enzymene hydrolyserer glykosidbindingen mellom sukkerenhetene og kalles glykosyl
hydrolaser (oftest forkortet til glykosidaser). Defekter i gener som koder for glykosidaser

farer til genetisk arvelige sykdommer [3].

Glykosidaser har et bredt spekter av anvendelsesomrader, inkludert degradering av
plantematerialer i mat- og papirindustrien. I organisk kjemi kan glykosidaser benyttes som
syntetiske katalysatorer for dannelse av glykosidbindinger ved enten revers hydrolyse eller
transglykolysering [27].

Glykosidaser benyttes ogsa i matindustrien, for eksempel ved redusering av viskositet i
enkelte matvarer [28]. En annen type glykosidaser tilsettes vaskemidler for & bevare fargene

pa klerne ved at enzymene fjerner mikrofiber som har oppstatt pa overflaten av stoffet [29].

1.5.1 Klassifisering

Det finnes flere systemer for klassifisering av glykosidaser. Dette omfatter blant annet de som
er basert pa substrat- eller produktspesifisitet, maten de angriper substratet pa og
stereokjemisk mekanisme [30]. Sekvensbasert klassifisering er likevel den mest benyttede
klassifiseringsmetoden og har ledet til definering av mer enn 100 ulike familier [31]. Det
underliggende prinsippet for denne inndelingen er at siden sekvens og struktur er relatert, kan
strukturell informasjon hentes pa bakgrunn av sekvens. Ettersom strukturen bestemmer

katalytisk mekanisme, gjenspeiler denne klassifiseringen direkte den molekylere mekanismen
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til hver familie. 1 tillegg vil medlemmer i en sekvens- relatert familie ha lignende folding noe

som tillater homologi modellering [30].

1.5.2 Struktur

De fleste glykosidasene har en struktur som bestar av et eller flere ikke- katalytiske domener i
tillegg til det katalytiske domenet. Noen av de ikke- katalytiske domenene har vist seg & vere
involvert i substratbinding, men de fleste har ukjent funksjon. Den katalytiske delen til disse

proteinene bestar blant annet av et aktivt sete hvor selve katalysen skjer. Det er her identifisert

flere folder som er karakteristisk for hver av de ulike glykosyl hydrolase familiene [3].

Topologien til det aktive setet er ofte relatert til enzymets ekso- eller endoaktivitet [30].
Glykosidaser med eksoaktivitet er kjede- ende spesifikke. Disse vil degradere
sukkerpolymerer fra den reduserende eller den ikke- reduserende enden og produsere di- eller
trisakkarider. Endoaktive glykosidaser vil derimot kunne katalysere hydrolysere tilfeldig

langs polymerkjeden og produsere multimere sukkerenheter [30, 32, 33].

Strukturen til det aktive setet hvor selve hydrolysen skjer, kan for glykosidaser deles inn i tre
kategorier: lomme/ krater, klgft/ grop og tunnel (figur 1.5). Disse topologiene kan i prinsippet
bygges pa samme fold, med de samme katalytiske residuene [3]. Subsetene i det aktive setet
nummereres fra — n (ikke- reduserende ende) til +n (reduserende ende). Hos glykosidaser
kuttes glykosidbindingen alltid mellom -1 og +1 [34]. De andre subsetene bidrar til binding
og stabilisering av enzym- substrat kompleks [34].

Lomme/ krater

Lomme/krater (figur 1.3 A) topoligen er optimal for substrater med mange tilgjengelige ender
pa overflaten og er tilskrevet enzymer med eksoaktivitet. Siden katalyse krever at

polysakkarid- kjeden tres gjennom lommen er enzymer med denne type aktivt sete lite
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effektive pa substrater med fa, frie kjede-ender [3]. Dybden og formen av lommen reflekterer

antall subseter som bidrar til binding [30].

Klgft/ grop

Enzymer med klgft/grop topologi (figur 1.3 B) tillater tilfeldig binding av mange ulike sukker
pa grunn av den apne strukturen. Denne topologien er derfor ofte funnet hos enzymer med
endoaktivitet [3].

Tunnel

Tunnelstrukturen (figur 1.3 C) har evolvert fra klgft/ grop- strukturen og har utviklet lange
looper som dekker deler av klgften og danner pa denne maten en tunnel. Studier har vist at
denne topologien tillater disse enzymene a frigjare produktet mens de fremdeles er bundet til
substratet. Det er enna uklart om sukkerkjeden initielt entrer det aktive setet pa ekso- mate
ved a bli tredd gjennom tunnelen, eller om det entrer pa endo- mate ved at loopene periodevis

kan apnes [3].




Introduksjon

A) B) C)

Figurl.3: De tre ulike typene aktive seter til glykosyl hydrolasene. A) Topologien til lomme/
krater. B) Topologien til klgft. C) Topologien tunnel. De antatte katalytiske residuene er
farget i rgdt [3].

1.5.3 Mekanisme

Det finnes to hovedmekanismer for enzymatisk hydrolyse av glykosidbindinger. Begge
mekanismene skjer via generell syrekatalyse og er avhengig av to viktige
karboksylsyreresiduer: en proton donor og en nukleofil/ base. Disse katalytiske residuene er
som oftest glutamat og aspartat, studier gjennomfgrt av W.P. Burmeister et. al. 1993 og S. J.
Crennell et. al. 1993 har vist at ogsa andre aminosyrer kan veere involvert i hydrolyse av
sukkerkjeder [35, 36]. For begge hovedmekanismene er posisjonen til proton donoren
identisk, det vil si den er i hydrogen- bindende avstand til glykosidbindingen. Glykosidaser
kutter glykosidbindingen enten ved retensjon eller ved inversjon av den anomerisk
konfigurasjonen til substratet og kalles derfor bevarende og inverterende mekanisme,

respektivt.

Om proteinet er et bevarende eller et inverterende enzym bestemmes av avstanden til det

andre karboksylsyreresiduet, den nukleofile, katalytiske basen [3].

10
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1.5.3.1 Bevarende mekanisme

Ved bevaring av konfigurasjonen til det anomere karbonet (C1) falger glykosidasene en
totrinns dobbel forskyvnings mekanisme som involverer to aktiv sete residuer hvor den ene
fungerer som syre/base og den andre som en nukleofil [37] (figur 1.4). Bevarende
glykosidaser har den katalytiske basen proksimalt til det anomere karbonet og den

gjennomsnittlige avstanden mellom de to katalytiske residuene er ~5.5 A [3].

| det farste steget fungerer det ene av de to karboksylsyreresiduene som syrekatalysator og
protonerer glykosid oksygenet. Det andre karboksylsyreresiduet fungerer som nukleofil og
angriper det anomeriske senteret og danner et glykosyl-enzym kompleks via et
oksokarbeniumion. Hydrolysen gjennomfares ved at et vannmolekyl protonerer det residuet
som tidligere fungerte som syrekatalysator. Dette residuet fungerer da som base. Det
deprotonerte vannmolekylet agerer som nukleofil mot oksokarbeniumionet, og den katalytiske
basen blir den utgaende gruppen [38]. Siden vannmolekylet angriper karbonet fra samme side
som den utgaende gruppen var bundet, opprettholdes den stereokjemiske konfigurasjonen.

Figur 1.4 viser de to stegene i katalysen.

Syre/ base ¥
HoIo -o: ;o -o: ;o ’: -o: ;o HO: ;o
OH ( OH H OH OH ot OH
. Ro’%&‘é\; RO Q "

NH | by &
N} O=<
: 0.0 ;
0=<CH 0.0 0=<CH 0.40 o< 0,0 o< o oy OO
’ A I CHy CHa
Nukleafil
R = BleNAc Oksokarbeniumion

Figurl.4: Viser retaining mekanisme i glykosidaser. Reaksjonen skjer i to steg ved at det og

resulterer i opprettholdelse av den anomeriske konfigurasjonen til substratet[39].
1.5.3.2 Inverterende mekanisme

Inverterende glykosidaser benytter en enkel forskyvnings mekanisme med hjelp fra en
generell syre og en generell base [37]. | motsetning til hos bevarende proteiner skjer denne
reaksjonen i ett steg ved at den utgaende gruppen sparkes ut samtidig som vannmolekylet

angriper det anomere karbonet. I enzymer som anvender denne mekanismen er avstanden

11
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mellom de to Katalytiske residuene ~10 A, som falgelig gir plass til vannmolekylet mellom

basen og sukkeret [3].

Hos inverterende glykosidaser fungerer det ene karboksylsyreresiduet som en generell syre,
mens det andre fungerer som en generell base som aktiverer vann ved deprotonering for
nukleofilt angrep pa C1. I likhet med dobbel forskyvningsmekanismen, involverer ogsa denne

reaksjonen et oksokarbeniumion intermediat.

Siden vannmolekylet her angriper det anomere karbonet fra motsatt side som den utgaende
gruppen er bundet, resulterer denne mekanismen med inversjon av den opprinnelige
stereokjemiske konfigurasjonen [40]. Det vil si at hydrolyse av a- glykosidbinding vil danne

produkt med B- konfigurasjon, og vice versa.

Figur 1.5 viser mekanismen for inverterende glykosidaser.

X T, | B

HO" 0 -0” 0 i -0 70
OH OH H s o]
RO o, RO Q .-0% RO
HO R —_— HO ’H ] HO NH OH
O#NH LO‘Hr\ NH “‘o 5" ol 0=( .
4 4 O=H---
Base CHy H & fo O=<CH3H E Cha

R = BleNAc Oksokarbeniumion

Figur 1.5: Viser inverting mekanisme i glykosidaser. Reaksjonen skjer i ett enkelt trinn ved
nukleofilt angrep pa Cl av et aktivert vannmolekyl samtidig som den utgaende gruppen
avsettes. Produktet av katalysen vil ha motsatt konfigurasjon enn substratet i utgangspunktet
hadde [39].

12
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1.5.4 Prosessivitet

Polymerer, og nedbrytningsprodukter av disse, er essensielle for alle levende organismer.
Naturen har derfor utviklet effektive mekanismer for degradering av disse molekylene.
Enzymer som degraderer polymerer gjor dette ofte pa en prosessiv, eller “multiple attack”,
mate. Det betyr at enzymene utfarer flere hydrolytiske kutt uten substratdissosiering [41].
Prosessiv degradering tenkes a forbedre den katalytiske effektiviteten til det aktuelle enzymet
da det reduserer antall ganger proteinet ma utfare den energetisk ugunstige prosessen med a
tilgjengeliggjere og binde en enkelt polymerkjede [5]. Studier av prosessivitet i ulike enzymer
er derfor viktig. Et aktuelt eksempel pa dette er nedbrytning av cellulose (sveert likt kitin) i
treverk til glukose ved hjelp av glykosidaser. Glukose kan benyttes til etanolproduksjon som
videre kan benyttes som transportdrivstoff. Da hovedsaklig som biodrivstoff i tillegg til
bensin. Det jobbes derfor med a finne et protein som gjgr at utvinning av bioetanol fra

temmer gar raskere [27].

Basert pa grad av lukking rundt substratet kan prosessive enzymer deles inn i to
hovedkategorier. | den ene gruppen lukker enzymet seg kun delvis rundt substratet, mens i
den andre gruppen er lukking rundt substrat fullstendig. I den sistnevnte kategorien oppnas
lukking enten ved at enzymet besitter en asymmetrisk struktur eller en symmetrisk toroide. I
begge tilfellene er enzymet og substratet topologisk bundet sammen, noe som forklarer
hvorfor ikke enzymet dissosierer. Den strukturelle basisen for enzymer som kun delvis lukkes
rundt substratet ved katalyse er derimot ikke opplagt. Generelt vil disse proteinene binde
substratet og oppna prosessivitet ved hjelp av en stor interaksjonsoverflate. Dette gjer at
enzymet kan binde substratet med moderat affinitet pa flere seter, fremfor & binde sterkt til fa

seter. Dette tillater glidning” av substratet gjennom det aktive setet [41].

Studier har vist at delvis eller fullstendig lukking av enzym rundt substrat ser ut til & veere

avgjegrende, men at struktur alene ikke er tilstrekkelig, for prosessivitet [41].

13
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1.6 Kitinaser

Kitinaser er en gruppe enzymer som hydrolyserer glykosidbindinger i det linezere
polysakkaridet kitin [42]. Kitinasene finnes i stor variasjon i organismer fra prokaryoter til

menneske.

| organismer som inneholder kitin spiller kitinasene en viktig rolle for opprettholdelse av
normal livssyklus, i form av celledeling og tidlig utvikling [43]. Planter som produserer
kitinaser bruker disse som forsvar mot patogene mikroorganismer, mens flere bakterier og
fungi benytter de kitinolytiske enzymene til  produsere mindre fragmenter av kitin som igjen

benyttes som energikilde.

Det humane genomet koder for atte familie 18 kitinaser (seksjon 1.6.1)[44]. Dette til tross for
at pattedyr ikke er kjent for verken a syntetisere kitin eller nyttiggjere den som nzring. To av
de humane kitinasene har vist enzymatisk aktivitet, human-chitotriosidase (HCHT) og
Acidic Mammalian Chitinase (AMCase). De resterende mangler den katalytiske glutamat-
residuen som fungerer som protondonor i hydrolysen og er derfor trolig lektiner

(sukkerbindende proteiner).

1.6.1 Klassifisering

Som tidligere nevnt klassifiseres glykosyl hydrolasene etter aminosyresekvenslikhet, og har til
na blitt delt inn i mer enn 100 ulike familier [45]. Dette oppdateres kontinuerlig. Pa basis av
deres mekanisme og sekvenshomologi faller kitinasene inn under glykosyl hydrolase
familiene 18 og 19. Medlemmer av familie 18 kitinaser viser en substratassistert

reaksjonsmekanisme, mens de i familie 19 viser en ”fold-0g-reaksjons” mekanisme [46].

Familie 18 inneholder Kitinaser fra bakterier, virus, fungi, og dyr, samt klasse Il og V fra
planter [44, 47]. Klasse I, 11 og 1V, i motsetning til de to foregdende kitinase klassene tilharer
familie 19. Denne familien inneholder hovedsakelig kitinaser fra planter. De to kitinase

familiene viser ingen sekvens- eller tredimensjonal struktur likhet [47].

14
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Det katalytiske domenet, eller (o/B)g-barrel (TIM-barrel), i familie 18 kitinaser er et
konservert signatur motiv, DXXDXDXE . Dette domenet befinner seg pa den fjerde B-strand i
det aktive setet [48, 49]. Glutamat residu (E) i dette sekvensmotivet er den katalytiske
syre/basen i glykosylhydrolysen [50].

Familie 19 kitinasene har et stort innhold av sekunderstrukturen a-heliks [49]. De to

familiene inneholder bade ekso- og endokitinaser [43].

1.6.2 Serratia kitinaser

Den Gram-negative Kitinolytiske jord bakterien, Serratia marcescens, produserer flere
ekstracelluleere enzymer, der i blant Kitinaser. S. marcescens er en av de mest effektive
bakteriene for degradering av kitin vi kjenner til. Den sekreterer tre ulike Kkitinaser; kitinase A
(ChiA), kitinase B (ChiB) og kitinase C (ChiC1), og et hydrolytisk produkt av denne,
(ChiC2), en kitobiase (en glykosylhydrolase som hydrolyserer kitobiose), og det kitin
bindende proteinet CBP21 [43].

ChiA, ChiB og ChiC fra S. marcescens, pa bakgrunn av deres sekvenslikhet, tilhgrer alle tre
familie 18 kitinasene. Alle inneholder det karakteristiske DXXDXDXE sekvens motivet i det
aktive setet som er spesielt for familie 18 kitinasene. | tillegg til det katalytiske domenet
inneholder enzymene ett eller flere domener som tenkes & vare involvert i binding av det
ulgselige polymeriske substratet [51]. | dette studiet har det kun blitt jobbet med familie 18
kitinasen, ChiB.

Figur 1.6 viser en sammenligning av sekvensen til de tre familie 18 kitinasene fra S.

marcescens.
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Figur 1.6: Sammenligning av sekvensene til ChiA, ChiB og ChiC 1 fra Serratia marcescens.
Av figuren kommer det frem at ChiA har et Fnlll liknende domene i stedet for det kitin
bindende domene til ChiB. ChiC 1 inneholder begge domenene [51].

1.6.2.1 ChiA

ChiA bestar av i alt 540 residuer. Den er lokalisert ekstracelluleaert og har et aktivt sete som
kan binde opp til seks GIcCNAc enheter. ChiA inneholder TIM-barrel og en dyp
substratbindende kloft. Denne kloften har ikke noe “’tak” og er i tillegg dpen 1 begge ender.
Dette resulterer i at substratet kan komme inn fra begge sider, noe som stgtter opp om teorien
om at ChiA er et ekso enzym [51]. Studier av K.M. Varum et. al. 2006 foreslar imidlertid at
bade ChiA og ChiB er prosessive endoenzymer nar substratet er lgselig i form av kitosan [52].
Hele strukturen til ChiA har blitt bestemt og har vist et 114 residu langt domene med en fold

som ligner fibronectin I11 som bidrar til substratbinding [51, 52].

1.6.2.2 ChiC

ChiC(ChiC 1) bestar av et katalytisk domene og to kitinbindene domener som er lokalisert C-
terminalt i sekvensen. ChiC har en mer apen substrat-bindende klgft sammenlignet med ChiA
og ChiB (beskrevet nedenfor). ChiC forekommer ogsa i en form hvor de to kitinbindende
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domenene er hydrolysert av og refereres til som ChiC2. Dette fragmentet bestar kun av det
katalytiske domenet og er 479 residuer langt. ChiC har vist seg a veere et ikke-prossesivt

endoenzym [51, 52].

1.6.3 ChiB

Strukturen til ChiB fra S. marcescens at enzymet i hovedsak bestar av et katalytisk domene,
residuene 1-425, hvor den karakteristiske TIM- barrel inngar (residuene 295-373). Det
inneholder i tillegg et konservert glutamat residu, Glu144, som fungerer som en syre under
katalysen. Den katalytiske Glu144 er lokalisert i enden av B- strand 4 i TIM-barrel. Bak
denne, pa vei vekk fra det aktive setet og ned mot TIM-barrel kjernen ligger en rad av aspartat
residuer (Aspl142, Asp140 og Aspl37). Disse utgjer sekvens motivet DXXDXDXE som er
karateristisk for alle familie 18 kitinaser [53].

Videre inneholder enzymet en linker, residuene 426- 450, og et kitin bindende domene, som
refereres til som ChBD, residuene 451-499. I tillegg har ChiB en ”support” loop og en
fleksibel loop som utgjer “taket” over det aktive setet. Dette "taket” gjor at den substrat-
bindende klaften har en relativt lukket struktur, og far et tunnellignende” utseende. Dette i
motsetning til ChiA og ChiC som har en mer apen struktur. Strukturen til ChiB viser at den
har en avlang form, og er pa det lengste 81 A langt. Det aktive setet utgjer en avlang klgft
gjennom enzymet som er ~ 40 A lang, 20 A dyp og 15 A bred[53].

Krystallstrukturen til ChiB antyder at denne er en eksokitinase som degraderer kitinkjeder ved
a kutte av dimerer og trimerer (NAG,, NAG3) fra den ikke- reduserende enden.

Som tidligere nevnt inneholder ChiB i tillegg til det katalytiske domenet med TIM-barrel fold,
et kitin bindende domene (ChBD) som kan interagere med den reduserende enden pa
substratet [54]. Fordi ChBD forlenger den substrat-bindende klgften pa den siden hvor den
reduserende enden til substratet binder, antas det at enzymet degraderer kitinkjeden fra den
ikke-reduserende enden, som et eksoenzym[51]. Studier utfgrt av P. Sikorski et. al. 2006 viser
til at denne teorien kun er gjeldende for degradering av kitin og ikke kitosan hvor den i tillegg

fungerer som et endoenzym [52].
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1.6.3.1 Det aktive setet

Det aktive setet i ChiB bestar av seks subseter, -3 til +3 [14, 55, 56].

Sukkeret i -3 subsetet danner fem interaksjoner med enzymet, fire hydrogenbindinger og en
apolar kontakt [53]. I -2 subsetet er det lite interaksjoner mellom sidekjeder og substrat, med
unntak av noen fa apolare residuer som interagerer med -1 subsetet. -1 har, sammenlignet med
de andre subsetene mest protein kontakt. Totalt dannes 10 sidekjeder interaksjoner med
sukkeret i denne posisjonen. De fleste av interaksjonene er apolare. | dette subsetet
forekommer konformasjonsendringen av -1 sukkerenheten som er viktig for hydrolyse av
kitin. +1 subsetet er karakteristisk pa grunn av oksygenatomet fra den katalytiske Glu144, i

tilegg til fem andre residuer, som bidrar til dannelse av i alt fem hydrogenbindinger [53].

ChiB har en 55 A lang linear sti med aromatiske aminosyrer pa overflaten som strekker seg
inn i det katalytiske setet [53]. Disse aromatiske residuene bestar i hovedsak av tryptofan og
tyrosin. Aminosyrene danner hydrofobe interaksjoner med sukker polymeren. Mengden
interaksjoner mellom den aromatiske aminosyren og sukkerpolymeren er avhengig av om
aminosyren er posisjonert parallelt med substratet, eller vinkelrett pa.

En parallell posisjonering vil fare til en stgrre kontaktflate og derfor flere interaksjoner enn en
vinkelrett posisjonering. Pa motsatt side av de aromatiske residuene befinner det seg noen fa
polare residuer, disse danner spesifikke hydrogenbindinger med N- acetyl gruppene pa Kitin

polymeren, og bidrar derved til stabilisering.

1.6.3.2 Det kitin bindende domenet, ChBD

Hele ChBD er 49 residuer langt og er et C- terminalt domene. Tre antiparallelle -strands
utgjer det kitin bindende domene, disse henger sammen ved hjelp av lange loops. Domenet
har to aromatiske residuer eksponert pa overflaten, Trp479 og Tyr481. Disse er de farste i
rekken aromatiske residuer som danner stien som gar inn i det aktive setet, beskrevet ovenfor.
De eksponerte residuene befinner seg alle med lik avstand til hverandre, = 11 A [53]. Dette
tilsvarer lengden mellom ekvivalente atomer i den farste og tredje N- acetylglukosamin
(GIcNAC) og i en trimer, (GICNAC)s.
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| rekken av aromatiske residuer befinner det seg noen fa polare. Det antas at disse finnes der
for & danne spesifikke hydrogenbindinger med N- acetyl gruppen, noe som er viktig for

binding av substrat.

ChBD er festet til det katalytiske setet ved hjelp av en linker. Denne starter pa residu 424,
samme posisjon som den siste a-heliksen som utgjer TIM barrel kjernen, og avsluttes ved den
farste residuen i ChBD, residu 451 [53].

1.6.4 Mekanisme substrat assistert katalyse

Ulike studier av familie 18 kitinaser har vist at mekanismen som benyttes for degradering av
Kitin er substrat assistert katalyse. Katalysen forekommer ved retensjon av den anomere
konfigurasjonen hvor karbonyl-oksygenet pa N-acetylgruppen i sukkerenheten, fremfor et
syre-residu, opptrer som en nukleofil[54, 57-59]. Hydrolysen har en absolutt preferanse for en
acetylert sukkerenhet i — 1 subsetet og binding av en deacetylert enhet vil vaere non- produktiv
[14]. Figur 1.7 viser foreslatt mekanisme og Asp140, Asp142 og Glul44, konservert i familie

18 kitinaser, vises under flere trinn av katalysen [47].

Reaksjonen initieres av en konformasjonsendring av -1 sukkerringen til batkonformasjon nar
substratet binder enzymet [52, 54, 60]. Substratbinding forarsaker i tillegg rotasjon av Asp-
142 mot Glu-144. Dette resulterer i tap av hydrogenbinding mellom Asp- 140 og Asp-142 og
muliggjer samtidig hydrogenbinding mellom hydrogenatomet pa Asp-142 og Glu-144. Videre
protonerer Glu-144 det anomere oksygenatomet som binder GlcNac- residuene -1 og +1
sammen. Karbonylgruppen pa N- acetyl gruppen utfgrer et nukleofilt angrep pa det anomere
karbonet og et positivt ladet oksasoliniumion intermediat dannes [54, 60]. Dette forklarer
hvorfor mekanismen er kritisk avhengig av en N- acetyl glukosamin enhet posisjonert i -1
subsetet [43, 54, 60]. Den positive ladningen stabiliseres gjennom interaksjoner med et
konservert Asp- residu i nerheten av Glu- residuet [61-63]. Hydrolyse av oksasoliniumionet
av et innkommende vannmolekyl farer til protonering av Glu-144 og fullferer reaksjonen.
Asp-142 roterer tilbake til utgangsposisjon hvor den deler proton med Asp-140 [54, 60].
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Figur 1.7: Viser en foreslatt katalytisk mekanisme. Asp140, Asp142 og Glu144, konservert i
familie 18 kitinaser, vises under flere trinn av katalysen. (A) Asp142 har for stor avstand til &
interagere med Glu144. (B) Binding av substrat, kun i -1 subsetet til enzymet, gjar at man far
en konformasjonsendring i pyranoseringen til batkonformasjon i tillegg til rotasjon av
Asp142 nermere Glul44. Forskyvningen av Asp142 muliggjer hydrogenbinding mellom
Aspl42 og Glul44. (C) Hydrolyse av oksasoliumion intermediatet fgrer til protonering av
Glul44 og rotasjon av Asp142 tilbake til sin initielle posisjon hvor det deler proton med
Asp140 [60].

1.6.5 Prosessivitet og kitinaser

Degraderingsstudier av kitin og kitosan med kitinaser fra S.marcescens stgtter opp under en
prosessiv mekanisme for ChiA og ChiB og en ikke- prosessiv mekanisme for ChiC [55].
Substratbindingsklgften i ChiB har aromatiske residuer, spesielt tryptofan residuer, og disse
tenkes a vere viktig for prosessiviteten til enzymet [64, 65]. De hydrofobe interaksjonene er
nonspesifikke og bidrar til en stor interaksjonsoverflate, som sikrer en sterk, men flytende”
binding [4]. Samtidig hindres sterke bindinger pa spesifikke seter som kan hemme glide-
bevegelsen av substratet. Det finnes eksempler som viser at mutasjon av slike aminosyrer

reduserer prosessiviteten, men gker aktiviteten til proteinet [5, 64]. Endring av residuene
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Trp97, Phe190, Phe191, Trp220, Tyr240 og Trp403 har alle vist seg & ha negativ effekt pa
prosessiviteten til ChiB[64]. For ChiB er det ogsa antatt at det lukkede “taket” bidrar til
redusert diffusjon av substratkjeden og dermed gkt prosessiv hydrolyse. Tidligere studier
utfgrt av S. J. Horn et. al. 2006 av Asp316 residuet lokalisert i ”taket”, har i midlertidig vist at
dette ikke er dominerende faktor for prosessivitet i ChiB [64]. Figur 1.8 viser det lukkede
“taket” i ChiB nar sukkerkjeden er bundet, samt de aromatiske residuene som befinner seg i

enzymets substratbindingsklgft.

Figur 1.8: lllustrerer det lukkede “taket” i ChiB ndr substratet er bundet og bidrar til tett
enzym- substrat kontakt ved katalyse [64].

Studier utfert av blant annet M. Baretto et. al. 2001 belyser ogsa andre faktorer enn
enzymmutasjoner som er avgjgrende for prosessivitet [66]. Et eksempel pa dette er
tilgjengelighet av substrat hvor ultra- sonikering av kitin har vist seg a endre substratets
morfologi og dermed gjare det mer tilgjengelig for hydrolyse [66].

Et annet muligens medvirkende forhold kan veere tilstedeveerelsen av det kitin- bindende
proteinet, CBP21, som ogsa har vist seg a bidra til gkt substrattilgjengelighet (seksjon 1.6)
[67].
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Som beskrevet i seksjon 1.2 er de strukturelle og funksjonelle komponentene i kitin,
disakkarider som er rotert 180° i forhold til hverandre (avsnitt 1.2.1) [6]. Noen av subsetene i
det aktive setet til ChiB er spesifikke for retningen av N- acetyl gruppene i substratet. Spesielt
subsete -1 har en absolutt preferanse for korrekt binding av en N- acetyl gruppe. Falgelig ma,
dersom katalysen er prosessiv, kitin- kjeden forflytte seg to enheter far neste hydrolytiske kutt
kan skje[14]. Dette forklarer hvorfor produktene i Kitinhydrolyse hovedsakelig er dimerer
(GIcNAC)s.

Den initielle bindingen av ChiB til kitinkjeden involvere binding fra -3 subsetet eller
-2 subsetet. Katalyse- produktet fra det farste steget kan derfor vere en dimer eller en trimer,
hvor trimeren vil hydrolyseres videre til en monomer og en dimer. Dette resulterer i at

fullstendig hydrolyse av kitin nesten utelukkende vil gi monomerer og dimerer.

| tilfeller hvor kitosan er substratet, kan enzym- substrat komplekser som dannes ved
prosessiv degradering veere non- produktiv da sukkeret bundet i -1 subsetet kanskje mangler
N- acetyl gruppen som kreves for hydrolyse. Kitosan- kjeden vil da forflytte seg videre to
enheter til den stater pa en acetyl- gruppe. Dette vil fare til dannelse av lengre, partall antall
oligomerer som er typisk for prosessiv degradering [64]. Resultatet viser at non- produktiv
bindinger ikke ngdvendigvis falges av frigjgring av substrat, men heller konstitutiv

relokalisering av sukker- kjeden [14].

Figur viser skjematisk enzym- substrat kompleks av ChiB og en kitinkjede. Enzymet har seks
subseter nummerert fra -3 til +3. En korrekt posisjonert N- acetyl gruppe (vist som ball and

stick”) 1 -1 setet er ngdvendig for katalyse [64].

| dette studiet har prosessivitetsanalyser blitt utfert pa det vannlgselige substratet kitosan og
kitin. Kitinasers naturlige substrat er kitin, og prosessivitet ansees til & bidra til gke effektiv
degradering. Ved a studere prosessivitet mot begge substratvarianter kan man fa innblikk i om
enzymene oppfoerer seg likt mot begge varianter og om det er mulig & “overfore” resultatene

oppnadd for kitin til resultatene oppnadd for kitosan.
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Figur 1.8: lllustrer skjematisk degradering av kitin med ChiB. For at katalyse skal skje ma
det vaere en N- acetyl gruppe i -1 posisjon i enzymets aktive sete. Etter det initielle kuttet vil

kitinkjeden forflytte to enheter slik at neste N- acetyl gruppe kommer i -1 subsetet [55].
1.6.5.1 Maling av prosessivitet i kitinaser

Maling av prosessivitet hos kitinaser kan utfares ved hjelp av ulike metoder. Blant disse
finner man starrelseseksklusjonskromatografi hvor produktene fra degradering av kitosan
separeres med henhold pa starrelse (seksjon 1.8.4). Et prosessivt enzym vil gi kromatogram
med topper hovedsaklig bestdende av partall oligomerer, mens et ikke- prosessivt enzym vil

gi en tilfeldig fordeling av partall og oddetalls kjedelengder.

Den kinetiske parameteren ke (turnover number) vil ogsa kunne relateres direkte til
prosessivitet. Dette gjelder midlertidig kun nar substratet er lgselig kitosan (seksjon). Hvor
hgy grad av prosessivitet tenderer til & gi lavere k. Dette fordi det hastighetshestemmende
trinnet er dannelse av produkt og frigjgrelse av dette. Nar substratet er kitin er
hastighetsbestemmende trinnet binding til substrat og kinetikken til prosessiviteten kan ikke

observeres da denne kommer etter det hastighetsbestemmende steget.

Bestemmelse av forholdet mellom konsentrasjon av dimer og konsentrasjon av monomer
([A2]/ [A1] ratio) ved hjelp av "high performance liquid chromatography” (HPLC) vil og
kunne gi et mal pa prosessivitet hos kitinaser. Oligomerer av ulik starrelse vil retarders i ulik
grad og vises som ulike topper i kromatogrammet, hvor konsentrasjonen av
kitooligosakkaridene kan bestemmes ved og sammenligne med kjente standardprever (seksjon
1.8.5). Hayere ratio vil indikere hgyere grad av prosessivitet siden [Al] indikerer initiell

binding.
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En annen benyttet metode for beregning av prosessivitet er maling av viskositet og estimering

av antall kutt per binding, Ncuts (seksjon 1.11).

1.7 Kitinbindende protein CBP21

Jordbakterieren S.marcescens produserer, som tidligere nevnt, tre typer kitinaser ChiA, ChiB
og ChiC. Nar bakterien dyrkes med kun kitin som karbonkilde, produserer den i tillegg et
ikke- katalytisk kitinbindende protein som refereres til som CBP21. Proteinet tilhgrer CBP
familie 33 og har en spesifikk preferanse for binding til B- kitin. Binding av CBP21 til det
ulgselige substratet forer til strukturendringer i kitin og opplgsning av individuelle polymerer,

som falgelig gjer substratet mer tilgjengelig for degradering av kitinaser [67, 68].

| motsetning til majoriteten av CBP- proteinene som benytter eksponerte aromatiske
aminosyrer for interaksjon med substratet, mangler CBP21 aromatiske overflate- residuer.
Mekanismen til CBP21 er ikke kjent, men det er vist at proteinet utever sin effekt gjennom
konserverte, hydrofile sidekjeder. Interaksjoner mellom disse spesifikke aminosyrene og kitin
er viktig for endring av substrat- strukturen, samt bindingen av CBP21 til Kitin [67].

Figur 1.9 illustrerer overflaten til proteinet, hvor de interagerende residuene er farget bla.
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Figur 1.9: Bildet viser overflatestrukturen til CBP21- proteinet. Residuer som er mer enn
90 % konservert er farget blatt og det er i hovedsak disse som deltar i tilgjengeliggjaring av,
og binding til kitin [67].

Studier utfert av G. Vaaje- Kolstad et. al. 2005 har vist at binding av CBP21 til krystallinsk 3-
kitin, gker hydrolysehastigheten nar substratet degraderes av ChiA, ChiB eller ChiC [67].
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1.8 Kinetiske og termodynamsike parametere
1.8.1 Kcat

Kcat, turnover number, er definert som maks antall substratmolekyler et enzym kan omdanne
til produkt per katalytiske sete per tidsenhet. | dette tilfellet antall glykosidbindingsbrudd per
minutt[69]. Parameteren gir et direkte mal pa den katalytiske produksjonen av produkt under

optimale forhold, det vil si ved substratmetning, og kan kalkuleres ved hjelp av likningen:

TMEx

kcﬁt [E]

(likning 1.1)

keat €r folgelig et mal pa katalytisk aktivitet og representerer kinetisk effektivitet til et enzym
[69].

Som tidligere nevnt har mange kitinaser (og cellulaser) vist en prossesiv mekanisme ved
degradering av substrat. Dette tenkes a veere gunstig da prosessivitet gker
substrattilgjengelighet. Studier av H. Zakariassen et. al. 2010 viser derimot at dette kun
gjelder for ulgselige substrater [70]. Mot mer lgselige og tilgjengelige substrat kan
prosessivitet faktisk redusere katalytisk effektivitet (kcar). Grunnen til dette er at
hastighetsbestemmende trinnet for degradering av uleselig krystallinsk B- kitin er dannelse av
enzym- substrat kompleks, altsa binding av enzym til substrat. Falgelig vil det veere mer
katalytisk effektiv a utfare flere hydrolytiske kutt nar kitinasen farst har utfart den energetisk
ugunstige prosessen med & binde substrat. Nar substratet er lgselig kitosan er derimot det
hastighetshestemmende trinnet dannelse av produkt og frigjerelse av dette. Falgelig er grad av

prosessivitet reflektert i den kinetiske parameteren k., for kitosanhydrolyse [70].
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1.8.2 Dissosiasjonskonstant (Kp) og Gibbs frie energi (AG)

| biokjemi er dissosiasjonskonstanten (Kp) en termodynamisk likevektskonstant som
beskriver tendensen et makromolekyl har til & dissosiere fra en ligand. Kp kan og benyttes for
a beskrive den reversible assosiasjonen mellom et protein (P) og dets substrat (S) etter

falgende likevektsligning:

ES < E+35

(likning 1.2)

Hvor ka og kd er hastighetskonstantene for assosiasjon og dissosiasjon av protein-
substratkomplekset, respektivt.

Kp er spesifikk for en type protein- substrat interaksjon og lavere Kp indikerer sterkere
binding [71].

| en bindingsreaksjon mellom et enzym og et substrat vil konsentrasjon av fritt enzym kunne
observeres som absorbansforandring i et UV- spektra. Videre kan konsentrasjon av enzym
bundet til substrat estimeres og et ikke- linegert plott av [enzym fritt] mot [enzym bundet]vil gi

Kp for bindingsreaksjonen:

[Enzym fritt]
Kp + [Enzym fritt]

[Enzym bundet] = B, X (
(likning 1.3)

Bmax er maksimal binding. Kp er lik enzymkonsentrasjonen ved halv Bax.
Binding av ChiB til sukkerkjeden er essensielt for at enzymet skal kunne utfgre sin katalytiske
funksjon. Hvor sterk protein- substrat interaksjonen er vil ogsa vere avgjgrende for enzymets
aktivitet. Mutasjoner av residuer involvert i substratbinding kan fare til endring i affinitet for
det aktuelle substratet, og dermed ogsa endring i dissosiasjonskonstanten, Kp. Maling av Kp
pa ulike ChiB mutanter vil fglgelig kunne gi informasjon om hvilke aminosyre- residuer som

er avgjgrende for binding av kitin til ChiB.
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Gibbs frie energi beskriver stabiliteten til et biologisk kompleks, og er den viktigste
termodynamiske beskrivelsen for en bindingsreaksjon.

Gibbs frie energi (AG) kan relateres til dissosiasjonskonstanten Kp gjennom ligningen:

AG = RTInK
? (likning 1.4)

Der R er den generelle gasskonstanten (1,987 cal/ K-mol) og T er temperaturen i grader
Kelvin. Bindingsreaksjonen vil veere spontant dersom AG er negativ, det vil si dersom Kp > 1
[72].

1.9 Seterettet mutagenese

Bruksomradene for de fleste ulike enzymer har veert preget av enzymenes ekstremt gode
tilpasning til naturlige biologiske prosesser, men ikke like gode tilpassning til den industrielle
teknologien [73, 74]. Ved a benytte metoder som enzym engineering i laboratorium har man
kunnet foreta gnskede endringer av enzymer for bedre tilpassning til industrien. Endringer av
enzymers egenskaper har fert til ny kunnskap om hvordan enzymene fungerer [73, 75].
Seterettet mutagenese er en viktig metode for & studere proteiners egenskaper og virkemater.
Slike studier kan gi gkt kunnskap som gjar at man lettere kan designe mutanter med gnskede
egenskaper.

In vitro seterettet mutagenese er en teknikk for a studere DNA modifisering i molekyleaer
biologiske studier samt forholdet mellom struktur og funksjon i proteinet ved hjelp av a
mutere en enkel residu. Det er ogsa et verktay for a se pa genutrykk og vektor
modifikasjoner[76, 77]. | dag er den enkleste og mest brukte metoden den kommersielle
QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis System (QCM) utviklet av Stratagene (La Jolla,
CA) [77]. Ved a kombinere seterettet mutagenese medpolymerase chain reaction (PCR) kan
man benytte metoden pa dobbelttradet DNA (dsDNA). Dette har tidligere ikke har vert
mulig. Ved a benytte PCR oppnar man separering av de to komplementaere DNA tradene ved
et temperaturavhengig denaturerende trinn, i tillegg til polymerisering av PCR primere som

inneholder den aktuelle mutasjonen [76].
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Ved & benytte denne metoden blir det dannet et nytt gen for enzymet som inneholder den
gnskede endringen, slik er det mulig & endre det aktive setet i kitinaser. Subsetene endres, slik
at substrat og produkt spesifisiteten til enzymet endres, og man kan lage enzym varianter til &
effektivt degradere Kitin og kitosan.

1.10 Kromatografi

Kromatografi er et samlebegrep for teknikker som benyttes for a separere ulike kjemiske
komponenter i blanding. Hovedprinsippet for denne analysemetoden er at forbindelser med
forskjellige fysiske og kjemiske egenskaper distribueres ulikt mellom to faser.

Et kromatografisk system bestar av en bevegelig mobilfase og en immobil, ikke- blandbar
stasjonerfase som vanligvis er pakket i en kolonne med en gitt starrelse. Mobil- og
stasjonerfasen velges slik at komponentene som skal separeres har ulik lgselighet i hver av
fasene. Mobilfasen og den aktuelle prgvelgsningen tvinges gjennom kolonnen hvor de ulike
forbindelsene vekselvirker med den stasjonaere fasen med ulik grad. Dette forer til at noen
komponenter retarderes mer enn andre og man vil fa en separasjon av de ulike stoffene.
Stoffene detekteres sa av en passende detektor. Signalet fra detektoren sendes vanligvis til en

datamaskin som presenterer de digitale dataene grafisk i form av et kromatogram [78].

| ionebytterkromatografi, hydrofob interaksjonskromatografi, separasjon pa kitin kolonne og
high performance liquid chromatograp (seksjon 1.10.1-1.10.3 og 1.10.5) benyttes det ofte
UV- detektorer basert pa maling av UV- absorpsjon. Det er da en forutsetning at molekylene
som skal separeres inneholder en eller flere kromoforer som absorberer den elektromagnetiske
stralingen. UV detektoren vil selektivt detektere ionene av interesse mens andre komponenter
i praven vil gi lite eller ikke noe signal.

| starrelseseksklusjonskromatografi (seksjon 1.10.4) benyttes derimot en refraktiv indeks
detektor (RI). Kitooligosakkaridene som elueres ut detekteres ofte ved hjelp av en RI detektor,
da dette er en god metode for deteksjon av sukkerpolymerer. En RI maling gar ut pa a male
brytningsindeksen til den aktuelle praven [79].
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1.10.1 lonebytterkromatografi

lonebytterkromatografi er en type kromatografi som baserer seg pa elektrostatiske
interaksjoner mellom et ladet molekyl og en motsatt ladet stasjonarfase. Kolonnematerialet
bestar av en ulgselig, ladet matriks som har bundet til seg et utskiftbart motion. Disse
motionene vil kunne byttes ut med likt ladede ioner fra mobilfasen eller pragvelgsningen.
Separasjon forekommer pa grunn av komponentenes ulike affinitet til den ladede

stasjoneerfasen [80].

Det skilles mellom to typer ionebytter: anionbytter og kationbytter. P& anionbyttere er det et
anion som er motionet, mens pa kationbyttere er et kation motionet. Retensjon av molekylene
er avhengig av pH og komponentenes isoelektriske punkt (pl). Nar bufferens (mobilfasen) pH
er over proteinets pl bar derfor en anionbytter benyttes. P4 samme mate bgr en kationbytter
benyttes dersom pH er under pl for molekylet man gnsker og rense. Applisering av prgve
skjer under betingelser som gir sterk binding av analytt til kolonnematerialet. Eluering av
analytt oppnas ved a endre betingelsene slik at pravemolekylets ladning endres og derved
slipper stasjonzrfasen [7]. Eluering kan ogsa oppnas ved a gke bufferens saltkonsentrasjon,
slik at ionene i bufferen vil fa starre affinitet til stasjonarfasen og fortrenger analytt slik at

proteinene elueres [80].

1.10.2 Hydrofob interaksjonskromatografi (HIC)

| hydrofob interaksjonskromatografi (HIC) skilles proteinene etter relativ hydrofobisitet. Det
benyttes da en stasjonarfase med moderat hydrofobisitet som vil danne interaksjoner med
hydrofobe deler av pravemolekylenes overflate. Nar pravelgsning pumpes gjennom kolonnen

vil de mest hydrofobe komponentene retarderes i stgrre grad enn de mindre hydrofobe [80].

For a gke affinitet mellom analytt og stasjonzrfase tilsettes ofte salt til pravelgsningen. Saltet
binder opp vannmolekyler slik at hydratisering avtar og pravemolekylenes hydrofobe
egenskaper gker. Eluering av analytt oppnas ved og bytte til en mobilfase med lavere
ionestyrke slik at lgselighet til analytt i mobilfasen gker. Dersom interaksjonene mellom
molekylene og kolonnematerialet er for sterk, ma elueringsbufferen i tillegg inneholde et
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organisk lgsemiddel med hgyere affinitet for stasjonaerfasen enn analytt. Den organiske

forbindelsen vil da «fortrenge» analytt slik at den elueres ut [80].

1.10.3 Rensing pa kitinkolonne

Det er mulig og rense aktive enzymer pa kolonner hvor stasjonarfasen bestar av det aktuelle
enzymets substrat[81]. Man appliserer da praven pa kolonnen under betingelser som farer til
dannelse av enzym- substrat kompleks. Kun proteiner som er spesifikt for Kitinet i
kolonnematerialet vil dermed retarderes. Proteinene elueres ved a endre betingelsene for
binding av enzym til substrat, ofte ved tilsetning av syre eller base til mobilfasen. Det er en
forutsetning at enzymet er aktivt, da inaktive enzymer tenderer til & binde irreversibelt og kun

kan elueres som denatuerte proteiner [81].

1.10.4 Starrelseseksklusjonskromatografi (SEC)

Starrelseseksklusjonskromatografi (SEC) er en analysemetode innen kromatografi som
separerer komponenter etter starrelse, eller deres hydrodynamiske volum [78]. | SEC bestar
den stasjonare fasen av et porgst pakkemateriale med en gitt porestarrelse. Molekyler som er
for store til og trenge inn i pakkematerialet vil elueres ut i den i den farste toppen sammen
med voidvolumet, V(. Dette kalles total eksklusjon. Molekyler som er mindre enn
porestarrelsen vil i ulik grad entre stasjonarfasen og dermed fa en gjennomsnittlig residenstid
i kolonnen som utelukkende er avhengig av stgrrelse. De minste komponentene som uten
restriksjoner kan trenge inni stasjonerfasens totale vaeskevolum vil elueres ut med det
maksimale elueringsvolum, Vo + V; [80]. Ulike forbindelser vil da fa ulike transittider og

elueres ut pa ulike tidspunkt. Mindre hydrodynamisk volum gir gkt retensjon.
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1.10.5 High performance liquid chromatography (HPLC)

High performance liquid chromatography (HPLC) er en instrumentell analyseteknikk som
separerer ulike stoffer i en vaeske. Metoden har et bredt anvendelsesomrade og benyttes for
kvantitativ og kvalitativ analyse innen biokjemi og analytisk kjemi. Fordelen med HPLC er at

det er mulig a separere forbindelser med hayt kokepunkt og hay molekylvekt [82].

| HPLC er kolonnen pakket med svaert sma partikler, som forbedrer metodens
separasjonsegenskaper [83]. En haytrykkspumpe farer mobilfasen og prgvelasningen
gjennom kolonnen og en analytts transitt tid bestemmes av fysiske og kjemiske interaksjoner

med stasjonerfasen. Ulike stoffer vil retarderes i ulik grad og vil dermed separeres.

1.11 Kjernemagnetisk Resonans (NMR)

Kjernemagnetisk resonans eller Nuclear Magnetic Resonans (NMR) er et eksempel pa
absorbsjonsspektroskopi [84]. NMR er en viktig metode for strukturbestemmelse av organiske
forbindelser lgst i et lgsningsmiddel. Metoden blir benyttet mye innenfor feltene biokjemi,
organisk kjemi og medisin. Ved & benytte NMR gar man helt ned pa atom niva, og kan pa

denne maten observere hver eneste kjerne i proteinet [71].

Alle atomkjerner har en positiv ladning. Noen av kjernene spinner rundt sin egen akse og
danner pa denne maten en magnetisk dipol, de oppfarer seg som magneter [84]. Det hele kan
beskrives av kjernens spinnkvantetall, I, som er kjernens tillate spinn. Det er kun kjerner med

spinn, 120, som er NMR-aktive, og kan observeres ved NMR.

Ved et pafart ytre magnetfelt vil magnetkjernene orientere seg i 21 + 1 mater. De kjernene
med ulikt antall protoner og ngytroner i kjernen vil ha kjernespinn pa Y%, 2/3, 5/2 og sa videre
[84]. For hydrogen (1=1/2) er det to mulige spinn (2(1/2) + 1 = 2) for kjernen, med klokken

(+1/2), og mot klokken (-1/2). Fenomenet illustreres i figuren under.
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Figur 1.10: Hllustrerer hvordan magnetkjernene ved et pafert ytre magnetfelt vil ha en spinn
og orientere seg i forhold til dette. | dette tilfellet for hydrogen som vil kunne orientere seg i

to mulige spinn[7].

Ved a plassere atomkjernene med spinn i pavirkning av et ytre statisk magnetfelt vil de
orientere seg med eller mot dette. Figur 1.10 viser atomkjerner som orienterer seg i forhold til
et ytre magnetfelt. De atomkjernene som orienterer seg med det ytre magnetfeltet har lavere

energi enn de som orienterer seg mot [4].

T _ hv
no applied field applied aligned excitation from the
(random orientation) field nuclei lower to the higher

energy spin state

Figur 1.11: NMR-aktive atomkjerner tilfeldig orientert da det ikke er pafert et ytre
magnetfelt. Viser videre at ved et pafgrt ytre magnetfelt vil atomkjernene orientere seg mot og
med magnetfeltet. Helt til hgyre pa figuren vises eksitering av en kjerne fra lavt til hayere

energispinn [4].

Nar atomkjernene plasseres i et magnetfelt og bestrales med elektromagnetiskstraling i et
radiofrekvensomrade medfarer dette at kjernen eksiteres fra det laveste til det hgyeste spinn-

niva. Nar den tilfarte energien er ngyaktig den samme som den forskjellen mellom de to
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energinivaene vil den absorberes av kjernen [4]. Den spesifikke frekvensen som skal til for at
dette fenomenet forekommer kalles Lamor frekvens [84]. Et plot som viser mengde energi

absorbert av praven mot pafert radiofrekvens gir et NMR-spekter [4].

Moderne NMR- instrumenter benytter en metode hvor magnetfeltet holdes konstant, mens
man tilfarer en kort puls av energi. Energipulsen gjar at alle kjernene kommer i resonans.

Signalene sorteres ved hjelp av matematisk analyse ved metoden Fourier transformering [4].

1.11.1 *H NMR

'H NMR eller proton NMR sammen med **C NMR er de viktigste NMR
spektroskopimetodene. Begge har spinn niva p& ¥z og er dermed NMR- aktive [84]. Ved *H
NMR benyttes hydrogenkjernene i en progve til strukturbestemmelse.

Kjemisk skift (3) beskriver hvor i spekteret signalet fra en bestemt atomkjerne kommer, og
males i en skala hvor man ser pé §- enheter fra signalet til en referanseforbindelse.
Referanseforbindelsen som er vanligst & benytte er tetrametylsilan (TMS). Pa grunn av sine
12 ekvivalente hydrogenatomer vises TMS i spekteret som en singlet, som gjer at det er en
god referanse. | tilegg er TMS inert og flyktig [4]. De fleste organiske forbindelser gir
signaler ved lavere felt enn TMS og har derfor positiv kjemisk skift (8) noe som gjer TMS lett

a identifisere i spekteret.

Ved 'H NMR benyttes et spekter fra +12 til -4 ppm til & studere de fleste organiske
forbindelser. Spesifikke kjemiske grupper har ulike karakteristiske kjemiske skift.

Kjemisk skift = Observert avstand fra TMS malti Hz
emisk skift =6 = m
J Spektrometerfrekvens malti MHz PP

(likning 1.5)

Arealet under signaltoppene i et *H NMR spektrum er direkte proporsjonale med antall *H-
kjerner som gir opphav til toppen [4].
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”Spin-spin splitting” bidrar til verdifull informasjon om antall nabo atomer, og med det
molekylets struktur. NMR signalet fra et proton blir ofte splittet opp i flere linjer i spekteret,
dette pa grunn av interaksjoner med protoner som sitter pa karbon atomene i narheten.
Signalet til et spesifikt proton vil splittes av protoner pa “nabo” karbonet inn i n+1 topper

(hvor n er antall tilstetende proton).

NMR kan benyttes til & se pa nedbrytningsgrad, a, av ulike sukkerpolymerer blant annet
kitosan. a er definert som antall hydrolyserte glykosidbindinger dividert pa det totale antall
glykosidbindinger i en sukkerpolymer [14, 52].

Progresjonen i degradering av sukkerpolymeren kan bestemmes som gjennomsnittlig fraksjon
av glykosidbindinger i kitosanen kuttet av enzymet [14]. Ved & male gkning i resonans av
reduserende ender relativ til resonansen fra interne anomere protoner kan

polymeriseringsgraden, DPn, estimeres. o ble videre funnet ved a dividere DPn pa 1.

Analysen brukes til bestemmelse av nedbrytningsgrad, a, som plottes mot tid. Videre kan Kca

(seksjon 1.8.1) estimeres ved hjelp av falgende likning (jamfer likning 1.1):

S
_05
[Enzym]

% [A2]
k

cat

(likning 1.6)
S er stigningstallet i grafen nedbrytningsgrad (o) mot tid. Tallet 0,5 indikerer maks
a, det vil si at kitinasen kan i teorien bryte ned til a = 0,5. Det vil da veere kun dimerer

igjen. [A2] tilsvarer teoretisk maks antall dimerer i lgsningen.
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1.12 Massespektrometri (MS)

MS er en teknikk som opererer i hgyvakuum og kan benyttes for analyse av flere ulike
forbindelser. Metoden benyttes i dag til sekvensering av proteiner og peptider, identifisering
av oligonukleotider og analyser av komplekse glykokonjugater i tillegg til klassisk analyse av

organiske forbindelser [85, 86].

| hovedsak bestar et MS instrument av en ionekilde, en analysator og en detektor. lonekilden
har som oppgave a introdusere molekylene til instrumentet og omdanne dem til ioniserte
former. Nar ionene har forlatt ionekilden akselererer de inn i masseanalysatoren hvor ionene
separeres i forhold til masse over ladning (m/z ratio). Dette blir gjort ved hjelp av et elektrisk
eller magnetisk felt. Avslutningsvis sendes ionene inn til detektoren ved a produsere en
elektrisk stram som forsterkes og detekteres. Det hele vises i et massespektrum [86]. Hvis
tilstrekkelig mengde energi tilfares molekylet under ioniseringsprosessen kan molekylaer

ionene dissosiere ytterligere til mindre fragmenter, som muligens selv er ioner.

For at ionene skal tiltrekkes detektoren ma spenningen pafart detektoren veere motsatt av den
ionene har. | et massespektrum vil vise relativ masse forekomst av ioner med ulike m/z ratio,

hvor m er massen og z er ladningen [86].

1.12.1 Matrix-Assisted Desorption lonisation (MALDI)

MALDI er en ioniserings metode som benyttes for & ionisere forbindelser med hgy
molekylearvekt som proteiner, sukkerforbindelser og nukleinsyrer [86]. MALDI benytter en
pulserende UV laserstrale med en gitt bglgelengde til & ionisere pravemolekylene. Analytten
blandes med en matriks som er tilpasset til laserens bglgelengde slik at dennes energi
absorberes. Matriksen absorberer laserenergien og bidrar til ionisering av prave molekylene
via elektron overfgring og kjemiske prosesser. Absorberingen av energien gjer at molekylene

eksiteres over i gassfase hvor de ioniseres.
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1.12.2 MALDI TOF

Time of Flight (TOF) analysatoren separerer ioner og maler m/z verdien basert pa tiden det tar
4 ”fly” fra ionekilden til detektoren. Ionene som dannes i kilden pafares et hgyt
akselerasjonspotensial fgr det pulseres gjennom et feltfritt rar. Deretter bestemmes massen pa

bakgrunn av tiden analytten har fra akselerasjonen til detektoren [86].

MALDI benyttes som oftest i kombinasjon med en TOF masseanalysator [85]. Dette fordi
time-of flight analyser passer godt til den pulserende stralingen i MALDI. | tillegg har TOF-
analysatoren ingen gvre massegrense noe som er gunstig fordi MALDI produserer ioner med
veldig hgy m/z verdi [85].

MALDI-MS er en rask enkel og ngyaktig metode for & oppna informasjon om molekylar

vekten til forbindelser pa en vid skala.

| denne oppgaven har MALDI-TOF blitt benyttet til analyse av sukkerkjedene kuttet av de
ulike mutantene av ChiB. Analysen startet med en hydrolysering av sukkerkjeden ved hjelp
av de ulike mutantene av ChiB inn i ulike lengder oligosakkarider. Disse ble analysert pa
MALDI-TOF ved a sammenligne retensjonstid og fragmenteringsmgnster med kjente

standarder.
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1.13 Viskositet

Viskositet er definert som en indre friksjon i vaesker og gasser nar flere lag av stoffet glir mot

hverandre med forskjellig hastighet [87].

En av de mest presise malemetodene i polymerstudier er viskositetsmalinger av
egenviskositet, []. Egenviskositet méles ved a beregne gjennomstrgmstiden til en lgsning
gjennom en glasskapilleer. Det mest benyttede viskosimeteret for bestemmelse av

egenviskositet er Ubbelohde viskosimeteret.
1.13.1 Viskositetsmaling og reduserende ende assay

Viskositetsmalinger benyttes til a studere nedgang i egenviskositet til en lgsning for a se pa
enzymets grad av prosessivitet til familie 18 kitinaser. Dette blir gjort ved a se pa degradering

av den vannlgselige polymeren kitosan.

For & finne gjennomsnittlig kjedelengde i polymer fraksjonen, apoi, gar man ut fra at relativ
viskositet er lik egenviskositet. Ved a male den relative viskositeten med regelmessige
intervaller, og se pa reduksjon i relativ viskositet for sa a plotte denne mot tid, kan man finne
gjennomsnittlig molekylarvekt og gjennomsnittlig kjedelengde (DPy). I tilegg gjeres uttak fra
lgsningen som benyttes til & finne konsentrasjon av reduserende ender (o) Ved gitte

tidspunkt. For dette benyttes reduserende ende assay (MBTH) [52].

Ved & bruke data fra viskositetsmalingene er det mulig a beregne gjennomsnittlig antall kutt
enzymet gjar for hver assosiasjon med substratet, Neyis. Neuts representerer grad av
prosessivitet og bestemmes ved forst & plotte apo mot ayor, for deretter & dividere 1 pa
stigningstallet vist i likning 1.6 under. Et hgyt stigningstall indikerer at enzymet har lite

prosessiv aktivitet, mens et lavt stigningstall indikerer det motsatte.

1

N . =
Stigningstallet

cUts

(linkning 1.6)
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1.14 Mal med oppgaven

Hovedmalet med oppgaven har veert a finne den beste metoden for bestemmelse av prosessiv
aktivitet for mutanter av ChiB fra Serratia marcescens. Dette er viktig fordi prosessiv
degradering er tenkt a forbedre den katalytiske effektiviteten ved at antallet ganger enzymet
ma gjennomfare den energetisk ugunstige prosessen a fa tilgang til en enkel polymerkjede
reduseres.

Grad av prosessivitet ble bestemt for ChiB mutantene R446, D316A, F190A, F191A, W97A,
W220A, W97A/W220A og W97A/WD316A. Dette for & belyse hvilke residuer som er
avgjarende for prosessivitet og aktivitet. De ulike variablene ble estimert ved hjelp av ulike
analysemetoder og resultatene ble videre sammenlignet opp mot hverandre, og med studier
utfart tidligere, for & kunne si noe om hvilken metode som egnet seg best for maling av den
aktuelle parameteren. ChiB-WT har blitt tatt med i studiet for sammenligning. Prosessiviteten
til de ulike mutantene ble sett pa i sammenheng med aktiviteten for hydrolyse av det lgselige
substratet kitosan.

For & se pa i hvilken grad resultatene for prosessivitet og aktivitet av kitosan kunne direkte
overfares til nedbrytning av det ulgselige men naturlige substratet kitin, ble det gjennomfart
substratforsgk med mal av katalytisk effekt.

Kp ble i tillegg bestemt for & se om dissosiasjonsenergien har en sammenheng med
prosessiviteten til enzymet. Man kunne fa en indikasjon av dette ved a se pa sammenhengen

mellom hvor sterkt enzymet binder substratet og de prosessive egenskapene til enzymet.
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2 Materialer:

Utstyr, kjemikalier og andre materialer som har blitt brukt i dette studiet er nevnt i denne

seksjonen.

2.1 Laboratorieutstyr

Laboratorieutstyr: Spesifikasjon: Leverandgr:
Amiconrgr Ultra-15, 10 kDa Sigma-Aldrich
Autoklavtape 13 mm VWR
Automatpipetter Finnpipetter ThermoLabsystems
Avtrekkskap AV-100 Telstar
Blaboks AVS 310 Schott Gerate
C-18 kolonne Sep-pak Cig Waters
Centriconrgr Centricon-Plus 18 Millipore
Cryorgr 2 mL Starsted
Blakorkflasker 2000 mL Boro

1000 mL
500 mL
250 mL

Dialysemembraner

Eksikator

Vol/lengde: 2,0 ml/cm

Spectrum Lab, Inc.

Glaswerk Westheim
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Elektroforeseutstyr

Eppendorfror

Filter

Filtersil
Fluorometer

Fotoutstyr (gel)

Frysetarker

FPLC-system

Glassutstyr

HPLC

Gelkjgringskammer
Gelspenningskile
Gelkniv

1,5mL

0,22 pm

1,2 mm

75 uM

DyNA Quant 200

Gelfotosystem GSF 1000

Lyskilde

UV transuliminator
Maxi Dry, SPD111V
GradiFrac

Rec 102

Pumpe P-50

Valve PSV-50

Uvicors Sl

Ultimate 3000 system

Autoinjektor

VWR

Axygen
Millipore

Whatmanfilter

Hoefer

Techtum Lab ab
Kilab AS

UVP, inc

Savant Speed Vac

Pharmacia Biotech

Schott-Duran

Dionex
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HPLC-forkolonne

HPLC-kolonne

Inkubator

lonebytterkolonne
Kanyler
Konduktivitetsmaler

Magnetrarer

Merketape
MS

NMR
NMR-rgr

Nuncrgr

Oppkonsentrator

Pumpe

UV/VIS detektor

Rar og caps
TSK-Amide 80

4,6 mmx1cm
TSK-Amide 80

4,6 mm X 24cm
Multricon standard
Multricon Eco

Q Serharose® Fast Flow
0,8 x40 mm
TetraCon 4-Electorde

Bruckmanning 28

13 mm

Ultra Flex TOF/TOF
Oxford NMR 300

5 mm vegger, 7" lengde

50 mL
15 mL

Amicon 8400

Tosho

Tosho

Infors
Infors
Sigma-Aldrich
BD Microlance
WRW

Labortechnik AG

VWR

Bruker

Varian
Sigma-Aldrich

OneMed
OneMed

Millipore
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Oppkonsentratorfilter

PCR

PCR-rar

Pasteurpipetter

Petriskéaler
pH-meter

Risteinkubator

Ristestativ

SEC

SEC-kolonner

Sentrifuge eppendorf

Sentrifuge multi

Sentrifugerotor

10000 MWCO

Master cycler gradient

MJ Resrch PTC-100

Glass, 130 mm

Glass, 230 mm

MP 220

Multitron Standard

Multitron Eco

Ika-Vibrax-VKR Tup UX8

HiLoad pumpe P-50

133 Refractive Index Detector

Superfrac

HiLoad 26/60Superdex, Prepgrade

Avanti J-25

CS-6R Centrifuge

Multifuge 3 S-R

JA-14

JA-10

Sigma-Aldrich
Eppendorf

GMI Inc.

VWR

VWR

Heger
Mettler-Toledo
Infors

Infors

Janke & Kunkel
GE healthcare
Gilson
Pharmacia

GE healthcare
Beckman
Beckman
Heraeus
Beckman

Beckman
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Sentrifugerar

Software viskmaling

Sonikator
Sonkatorbad

Spektrofotometer

Sprayter

Spraytefilter
Sterilbenk
Ubbelohde

Vannbad

Vekt

Vekt, fin
Vekt, mikro
Whirlmixer

Qubit™ assayrer

500 mL
ViscControl
ViscRun
Vibracell
5510

Libra S32 PC
U-1100
1mL

5SmL

50 mL

0,45 pm
AV-100
53101/0a
Eco Temp TW12
31A

LC621P
1692 MPS
CP2P

Yellowline TTS 2

Nalgene

Sonics
Branson
Biochrom
Hitachi

BD Plastipak

Sarstedt
Telestar
Schott
Julabo
Julabo
Sartorius
Sartorius
Sartorius
IKA-Works

Invitrogen
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2.2 Kjemikalier

Alt vann som ble brukt i forsgkene var av Milli-Q kvalitet og er beregnet som destillert vann,
dH,0.

Kjemikalium Leverandgr

2, 5- Dihydroxybenzoic acid Bruker Daltonics
4-methylumbelliferyl-_-D-N,N’-diacetylchitobiose Sigma-Aldrich
4-methylumbelliferone Sigma-Aldrich
B-kitin, 80 mesh Sigma-Aldrich
Acetone, CH3;COCH3 Sigma-Aldrich
Acetonitril, CH3CN Sigma-Aldrich
Agar, Bacto-agar Difco
Ammoniumacetat, NH4Ac Merck
Ammoniumsulfat, (NH4),SO4 Sigma-Aldrich
Ampicillin, natriumsalt, C16H19N304S Sigma
Bacto'™ Tryptone Difco

Bacto™ Yeast extract Difco

Bovint serum albumin (BSA)
Coomassie® Brilliant Blue R-250 Bio-Rad
Deconex

Destillert vann, dH,0
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Deuteriumklorid, DCI
Deuteriumoksid, D,O
Di-kaliumhydrogenfosfat, K,HPQO,
Di-natriumhydrogen
Dimetylsulfoksid

Eddiksyre, CH;COOH

Etanol, C;HsOH

Etanolamin, C,H;NO

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Glyserol, C3Hs03

Helium, 6.0 Ultraplus
Hydrogenklorid, HCI

Isopropanol
Kaliumdihydrogenfosfat, KH,PO,
Kaliumhydroksid, KOH
Karbondioksid, CO,

Kitinkuler, NEB
Magnesiumklorid, MgCl,
Metanol, CH;OH (high quality)

MOPS SDS Runningbuffer

Aldrich

CDN isotopes
AppliChem
Merck
Riedel-de Haén
Prolabo

Arcus

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Merck

Yara Industrial AS
Sigma- Aldrich
Merk
AppliChem
Merck

Yara Industrial AS

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich

Merck
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Natriumcyanoboranhydrid, 95 %
Natriumdeuteriumoksid, NaOD
Natriumhydrogenoksid, NaOH
Natriumdihydrogenfosfat, NaH,PO,
Natriumklorid, NaCl

Natriumacetat, CH3CO;Na
Nitrogen, N,

NucleoSpin®Plasmid Kit

NuPAGE® 10 % Bis-Tris Gel 1, 0 mm x 10 well

NuPAGE® Samplebuffer (4x)

NuPAGE® Sample reducing agent (10x)
Phenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF)
Quant-1T~Protein Assay Kit 0, 25-5 ug
Quant-ITw protein buffer

Quant-IT~ protein reagent

Quant-IT proteinstandarder 0-400 ng/ul
QuickChange® Site- Direct Mutagenesis Kit
Sitronsyre

Sulfaminsyre (H3NSO;)

Trietylamin

Aldrich
Aldrich

Merck

Merck

VWR

Sigma- Aldrich
AGA
Machery- Nagel
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Sigma

Invitrogen

Stratagene

Prolabo

VWR
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Trizma base, CaH1:NO3

Yeast Nitrogen Base med ammoniumsulfat, uten aminosyrer (YNB)

2.3 Proteiner og substrater

Benchmark Ladder

Biovine Serum Albumin (BSA) purified 100x, 10 mg/mL

Kitinase;
Chitinase B
Substrat;
N-acetyl-D-Glucosamine
N-N-acetylchito-diose

Tri-N-acetylchito-triose

Kitosan, Fa=0, 62
Fa=0, 63
Kitin, B-kitin, 80 mesh

2.5 Bakteriestamme

Stamme

E. Coli One Shot®BL21Star (DE3)

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Invitrogen

New England
BioLabs. Inc

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Leverandgr

Invitrogen
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2.6 Plasmid
E. Coli pMay-20 Bruberg M.B. (UMB)

2.7 Primere

Tabell 2.1: Viser de 11 primerne som ble benyttet ved andre PCR kjgring for & amplifisere

hele plasmidet.

Z
=

. Primer
T7_f

T7 r
PETM11 FI
PETM11RI
SPb r
800F

ES f

SH_ r
500 _r

ES r

SH_f

© 00 N o o B~ WwWDN B

[
= O
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2.8 Kits
Kit Leverandgr
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAprep Spin kolonner og oppsamlingsrar
Buffer P1
Buffer P2
Buffer N3
Buffer PB
Buffer PE

Buffer EB

seeDNA Kit GE healthcare life sience
RPN 5200

QuickChange® Site-Direct Mutagenesis Kit Stratagene

10x reaksjonsbuffer

Dpnl restriksjons enzym
dNTP miks

PfuTurbo DNA polymerase

E.coli XL1-Blue superkomponente celler

2.9 Agar og medier

Medium Leverandgr

SOC-medium (ferdiglaget) Novagen
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LB-medium (1L), pH 7:
Tryptone 10g
Gjeerekstrakt 5g
NaCl 109

Ampicillin 50 pg/mL

Lasningen lgses i 1L dH20 og autoklaveres fgr ampicillin tilsettes.

2.10 Programvare

HPLC-programvare Chromeleon
MS-programvare Flex Analysis

Flex Control
NMR-programvare VIMR
SEC-programvare Advantec Adam View
Viskositet-programvare Visc Run

Visc Conto
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3. Metoder

3.1 Design av ny mutant:

Pa bakgrunn av de mutantene som i tidligere forskning av designet (seksjon 4.1) var det
interessant & lage en dobbelt mutant med mutasjon i D316A og W97A. Disse to aminosyrene
inngéar i den sterke hydrogenbindingen som danner “taket” over det aktive setet. Mutasjon ble
foretatt for a studere om en slik dobbelmutasjon vil ha innvirkning pa binding av substrat i det

aktive setet. De aktuelle aminosyrene ble mutert til alanin.

3.1.1 Oppdyrkning av bakteriestamme

Det ble benyttet et plasmid med allerede mutert D316A aminosyre som templat for ytterligere
mutering til W97A.

Materialer

e LB-medium

e Ampicillin (50 mg/ ml)
Metode

5 ml LB-medium med en ampicillin konsentrasjon pa 0,05mg/ml ble inokulert med en bl21
star (DE3) E. Coli stamme fra — 80 °C frysestock. Dyrking av kulturen ble gjort i
avtrekksskap med sterilt utstyr for & hindre kontaminering. Bakteriekulturen ble dyrket opp i

risteinkubator ved 37 °C og 255 rpm over natt (~16 timer).

3.1.2 Isolering av plasmid DNA fra E. Coli

Plasmidet med eventuell mutasjon ble isolert fra bakteriekulturen ved hjelp av et
NucleoSpin®Plasmid Kit. Dette er et system som baserer seg pa alkalisk lysering av de
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hgstede bakteriecellene. Prosessen ble utfgrt i tre hovedtrinn; preparering av lyserte
bakterieceller, tilsetting av salt bufferlgsning for ngytralisering, og binding av de lyserte
cellene til membran. Kolonnen ble avslutningsvis vasket og eluert ved bruk av etanolholdige
bufferlgsninger. Resultatet etter endt prosedyre var et miniprep_plasmid, som ble benyttet
videre for & lage PCR-miks.

En mer detaljert beskrivelse finnes i Plasmid DNA Purification User Manual

NucleoSpin®Plasmid.

3.1.3 Primer design

Det ble benyttet et QuickChange® Site-Direct Mutagenesis Kit. Fordi oligonukleotid
primerne induserer den gnskede mutasjonen i DNA, er det kritisk at primerne som benyttes i

Kit-metoden blir designet individuelt avhengig av den bestemte mutasjon.
Falgende punkter ma tas til etterretning ved design av en primer.

e Begge primerne som skal benyttes ma inneholde den gnskede mutasjonen da disse er
komplementere, og skal fusjonere til ssmme sekvens i motsatt DNA trad.

e Primerne burde ha en lengde pa mellom 25 og 45 baser, og et smeltepunkt (T.,,) pa
10 °C hgyere enn fusjonstemperaturen i PCR. Det vil i dette tilfellet si 78 °C eller
hayere.
Felgende formel er gitt for estimering av Tp,:
Tm=81,5+ 0,41(%GC)-675/N-% mismatch (Stratagene, QuickChange® Site-Direct
Mutagenesis Kit, Catalog #200518)

e Mutasjonen bgr veere lokalisert i midten av primeren med 10-15 basepar pa hver side.

e Primerne burde ha et minimum GC innhold pa 40 % for optimal funksjon.
Primerne som ble benyttet var laget av B. Synstad:

- WO7A_f
- WO7A_T
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Primerne er navngitt etter original aminosyre (W97 Af), residunummer (W97Af), den innsatte

aminosyren (W97Af) og primerens retning (W97Af).

3.1.4 Seterettet mutagenese:

Innsetting av plasmid med gnsket mutasjon ble utfert ved hjelp av seterettet mutagenese.
Prosedyren som ble fulgt var QuickChange® Site-Direct Mutagenesis Kit, Stratagene
(seksjon 1.9).

Materialer

e 10 x reaksjonsbuffer

e dsDNA templat (pMay-20, E. Coli)
e Primere (W97A _f, W97A r)

e dNTP miks

e dH,O

e PfuTurbo DNA polymerase

Felgende PCR miks ble laget, de ulike lgsningene ble tilsatt i gitt rekkefglge:

- 5 L reaksjonsbuffer

- 5L templat

- 1,4 pL primer 1

- 1,4 pL primer 2

- 1 pL dNTP miks

- MilliQ H,O0 til et totalt volum pa 50 pL

Auvsluttningsvis:

- 1 pL PfuTurbo DNA polymerase
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3.1.5 PCR, polymerase chain reaction

PCR- metoden for oppamplifisering av spesifikke sekvenser DNA innebarer a benytte
temperatur sykluser. Ved hgy temperatur, 95 °C, vil det dobbelttradede target DNAet
denaturere, slik at man far dannet enkelttradet DNA. Deretter senkes temperaturen til 55 °C
slik at primerne kan basepare med deres komplementaere sekvenser. Temperaturen gkes sa til
68 °C slik at DNA polymerasen kan feste seg til primerne og elongere DNA traden i begge
retninger (dSDNA).

Materialer

e Dpn I (restriksjonsenzym)
e seeDNA
e 3M natrium acetat, pH 5,2

e 70 % etanol
Metode

To ulike PCR-sykluser ble brukt i denne prosedyren. Tabell 3.1. viser den farste av de to

reaksjonssyklusene.

Tabell 3.1: Reaksjonssyklusen for farste PCR kjaring.

Sykluser: Temperatur: Tid:
1 95°C 30 sekunder
18 95°C 30 sekunder
55°C 1 minutt
68 °C Iminutt
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Det ble foretatt 18 sekvenssykluser.

Ved endt PCR ble prgvene satt pa is i 2 min for avkjeling til 37 °C. Videre ble det tilsatt 1 pL
Dpn | restriksjons enzym for selektering av det nysyntetiserte muterte DNA. Dpn | vil kutte
det ikke-muterte parentale DNA- templatet.

Det ble videre foretatt utfelling og oppkonsentrering av plasmid ved hjelp av seeDNA-kit far
transformering over i XL1-Blue superkompetent celler.

seeDNA- prosedyren gjer at man far dannet et rosa bunnfall som gjer det letter & lokalisere
pelleten Bunnfallet bidrar ogsa til en maksimal gjenoppretting av nukleinsyrene. For en mer
detaljert beskrivelse se seeDNA protokoll (GE Heatlthcare life sience RPN 5200).

3.1.6 Transformering av plasmid inn i XL1-Blue superkompetent celler (Stratagene)

XL1-Blue superkompetente celler egner seg godt til oppbevaring av DNA i tillegg til at de gir
mange kolonier ved oppdyrking. Plasmidet ble derfor transformert over i denne typen celler

for at man skulle fa en oppamplifisering av det gnskede plasmidet.
Materialer

e XL1-Blue superkompetent celler
e PCR miks

e SOC-medium

e LB medium

e Agar Bacto (Agar skaler)

Metode

XL1-Blue superkompetente celler oppbevares i — 80 °C fryseren og tines opp pa is fer bruk.

50 pL av de superkompetente cellene ble overfart i eppendorfrer og tilsatt 5 pL av
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PCR-miksen. Reagentene ble blandet forsiktig, deretter inkubert pa is i 30 min. Videre ble
cellene utsatt for et varmesjokk ved a settes i vannbad pa 42 °C i 30 sekunder, deretter tilbake
pa is. Etter varmesjokket ble det tilsatt 250 pL SOC-medium som var varmet opp til 42 °C pa
forhand. Transformasjonsreaksjonen ble satt i risteinkubator ved 225 rpm og 37 °C i 1 time.

Det ble stapt agarskaler for oppdyrking av bakteriekolonier med tilsatt ampicillin slik at kun
bakterier som var ampicillin-resistente ville overleve. Det ble overfort et lite volum fra
transformasjonsreaksjonen som ble platet ut pa agarskaler og inkubert i varmeskap ved 37 °C
over natt (~16 timer).

Etter endt tid ble det plukket en koloni som ble satt til dyrking i risteinkubator ved 37 °C og
225 rpm over natt (~16 timer). Dette ble gjort i avtrekksskap med sterilt utstyr for a unnga

kontaminering.

3.1.7 Isolering av mutert plasmid fra en koloni

For isolering av det muterte plasmidet ble det benyttet NucleoSpin®Plasmid Kit p& samme
mate som i seksjon 3.1.2. Etter endt prosedyre sitter man igjen med miniprep_plasmid. Dette
ble benyttet videre til PCR-miks.

3.1.8 Sekvensering
Far sekvensering ble det laget en PCR-miks.
Materialer

e Miniprep_plasmid

e 5x sekvenseringsbuffer

e Primere
e RR-mix
o deO
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Hvert PCR-rar ble tilsatt:

- 2 pL miniprep_plasmid
- 2 pL 5xseq

- 4 pL RR-miks

- 7,7uL dH0

- Primere
Metode

Denne gangen ble det benyttet 11 primere for sekvensering av hele plasmidet. Det ble tillaget
11 ulike PCR-rgr som innehold reagensene beskrevet over og deretter tilsatt hver sin primer.
Dette fordi man na skulle sjekke at den seterettede mutagenesen hadde veert vellykket og at
man hadde klart & lage plasmid med de to snskede mutasjonene i W97A og D316A. Det ble
benyttet flere bade revers og forward primere for sekvensering av hele plasmidet. Disse er vist
i tabell 2.1.

Det ble deretter foretatt en PCR-syklus for oppamplifisering av det gnskede plasmidet. Tabell

3.2 viser sekvenseringssyklusen som ble benyttet.

Tabell 3.2: Viser reaksjonssyklusen for andre PCR kjgring.

Temperatur Tid

96 °C 10-30 sekunder
50 °C 5-15 sekunder
60 °C 4 minutt

Det ble foretatt 40 slike sekvenssykluser.

58



Metoder

Ved endt PCR ble det foretatt oppkonsentrering og utfelling av sekvenseringsproduktet ved
hjelp av EtOH/EDTA- utfelling.

Materialer

e 125mM EDTA
e 96 % EtOH
e 70% EtOH

Metode

PCR- produktet ble farst tilsatt 2 uL 125 mM EDTA, deretter 62,5 UL 96 % etanol, og
blandet. Miksen ble s& inkubert ved romtemperatur i 15 min. Ved endt inkubasjonstid ble
lgsningen sentrifugert ved 4 °C, maks hastighet i 30 min. Umiddelbart etter sentrifugering ble
supernatanten sugd av. Det ble videre foretatt et vasketrinn ved a tilsette 60 uL 70 % etanol,
for sa a sentrifugere ved maks hastighet i 10 min. Supernatanten ble igjen sug av, og
lgsningen ble inkubert for tarkning ved 37 °C i 10 min.

3.1.9 Sekvensering av nytt plasmid

Etter tarking ble PCR-prgvene sendt til sekvenseringslaboratoriet for & kontrollere at man

hadde riktig mutasjon.

DNA sekvensering er en metode hvor man ser pa den presise sekvensen av nukleotidene i
DNAet. Dette gjgres ved a sammenligne det nylagede plasmidet med WT. Sekvensen skal
veere lik i hele plasmidet bortsett fra der basene skal vere endret, mutasjonen. Det er ogsa en
metode for & finne ut om det har blitt introdusert noen ugnskede mutasjoner. Sekvensen ble

gjennomlest ved hjelp av data programmet, Bio Edit, samt manuelt.
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3.1.10 Transformering over i BL21 Star (DE3), E. Coli celler

Etter & ha sammenlignet nukleotid sekvensen fra det nysyntetisert DNAet med WT, og pa
denne maten fastslatt at den gnskede mutasjonen fantes i plasmidet ble det transformert inn i
BL21 Star (DE3), E. Coli celler.

Materialer:

o Cellekultur
e BL21 Star (DE3), E. Coli celler
e SOC-medium

Metode

Til 5 pL av cellekulturen ble det tilsatt 10 ng DNA som ble blandet meget forsiktig. Deretter
ble cellene inkubert pa is i 30 min. P4 samme mate som i seksjon 3.1.6. ble det foretatt et
varmesjokk far miksen ble inkubert i 42 °C i 30 sekunder, og deretter direkte overfart pa is.
Det ble videre tilsatt 250 pL SOC-medium for cellene ble plassert i en risteinkubator ved
37°C og 225 rpmi 1 time.

Etter endt inkubasjonstid ble 200 pL cellekultur strgket ut pa agarskaler med ampicillin og
inkubert ved 37 °C over natt (~16 timer).

3.1.11 Tillagning av -80 °C frysestock

Fra skalene med transformanter ble det valgt ut kolonier som ble overfert i 5 ml LB-medium

med 5 pL ampicillin for oppdyrking. Bakteriekulturen stod over natt.
Materialer

o Cellekultur
e 87 % glyserol
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Metode

1050 pL cellekultur ble overfert til et eppendorfrer og tilsatt 450 uL 87 % glyserol,
blandingen ble satt i — 80 °C fryseren for langtidsoppbevaring.

3.2 Produksjon av ChiB mutanter

De ulike mutantene av ChiB ble uttrykket i E. Coli, BL21 Star (DE3). Bakteriekulturene ble
tilsatt glyserol for langstidsoppbevaring i -80 °C fryser.

De ulike mutantene R446, D316 A, F190A, F191A, W97A, W220A, W97A/W220A,
W97A/WD316A, ChiB-WT og CBP21 hjelpeprotein har alle blitt dyrket opp og renset i

denne oppgaven.

3.2.1 Overekspresjon av ChiB:

Overekspresjon av ChiB ble gjort ved & benytte bakterier fra frysestock til & lage en forkultur.
Denne ble overfart til storkultur som sto over natt. Deretter ble det laget et periplasmatisk
ekstrakt av cellene som videre ble renset og benyttet til de ulike forsgkene i oppgaven.

Materialer
e BL21 Star (DE3), E. Coli celler

e LB- medium (1 liter forkultur og 3 liter storkultur)
- 10 g Trypton
- 59 Gjer ekstrakt
- 10 g Natriumklorid

e Ampicillin

- Ampicillin konsentrasjon 50 mg/mL
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Metode

Dyrking av de ulike aktuelle bakteriekulturene ble gjort i avtrekksskap (LAF-benk) med
sterilt utstyr for a forhindre kontaminering. Det ble laget LB- medium til forkultur og

storkultur som begge ble autoklavert.

Forkulturen ble fordelt pa 3 rar som alle inneholdt, 2,5 ml LB- medium med tilsatt 2,5 pl
ampicillin, sistnevnte for & hindre vekst av andre, ugnskede bakterier. Til hvert av de 3 rarene
ble det videre tilsatt den aktuelle BL21 Star (DE3), E. Coli cellekultur inneholdende plasmid
for ChiB-WT eller med gnsket mutasjon av ChiB. Rarene ble inkubert i risteinkubator ved 37

°C 0g 225 rpm i 6 timer.

3 liter storkultur ble fordelt pa 6 kolber, tilsatt ampicillin og forkultur, deretter inkubert i
risteinkubator ved 37 °C og 225 rpm. over natt (~ 16 timer).

3.2.2 Tillagning av periplasmatisk ekstrakt:

BL21 Star (DE3), E. Coli celler er Grahm negative og ChiB-WT og mutanter blir etter
dannelse eksportert til periplasmaen. Farste trinn i renseprosedyren er a isolere det
periplasmatiske ekstrat som inneholder de gnskede proteiner. Lysering av cellene (ytterste

cellemembran) ble gjort ved & benytte spheroplasbuffer og sterilt kaldt vann.
Materialer

e Sentrifuge

- Ja- 14, 500 ml sentrifugerar
e Spheroplastbuffer

- 200l 0,5 M (EDTA)

- 20ml 1 M Tris/HCI, pH 8
e 10 ml 20 mM MgCl,
e 300 pl PMSF
e Sterilt H,O
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Metode

Den aktuelle bakteriekulturen ble fordelt i 500 ml sentrifugergr og spunnet ned ved 8000 rpm
i en Ja-14 rotor i 10 min ved 4 °C. Supernatanten ble fjernet og pelleten ble resuspendert i
kald spheroplastbuffer. Dette ble gjort for at sukkerkonsentrasjonen skulle veere hgyere inne i
cellene enn utenfor, slik at ndr man i neste omgang tilsetter kaldt vann vil cellene fa et
osmotisk sjokk.

Rarene ble videre sentrifugert pa samme mate som beskrevet over. Supernatanten ble igjen
fjernet og pelleten varmet opp til romtemperatur. Det ble tilsatt kaldt dH,O for lysering av
cellene ved osmotisk sjokk. Deretter ble lgsningen resuspendert. Det ble videre tilsatt MgCl,
for & stabilisere proteinene, deretter spunnet ned igjen. Supernatanten ble sterilfiltrert i et
0,22 pm filter ved hjelp av vakuumsug. Det ble avslutningsvis tilsatt PMSF, en
proteasehemmer som forhindrer spalting proteinene. Det periplasmatiske ekstraktet ble

oppbevart ved 4 °C.

3.3 Rensing av Chitinase B

3.3.1 lonebytterkromatografi

Det periplasmatiske ekstraktet ble innledningsvis renset pa en anionbytter (seksjon 1.10.1).
ChiB har en pl pa 8. Det vil si at ved pH > 8 vil proteinet, pa grunn av deprotonering, ha en
netto negativ ladning, og vil kunne renses pa en anionbytter. Som stasjonarfase kan
anionbyttematerialet Q Sepharose benyttes. Mobilfasen, samt det periplasmatiske ekstraktet,
ble justert til en pH pa 9,4. Negativt ladede ChiB molekyler vil da retarderes av den positivt
ladde stasjonarfasen, mens andre proteiner vil elueres i voidtoppen, V. Eluering av ChiB
skjer ved gradvis gkning av bufferens saltkonsentrasjon, ogsa kalt gradienteluering. ChiB vil

da synes som den siste toppen i kromatogrammet.

Materialer
o Periplasmatisk ekstrakt

« Buffer A (mobilfase):

63



Metoder

- 40 mM Etanolamin (EA), pH 9,4

o Buffer B (elueringsbuffer):

-40 mM EA/ 1 M NaCl, pH 9, 4

e 20 % etanol

e Q Sepharose- kolonne

FPLC- system

Metode

lonebytterkolonnen ble farst vasket med 4 x kolonnevolum buffer A for innstilling av
baselinje. Det periplasmatiske ekstraktet ble sa applisert pa kolonnen med en
gjennomstrgmning pa 4,0 ml/ min. Ekstraktet hadde pa forhand blitt pH- justert med EA til en
pH pa 9,4. Dette for a sikre deprotonering og binding av proteinet til kolonnematerialet.
Kolonnen ble videre vasket med buffer A til baselinje igjen var oppnadd. Gradienteluering ble
starter hvor target- konsentrasjon av buffer B ble satt til 100 % etter 120 min. Proteinet ble
detektert ved hjelp av UV detektor og ChiB ble manuelt samlet opp i reagensrgr og oppbevart
ved 4 °C. Etter fraksjonssamling ble kolonnen vasket (4 x kolonnevolum) og lagret i 20 %

etanol.

3.3.2 Sodium Dodecyl Sulfate- Polyakrylamid Gel Elektroforese (SDS- PAGE)

SDS- PAGE er en teknikk som kan benyttes for separasjon av proteiner i henhold til deres
elektroforetiske mobilitet i en polyakrylamid gel.

Metoden gar ut pa at proteinlgsningen som skal fraksjoneres blir tilsatt sodium dodecyl sulfat
(SDS). Binding av de negativt ladede SDS- molekylene farer til at proteinene denaturerer og
far en netto negativ ladning. Lgsningen med de ufoldede, ladede proteinene blir sa applisert
pa en polyakrylamid gel og plassert i et elektrisk felt. Proteinenes negative ladning vil fare til

at de vil vandre mot den positive elektroden. Gelen bestar av et netteverk av kopolymerer, og
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molekylenes vandringshastighet vil dermed vare avhengig av starrelse. De stgrste molekylene
vil retarderes i stgrst grad [78].

Ved bruk av en proteinstandard med kjente molekylvekter, kan man fastsette molekylvekten
til eluerte proteiner.

SDS- PAGE ble benyttet til & bestemme hvilke fraksjoner fra ionebytter- prosedyren som

inneholdt ChiB og som skulle renses videre pa HIC.
Materialer

Proteinfraksjoner fra ionerbytter

e Proteinstandard: Bench Mark Ladder

o NUPAGE® 10 % Bis- Tris Gel 1,0 mm x 10 well (ferdigstapt)
« NuPAGE® Samplebuffer (4x)

o NUPAGE® Sample reducing agent (10x)

e MOPS SDS Running Buffer

o SDS- fargelgsning:
- 0,1 % Coomassie Brilliant Blue
- 10 % metanol
- 10 % eddiksyre

e SDS- avfargingslgsning:
- 10 % metanol
- 10 % eddiksyre

Metode

5uL NuPAGE® Samplebuffer (4x), 2 uL NuPAGE® Sample reducing agent (10x) og 10 uL
av proteinprgven ble blandet i et eppendorfrar. Pragvene ble varmet opp ved 70 °C i
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10 minutter for a sikre denaturering.

Den ferdigstapte gelen ble montert i elektroforesekaret, og MOPS SDS Running Buffer ble
benyttet til eluering av proteiner. 5 pL protein- ladder og 17 uL av prevene ble applisert i
brgnnen. En spenning pa 250 V ble satt pa i 50 min.

Etter elektroforeseprosedyren ble gelen satt til farging med SDS- fargelgsning pa
risteinkubator i ca. 30 min. Deretter ble gelen tilsatt avfargingslgsning og inkubert pa
risteinkubator over natten.

Etter endt avfarging ble det tatt bilde av gelen ved hjelp av Gelfotosystem GSF 1000, program
Epi White.

De fraksjonene hvor ChiB ble observert ble renset videre pa HIC.

3.3.3 Hydrofob interaksjonskromatografi (HIC)

Fraksjonene som viste ChiB- band fra ionebytterkromatografi- prosedyre ble renset videre ved
hjelp av hydrofob interaksjonskromatografi (HIC) (seksjon 1.10.2).

Denne kromatografiske metoden benyttes ofte for rensing av proteiner. Fordi ChiB inneholder
eksponerte, hydrofobe residuer, er HIC en velegnet prosedyre for rensing av dette enzymet
[88]. Det benyttes da en kolonne med Phenyl Superose som stasjonarfase. Phenyl Superose er
et derivat av den agarose- baserte Superose 12 som inneholder kovalent- bunnede hydrofobe
fenyl- grupper. De hydrofobe gruppene vil vekselvirke med de hydrofobe residuene pa ChiB.
Folgelig vil de molekylene som er mest hydrofobe retarderes i stgrst grad og komme ut til sist.
Eluering oppnas ved senking av ionestyrke og tilsetting av organisk forbindelse, ofte

ispropanol da denne alkoholen er mer hydrofob en ChiB.
Materialer

o Fraksjoner fra ionerbytte- prosedyre

« Buffer A (mobilfase):

- 20 mM Tris/ HCI, pH 8,0
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o Buffer B (elueringsbuffer):

- 20 mM Tris/ 4 % isopropanol, pH 8,0

e 20 % etanol

e Phenyl Superose kolonne

FPLC- system
Metode

4 x kolonnevolum buffer A, flow 4,0 ml/ min, ble applisert pa kolonnen for innstilling av
baselinje.

Fraksjonene fra ionbytter- prosedyren ble pH- justert med Tris/ HCI til pH 8,0 som har vist
seg a veere gunstig for lagring av ChiB (upubliserte resultater). Fraksjonene ble sa applisert pa
kolonnen med en flow pa

1,5 ml/min. Far elueringsprogrammet, ble kolonnen vasket med buffer A til baselinjen igjen
var innstilt. Det ble startet en gradienteluering med flow pa 3,0 ml/ min hvor buffer

B- konsentrasjonen ble satt til 100 % etter 75 min. ChiB ble detektert ved hjelp av

UV- detektor og fraksjoner ble samlet manuelt og oppbevart ved 4 °C. Kolonnen ble
avslutningsvis regenerert med 4 x kolonnevolum buffer A, og deretter lagret i,

20 % etanol.

Fraksjonene fra HIC ble analysert pa SDS- PAGE pa samme mate som

ionebytter- fraksjonene (seksjon 3.4.2). De som viste ChiB- band ble oppbevart for videre

forsgk.

3.3.4 Rensing av aktive mutanter pa kitinkolonne

Enzymene ChiB-WT, W97A, W220A, W97A/ W220A og W97A/ D316A ble renset i ett
trinn pa kitinkolonne, som er et raskere alternativ til ionebytterkromatografi og HIC (seksjon
1.10.1 og 1.10.2). ChiB binder til kitin og kan falgelig renses pa en kolonne bestaende av

kitin- kuler. Pravelgsningen appliseres ved pH 6,3 som fasiliterer binding av ChiB til
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kolonnematerialet. Eluering av enzymet oppnas ved a gjere mobilfaselgsningen surere som vil

medfare at enzymet frigjares fra kitin- kulene og elueres ut.
Materialer

Periplasmatisk ekstrakt

o NEB kitinkuler
e 20 % etanol

o Buffer A:

- 100 mM natriumfosfatbuffer, pH 6,3

« Buffer B:
- 20 mM eddiksyre
o Regenereringsbuffer:
- 0,3 M NaOH
Metode

10 mL kolonnemateriale, NEB kitinkuler, ble pakket med 3 x kolonnevolum 20 % etanol,
deretter 3 x kolonnevolum buffer A.

Buffer A ble tilsatt med en flow pa 2,5 mL/ min til baselinjen var stabil for det
periplasmatiske ekstraktetet ble applisert pa kolonnen. Dersom mengde ekstrakt overskrider

150 mL ma prgven renses i to omganger for & forhindre overbelastning av kolonnematerialet.

Buffer A ble applisert til baselinjen igjen var stabil. Deretter ble foretatt isokratisk eluering
med buffer B. ChiB vil da vises som den siste, store toppen i kromatogrammet. Kolonnen ble

regenerert med 0,3 M natriumhydroksid.
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3.3.5 Oppkonsentrering av ChiB

Oppkonsentrering av proteinlgsninger ble utfart ved hjelp av sentrifugefilter som separerer
proteinene av interesse fra andre proteiner og lgsemiddel. | dette tilfellet ble det benyttet
Amicon Ultra- 15 sentrifugefilter som slipper igjennom komponenter som er mindre enn

10 000 Da. Molekyler, som ChiB, med MW > 10 000 Da vil ikke kunne passere og vil bli
igjen i filteret. Komponenter med MW < 10 000 Da derimot, vil ved sentrifugering spinnes
gjennom filteret. ChiB vil bli veerende igjen i filteret, mens lgsemiddel, samt andre proteiner,

ekskluderes.
Materialer

o Fraksjoner fra HIC- prosedyre

« Amicon sentrifugerer
Metode

Fraksjonene rense prosedyren viste ChiB- band pa SDS- PAGE- analyse, ble samlet og
overfart til Amicon sentrifugergr. Disse ble sentrifugert ved 4000 rpm, ved 4 °C i til
proteinlgsningen var oppkonsentrert til mellom 1 og 1,5 mL. Den oppkonsentrerte lgsningen i

filteret ble sa overfart til cryorgr og oppbevart kjglig (4 °C).

3.3.6 Fluorometrisk bestemmelse av proteinkonsentrasjon

Quant- iT ™ protein assay er en rask og ngyaktig metode som benyttes for konsentrasjons-
bestemmelse av proteiner. Metoden basert pa fluorometriske malinger og er hagyt selektivt for

proteiner. Quant- iT™

protein reagent tilsettes den aktuelle protein- prgven. Reagenten binder
proteinene i praven og danner et fluorescerende kompleks som vil eksiteres ved ~ 470 nm og
emittere lys ved ~ 570 nm. Dette lyset detekteres av et Qubit™ - fluorometer innen et

konsentrasjonsomrade pa 0,25- 5 ug.

69



Metoder

Materialer

e Oppkonsentrert protein

o Quant- iT™ Protein Assay Kit 0,25- 0,5 g
 Quant- iT™ protein buffer

 Quant- iT™ protein reagent

« Quant- iT™ proteinstandarder (0, 200 og 400 ng/uL)
Metode

Quant- iT™ Igsningene ble romtemperert far en arbeidslgsning bestdende av Quant- iT™
protein reagent og Quant- iT"™ protein buffer ble laget i forholdet 1:200. De tre
proteinstandardene (0, 200 og 400 ng/uL) ble sa fortynnet med arbeidslesningen i forholdet
1:20. Prgvene ble sa inkubert ved romtemperatur i 15 minutter far de ble brukt til kalibrering
av fluorometeret.

For at proteinkonsentrasjonen ikke skulle havne utenfor standardkurvens sertifiserte omrade,
ble proteinprgven fortynnet ti ganger. Tre paralleller av prgven ble deretter fortynnet med
arbeidslgsningen i forholdet 1:100. Etter inkubasjon i 15 minutter ved romtemperatur ble

proteinkonsentrasjonen malt direkte med Qubit™- fluorometeret.

3.3.7 Aktivitetstest

Aktiviteten til ulike ChiB- mutanter kan bestemmes ved hjelp av enzymassay hvor 4-
methylumbelliferyl-B-D-N, N'- diacetylchitobiose (4-MU-(GIcNACc),) er substrat [63]. Ved
hydrolyse spaltes denne til N, N'- diacetylchitobiose og 4- methylumbelliferyl

(4-MU) som er fluroescerende og kan konsentrasjonsbestemmes i et fluorimeter.
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Materialer

ChiB- varianter

e 1700 uM 4-MU-(GIcNAC),
e 100 uM 4- methylumbelliferone

o Citrat- phosphate buffer, pH 5,2
- 17,9 mL 0,1 M sitronsyre (19,21 g sitronsyre lgst i 1000 mL dH,0)

- 32,1 mL 0, 2 M dibasic sodium phosphate (53, 65 g NaHPO,47 H0 lgst i 1000 mL
dH,0)

- 50 mL dH,0O
e 0,2 M natriumkarbonat
- 2,12 g Na,COslgst i 100 mL dH,0

« Bovint serum albumin (BSA)

e Fluorimeter
Metode

En arbeidslgsning bestaende av citrat- phosphate buffer og BSA, som hindrer at proteinene
aggregerer, ble blandet i forholdet 1:990. Enzymprgvene ble fortynnet ti ganger med

citrat- phosphate buffer for a forhindre at verdiene kommer utenfor standardkurvens omrade.
Glassrar til tre blindprgver og tre paralleller for hver en enzymprgve ble merket.

Hvert av rorene ble tilsatt 91 uL arbeidslgsning og 4 uLL 4-MU-(GIcNAC),. Rarene ble satt i
37 °C vannbad og enzymet som skulle testes ble tilsatt i rorene til et totalvolum pd 100 pL.

| de blanke prevene ble det tilsatt citrat- phosphate buffer istedenfor enzym. Etter ngyaktig 10
minutter ble reaksjonen stoppet ved a tilsette 1,9 mL natriumkarbonat.

Far avlesning av prgvene pa fluorimeter ble instrumentet nullstilt og kalibrert med 1,9 mL
natriumkarbonat og 1,9 mL natriumkarbonat + 3 puL 4- methylumbelliferone, respektivt.
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Aktiviteten ble regnet ut ved hjelp av likning 3.1 vist under.

gjennomsnittlig abs.
10

)fTL'd (min) /enzym volum X mg /ml

(mi (D) x

(likning 3.1)

3.4 Fremstilling av kitosan

Kitosan ble fremstilt ved homogen N- deacetylering av Kitin (seksjon 1.3).
Materialer

e Kitin

e 40 % w/w NaOH
- 80 g NaOH pellets
- 120 gdH,0

e Konsentrert HCI

e 1MHCI

e pH- papir

e Nitrogengass (N5)

e Dialysemembraner

e Whatman filter (1,2 pm)

e Millipore filter (08 pum)

Metode

4,0 g kitin ble veid ut og tilsatt 100 g kald 40 % w/w NaOH for desterifisering av N- acetyl
bindingene. For at deacetylering ikke skulle starte far man gnsket, ble lgsningen oppbevart
kjalig (4 °C).

Lesningen ble tilsatt 300 g is under kraftig rering med glasstav, deretter satt pa magnetrgring
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til all isen var opplgst, og blandingen homogen. Lasningen ble sa sentrifugert i 15 minutter
ved 10 000 rpm., ved 4 °C. Supernatanten ble videre overfart til en blakorkflaske og
behandlet med nitrogengass i ca. 10 minutter for inertisering. Lasningen ble avslutningsvis
satt i vannbad (25 °C) i 48 timer (gir Fa = 0,65 ved hgyacetylert kitin).
Deacetyleringsprosessen ble stoppet ved a tilsette 280 g is under omrgring. Kaldt, konsentrert
HCl ble videre tilsatt til pH ~ 7. pH- papir ble benyttet for avlesning av pH. Prgven ble hele
tiden oppbevart pa is. pH ble videre justert til 4,5 med 1 M HCI.

Dialyse membraner ble renset og undersgkt for eventuelle hull i MQ- H,O. Prgvelgsningen
ble sa overfart til membranene (fylt opp til ca 2/3). Videre ble det foretatt dialyse i MQ- H,0.
Vann ble byttet hvert dggn og det ble da samtidig malt konduktivitet. Dialyse av lgsningen ble
endt nar ledningsevnen var ca. 3 uS.

Kitosanlgsningen ble overfert fra dialyse membranene til et begerglass og pH- justert til

4,5 med 1 M HCI (viktig at kitosanet er pa kloridform for gkt lgselighet). Lgsningen ble til
slutt vakuumfiltrert gjennom Whatman filter (1,2 um) og Membranfilter (0,8 um), far den ble
frysetarket.

3.4.1 'THNMR- analyse for bestemmelse av acetyleringsgrad av kitosan

Ved endt tillagning av kitosan fra kitin ble acetyleringsgraden (Fa) av kitosanlgsningen
bestemt. Fa er konkretisert som den molare konsentrasjonen acetylerte enheter (A) dividert pa
den totale konsentrasjonen monomerer (A + D). Dette for & kontrollere om kitosanen kunne
benyttes som substrat i de videre forsgkene i oppgaven. Kitosanlgsningen ma ha en

acetyleringsgrad pa = 0,65.

Materialer
L Dzo
e NaNO; (10mg/mL)
e DCI1M
e NaOD
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Metode

20 mg kitosan lgses i 2 mL D,0. Lasningen ble satt i risting i inkubatorskap ved 37 °C.
Ved endt tid ble det tilsatt 30 pL NaNO, og 150 uL 1 M DCI. Lasningen ble tildekket med
aluminiumsfolie og satt til risting ved 37 °C i 2 timer. Videre ble pD justert til pD 4,5 ved
NaOD og overfart i NMR- rar.

Acetyleringsgraden (F,) ble bestemt ved *HNMR- analyse (seksjon 3.5.4), og ved videre &
benytte likning 3.2.

Fa=(A+Aa+AB)/(A+Aa+AB+D+Da)
(likning 3.2)

A er definert som acetylerte enheter inni sukkerkjeden eller pa ikke- reduserende ende, Aa. er
acetylerte a- anomerer pa reduserende ende og AP er acetylerte B- anomerer pa reduserende
ende. D er deacetylerte enheter inni sukkerkjeden eller pa ikke- reduserende ende og Do er

deacetylerte o- anomerer pa reduserende ende.

Acetylerte a-anomerer og acetylerte B-anomerer pa reduserende ende ble lagt sasmmen med
acetylert enhet, inni eller pa ikke-reduserende ende, dette ble deretter dividert pa det totale

antallet reduserende og ikke-reduserende ender.
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3.5 Nedbrytning av kitosan

Kitosan med actyleringsgrad Fa = 0,68 ble degradert til kitooligosakkarider av ulike lengde
ved hjelp av ulike ChiB mutanter. Degraderingsproduktene ble eksaminert ved hjelp av
'HNMR, SEC og MS.

3.5.1 Lwgsing av kitosan
Materialer

e Kitosan (Fa = 0,68)

e dH,O
Metode

Kitosan ble veid ut og tilsatt dH,0 til en konsentrasjon pa 20 mg/mL. Lgsningen ble inkubert

i risteinkubator, 37 °C og 225 rpm, til alt sukkeret var lgst.

3.5.2 Degradering av kitosan
Materialer
o Nedbrytningsbuffer, pH 5,5
- 0,8 M NaAcetat
- 0,2 M NacCl
e Mutanter av ChiB

12 M HCI
1 M NaOH
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Metode

Den opplgste kitosanen ble tilsatt likt volum nedbrytningsbuffer som tidligere tilsatt dH,0.
Den aktuelle ChiB- mutanten ble tilsatt losningen til en enzymkonsentrasjon pa 50 pg/ 10 mg
kitosan. Reaksjonslgsningen ble satt til risting (225 ppm) ved 37 °C. Uttak pa 1,5 mL ble gjort
pa ulike tidspunkt, mellom 2,5 minutter og 1 uke.

Reaksjonen ble stoppet med 1 M HCI til en pH pa 2,5. Prgven ble videre kokt i 4 minutter fgr
innfrysing.

Losningen ble sé filtrert ved hjelp av sproytefiltre med poresterrelse pé 0,22 um og deretter
fordelt i tre eppendorfrer: 800 uL til SEC, 500 pL til NMR og 200 uL til MS.

SEC- og NMR- pragvene ble frysetarket ved hjelp av en SpeedVac over natten. Pravene ble
oppbevart i fryser (-20 °C) far videre analyse.

3.5.3 Praveopparbeidelse *H NMR

For & oppna best mulig signal ved NMR-analyse ble prgvene lgst i D,0. Dette for a forhindre
at H,O-lgsemiddelsingalet skulle blir for dominerende. Deuterium er en stabil isotop av
hydrogen som bestar av et proton og et ngytron. Deutererte lasemidler er ofte benyttet i *H
NMR for at signalene til protoner i lasemiddelet ikke skal overskygge signalet til protoner i
analytten. | dette tilfellet ble D,O brukt for at H,O, i lasemiddelet, og — OH, i sukkeret,

signalene skulle overlappe hverandre.

Materialer
e NaOD
e DCI
e Ph-meter
o DZO

e Frysetarker

Metode
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Prgvene (500uL) ble frysetarket og deretter lgst i D,O. Videre ble prevene pD-justert til

pD 4,2 ved a benytte fortynninger av DCI og NaOD, deretter frysetarket igjen. Prosedyren ble
gjentatt to ganger, dette for a fjerne all H,O fra pravene. Prgvene ble avslutningsvis lgst i 700
ML D20 og oppbevart i eppendorfrar i fryser (-20 °C).

3.5.4 Kjernemagnetisk resonans (NMR)

'H NMR- analysen ble benyttet til & bestemme degradering av kitosanpolymerene ved hjelp
av de ulike mutantene ved ulike tidsintervaller. Med dette menes fraksjon av
glykosidbindinger i kitosanen kuttet av enzymet. Ved & male gkning i resonans av
reduserende ender relativ til resonansen fra interne anomere protoner kan degraderingen
bestemmes. Analysen brukes til bestemmelse av nedbrytningsgrad som plottes mot tid for
bestemmelse av apparent K. (seksjon 1.8.1).

Materialer

e Oxford NMR 300

e NMR-rogr
e Aceton
Metode

Prgvene som allerede var pD justert og lgst i D,O ble overfert til 5 mm NMR-rgr for
NMR-analyse.

Pravene ble analysert ved 85 °C og 300 MHz. Spektralvidden ble satt til 3595,8, pulsvinkelen
til 10,50, antall scans til 256 og blokkstarrelsen til 8. Relakseringstiden ble satt til 4,563
sekunder. Spektrene ble korrigert ved a benytte en gaussfunksjon i et VIMR-program.

NMR-rgrene ble vasket med aceton mellom hver analyse.
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3.5.5 Tolkning av ‘*H NMR-spektra

Ved & benytte VIMR- programvare kunne integralene og derved arealet under de ulike
toppene bestemmes. Med integralene som utgangspunkt kunne videre grad av polymerisering
(antall sukkerenheter i en polymer) (DP) bestemmes, og da ogsa nedbrytningsgrad (a).
Gjennomsnittlig grad av polymerisering, DPn, av den enzym-degraderte kitosanen ble
bestemt fra grad av anomer (H-1) resonans ved hjelp av likning 3.3 [14]:

- [omrade med all H— 1 resonans (interne og reduserende ender]]
n =

(omrade med reduserende ende resonans)

(likning 3.3)
Utregningen kan noe enklere beskrives ved ligningen 3.4.
(Aa + AR +A+D)
DPn =
(Aa+ AB)
(likning 3.4)

a ble funnet ved a benytte ligning 3.5 vist under. DPn er definert som gjennomsnittlig grad av

polymerisering,

(likning 3.5)
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3.5.6 Starrelses eksklusjonskromatografi (SEC)

SEC brukes ofte for separasjon basert pa starrelse av store makromolekylaere komplekser som
proteiner og syntetiske polymerer [7]. Metoden er derfor godt egnet for fraksjonering av
kitooligosakkarider av ulik sterrelse. Det benyttes flere kolonner koplet i serie for & oppna
hayere opplgsning. Kolonnene som benyttes er ofte Superdex™ 30, hvor stasjonarfasen
bestar av dekstran og krysskoplet agarose. Porene i kolonnematerialet vil retardere
sakkaridene i henhold til starrelse. Kitosanprevene som i ulik grad var brutt ned av ChiB-WT

og mutanter, ble analysert ved hjelp av starrelses eksklusjonskromatografi (seksjon1.10.4).

Materialer

e Degradert kitosan
e 0,15 M NH,Ac, pH 4,6
e Superdex™30x3

Metode

Kitooligosakkaridene fra degradering av kitosan ved hjelp av ulike ChiB mutanter ble separert
pd et starrelses eksklusjonssystem som bestod av tre seriekoblede Superdex™ 30 kolonner.
Mobilfasen, 0,15 M NH;Ac (pH 4,6), hadde en flow pa 0,8 mL/ min. Den frysetarkede praven
(= 10 mg) ble lgst i 1 mL mobilfase og injisert i systemet.

Oligomerene ble detektert av en RI- detektor som videre var koblet til en datamaskin som
presenterte resultatene i form av et kromatogram. Fraksjoner pa 4 mL ble samlet og analysert
ved hjelp av MS.

Bearbeiding av data:

Kromatogrammene ble baselinje korrigert ved hjelp av programmet RData 2.8.0 og

funksjonen baselineGUI som gjer det mulig & korrigere baselinjen i ulike kromatogram.
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3.5.7 Massespektrometri (MS)

For identifikasjon av sukkerpolymerene i et utdrag av toppene fra SEC- analyse ble
gjennomfart ved & benytte MALDI-TOF-MS. Dette ble gjort for a vise at hydrolyse av
sukkerene hadde forekommet, og hvilke produkter som fantes i lgsningen.

Matriks som ble benyttet var 2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB). DHB absorberer UV-lys ved
337 nm. DBH inneholder fenolgrupper som overfarerer protoner fra matiks til

pravemolekyler som er viktig for a oppna full ionisering [86].
Materialer

e DHB 2,5-Dihydroxybenzoic acid

e FEtOH

® Hzo

e MeOH
Metode

Tillagning av matrix ble gjort ved a tilsette 15mg DHB i 1000 pL 30 % EtOH og 70 % H,0.
Prgvene ble fortynnet 1:2 ved 4 tilsette 1uL preve i 1 uL 50 % MeOH. Prgve og matrix ble
deretter blandet 1:1 ved 4 tilsette 1 puL preve pa parafilm, deretter 1 uL matrix. 1 pyL av

blandingen ble videre pafart MALDI-platen. Platen ble satt inn i instrumentet.

Dataprogrammet som ble benyttet for identifisering av sukkeroligomerer var FlexControl 2.4,
data ble analysert pa FlexAnalysis 2.4. Toppene i SEC- kromatogrammet ble annotert ved &
sammenligne masselister fra MS- spekter og masselister for uderivatiserte oligosakkarider. Pa

denne maten var det mulig a si hvilke hydrolyseprodukter prgven inneholdt.
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3.6 Bindingsassay

For & beregne Kp (seksjon 1.6.6) for bindingsreaksjonen mellom de ulike mutantene samt WT
med Kitin, ble det foretatt bindingsassay for & bestemme effekten den enkelte mutasjon har pa

bindingsinteraksjonen.

3.6.1 Tillagning av standardkurve:
Materialer

e natriumacetat 20 mM, pH 6.1
L deO

e enzym
Metode

Det ble laget en individuell standardkurve for hver mutatnt ved & male absorbans ved A,g av
lgsninger med kjent enzymkonsentrasjoner pa henholdsvis OuM, 2 uM, 4 uM, 6 UM, 8 UM,
10 uM, 12 uM, 15 pM, 18 uM, 25 pM og 35 uM.

Det ble laget en reaksjonsmiks med et totalvolum pa 0,475 mL, som besto av NaAc 20 mM,

pH 6,1 og enzym. Det ble laget 3 paralleller av hver konsentrasjon.

3.6.2 Bindingsassay:

Etter maling av Aygo ble lgsningene satt ved 4 °C. Viktig at forsgket foregikk ved
4 °C for & redusere den hydrolytiske aktiviteten til enzymene.

Materialer

e [-kitin, 80 mesh
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Metode

Det tilsatt B-kitin fra en 20 mg/mL lgsning til hver av reaksjonsmiksene som allerede
inneholdt buffer og enzym til en B-kitin- konsentrasjon pa 1 mg/mL og et sluttvolum pa 0,5
mL. Tilsettingen av B-kitin foregikk ved 4 °C.

Total tid for forsgket var 3 timer. Etter %2, 1 og 2 timer ble et utdrag av parallellene tatt ut
spunnet ned i en mikrosentrifuge ved 4 °C og 13000 rpm i 5 min, og Azgo ble malt. Malingene
ble foretatt for & se at verdiene holdt seg stabile.

Etter maling ble miksene satt tilbake, og det ble pipettert slik pelleten skulle veere Igst i
miksen.

Etter endte 3 timer ble alle prgvene spunnet ned ved 4 °C og 13000 rpm i 5 min.
Supernatanten ble tatt av og absorbansen ved Agy malt.

Likning fra standardkurven ble brukt til & finne konsentrasjonen av enzym. Det var da mulig a

plotte konsentrasjon bundet enzym mot konsentrasjon fritt enzym for sa & estimere Kd.

3.7 Substrattilgjengelighetsforsgk

De fleste biopolymerene i naturen fungerer som fysisk stattevev i levende organismer. Disse
danner strukturer som gker i starrelse, fra enkle molekyler og fibriller pa nanoniva, til
krystaller pa mikrometer niva. Eksempler pa slike biopolymerer er cellulose og Kitin.
Strukturene som utgjer kitin bestar av krystallerte mikrofibriller.

Ultrasonikering er en prosess som bryter opp Kitinkrystaller til nanofibre som vil veere

3-4 nm i vidden og minst et par mikrometer i lengden[89]. Med dette gkes gjennomsnitts
overflaten til kitinsubstratet og med det tilgjengeligheten for enzymer.
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3.7.1 Forberedelser til substrattilgjengelighets forsgk

For forsgket ble det laget to ulike substrater, henholdsvis B-kitin og sonikert-p-kitin. Ved a
benytte ultralyd til a sonikere kitin dannes et substrat som ikke er like tettpakket, og derfor
lettere tilgjengelig for enzymet.

3.7.2 Tillagning av B-Kitin-substrat
Materialer

e [-kitin 80 mesh
e Natriumacetat 50 mM, pH 6,1
e Eddiksyre 10 %

Metode

80 mesh B-kitin ble silt i en 75 uM filtersil. Det silte B-kitinet ble veid ut og lgst sammen med
NaAc til en konsentrasjon pa 5 mg/mL. Det ble laget to batcher, en sonikert og en ikke-
sonikert. Den Igsningen som skulle sonikeres ble pH justert til pH 3,7 ved a benytte

eddiksyre.

3.7.2.1 Ultrasonikering

Ultrasonikeringen ble pafert lgsningen i 2 min ved & benytte en ultrasonic homogeniserer ved

30 ampl (i artikkel 19,5 kHz og 300 W). Lgsningen ble oppbevart pa is.

3.7.3 Substrat forsgk

Forsaket ble gjort pA WT og mutanten R446 mot fire ulike substrater. f-kitin med og uten
CBP21, samt sonikert-p-kitin med og uten CBP21.
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| tillegg ble forsgket utfart pa de resterende syv mutantene, men da kun mot ikke- sonikert -

kitin uten tilstedeveerelse av CBP21.

Materialer

e Acetonitril 100 %
e BSA (0,1 pg/pL)
e CBP21 (5 M)

e Enzym (0,2 pM)

WT

R446

e Substrat (0,1 pg/uL)

Metode

B-kitin

B-kitin med CBP21
Sonikert B-kitin

Sonikert B-kitin med CBP21

Det ble laget reaksjonsmiks som inneholdt enzym, substrat, BSA, og eventuelt CBP21. Det

ble laget 3 paralleller av hver prgve. Reaksjonen gikk ved 37 °C og ble startet ved a tilsette

enzymet, deretter gikk reaksjonen fra 1 time til 3 uker (endpoint). Reaksjonen ble stoppet ved

a ta ut gnsket mengde fra reaksjonsmiksen, tilsette likt volum 100 % acetonitril, deretter

spinne ned vedbruk av eppendorfsentrifuge ved maks rpm i 2 min. Supernatanten ble overfart

til HPLC-ror, og oppbevart i — 80 °C fryseren.

3.7.4 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

HPLC er et verktay som er mye brukt for separasjon av kitooligosakkarider av ulik starrelse,

samt anomere former av sukkerene [88]. Oligomerene separeres da som regel pa en Amid- 80,

grafittkarbon kolonne ved hjelp av normal fase kromatografi [90].

Kolonnematerialet bestar da av polare, ikke- ioniske amino- grupper kjemisk bundet til silica-
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partikler. Mobilfasen, 70 % acetonitril, er mindre polar enn stasjonarfasen. Hydrogen- atomer
i stasjonerfasen vil danne hydrogenbindinger med oksygenatomene i hydroksyl og/ eller
karbonylgruppen i sukkerene, og pa denne maten retardere molekylene i ulik grad [7].
Sakkaridene av starst kjedelengde vil inneholde flere seter for dannelse av hydrogenbinding
og dermed retarderes i stgrre grad enn de av mindre stgrrelse. Kvantifisering av de ulike
sakkaridene ble oppnadd ved a male arealet under hver topp. Topparealet ble sa sammenlignet
med toppareal fra standardprever med kjent konsentrasjon for bestemmelse av [A4], [A2] 0g
[As]. Ved hjelp av disse parametrene var det mulig a estimere ke, for hydrolyse samt grad av
prosessivitet ([Az] / [A4]) ratio) i ChiB mutantene.

3.7.4.1 Tillagning av standarder
Materialer

e Monomer (A;), 221 g/mol

e Dimer (Ay), 424 g/mol

e Trimer (A3), 627 g/mol

e Natriumacetat 50 mM, pH 6,1
e Acetonitril 100 %

Metode

Det ble laget til standardpraver av A, A, og As ved a veie ut den aktuelle og lgse det i dH,0O
til en konsentrasjon pa 100 uM. Disse ble deretter blandet til en standardmiks som inneholdt
alle de tre standardene (A;+ A, + A3) og NaAc til et totalvolum pa 500 pL. 40 pL av
standardmiksen ble deretter blandet med 40 pL acetonitril, overfart til HPLC-rgr og

oppbevart i fryser.
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3.7.4.2 HPLC-analyse
De ulike pravene ble videre analysert ved HPLC ved & benytte en Amid 80 kolonne.

Materialer

e Amid 80 kolonne (4,6 mm x 24 cm)

e 70 % acetonitril
Metode

Prgvene ble injisert pa kolonnen med en flow pa 70 puL/min. Mobilfasen som ble brukt var
romtemperert 70 % acetonitril. Oligosakkaridene ble registrert ved a male absorbans ved

210 nm, og kvantifiseringen ble gjort ved & male topparealet (mAU * min) som ble
sammenlignet med standardprever. Alle forsgk ble utfert i tre paralleller og en snittverdi av de
estimerte verdiene ble benyttet for a regne ut de aktuelle parametrene. Figur 4.23 viser
kromatogram for ChiB WT etter 168 timer (end point) testet mot kitin. Toppen til venstre

betegner mengde monomer, mens toppen til hgyre betegner mengde dimer.

T S W il Dl il NE1
s | o |
-
-
]
11 3-Monoemer - 8638
o i . S
Monomer Dimer
w0+ min= ——————mAU * min = 21255
i1 | U * min = 18242 == U] s e nm o8 o an

Figur 3.1: Kromatogrammet for hydrolyse av kitin ved hjelp av ChiB WT etter 168 timer.

Toppen til venstre indikerer monomer, mens toppen til hgyre indikerer dimer. Ved hjelp av
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topparealet for de respektive toppene kunne de sammenlignes mot kjente standarder og [Al]

og [A2] kunne estimeres.

Bearbeiding av data

For hvert enkelt forsgk kunne man lage et plot, [A;] mot tid for estimering av Kz, samt

estimere forholdet [A;]/ [A1] for bestemmelse av prosessivitet.

Ved a beregne stigningstallet i den initielle, linezre fasen i [A;] mot tid plottet far man
hastigheten (uM/ tid) for hydrolysereaksjonen. Dersom substratet er i stort overskudd, hvilket
det er under de gitte betingelser [5], vil hydrolysereaksjonshastigheten veere ~ Vmaks. EN

apparent Kee kan dermed estimeres (Keat = Vmaks [enzym]).

Estimering av [A2]/ [A1] ved endepunkt uttaket kan man fa et mal pa hvor prosessivt enzymet
er. Hoyere verdi indikerer hgyere grad av prosessivitet da [A;] indikerer initiell binding.

3.8 Viskositetsmaling

Det ble foretatt viskositetsmaling pa ChiB mutantene D316A, W97A/D316A og
W97A/W220A fra S. marcescens. | dette forsgket ble det sett pa degradering av
polymerkjedene. Ved hjelp av analysen kan man si noe om enzymet kutter ekso- eller endo, i
tillegg grad av prosessivitet ved estimering av Nys.

3.8.1 Viskositetsmaling

3.8.1.1 Forberedleser

Det ble pa forhand beregnet hvilken konsentrasjon enzym som skulle tilsettes. Dette ble gjort
ved & se pa verdier fra SEC, *H NMR analyser og konsentrasjon fra tidligere viskositetsstudier
av ChiB-WT.

87



Metoder

Programmene ViscControl og ViscRun ble benyttet for & male viskositeten til lzsningen.
ViscControl ble benyttet til & generere en kontrolIfil, denne inneholdt data om ubbelohden,
lzsemiddel, temperatur, ulike konsentrasjoner samt ulike parametere for hvordan forsgket
utfares, til hver analyse. ViscRun satte i gang de ulike malingene og lagret data.

Materialer

e Ubbelohde, Schott 53101/0a (speisal designet glasskolbe for maling av viskositet)
¢ Kitosan (Fa 0,63)

e Buffer 0,08 M NaAc, pH 5,5 (solvent)

e 5L filter

e 5 9% deconex

e Aceton

e BSAO0,1 mg/mL

Metode

Det ble veid ut 26 mg kitosan som ble satt i eksikator i 4 timer. Dette ble gjort for a fjerne
overfladig H,O.

Kitosanen ble deretter lgst i MilliQ til en konsentrasjon pa 2 mg/mL, og satt til risting.

Buffer 0,08 M NaAc, pH 5,5, ble laget og blandet i ett 1:1 forhold med MilliQ. Blandingen
ble videre overfart til en ubbelohde og satt i stativ i 37 °C vannbad.

Det ble foretatt 5 malinger av solvent flowthrough time. Etter malingene ble Ubbelohden
vasket med Deconex, skylt med MilliQ x 5, og tarket med aceton.

Videre ble den Igste kitosanen tilsatt buffer til et totalvolum pa 22 mL og en konsentrasjon pa
1 mg/mL i et 1:1 forhold.

Lagsningen ble filtrert og tilsatt BSA. P4 samme mate som tidligere ble lgsningen tilsatt
ubbelohden og gjennomstrgmstiden malt.

Den ble videre satt til rgring ved hjelp av en magnetrgrer for homogenisering av lgsningen og

satt i 37 °C vannbad. Det ble gjort 5 malinger, og gjennomsnittsverdi regnet ut.
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3.8.1.2 Viskositetsassay:
Materialer

e AVS-310 (Schott-Gerate)

e Enzym, ChiB mutanter
Metode

Forsgket ble startet med a tilsette enzym til lgsningen som befant seg i ubbelohden beskrevet i
seksjon 3.8.1. Tilsetting av enzym ble gjort ved a benytte en lang pasteurpipette, skylt i
MilliQ pa forhand. En magnetrarer sgrget hele tiden for at lgsningen var homogen.

Det ble foretatt 15 viskositetsmalinger, med 7 uttak av = 1 mL, hvor tid fra ferste maling,
samt viskositetsmalingsnummer ble registrert. Den relative viskositeten ble malt ved & benytte
en AVS-310 (Schott-Gerate) kontrollenhet med jevne intervaller.

Uttak pa~ 1 mL ble 200 pL ble overfort til reagensrar som allerede inneholdt 5 M NaOH for
a stoppe reaksjonen. Det ble utfart tre paralleller og for punkter hvor relativ viskositet ble
beregnet ble det tatt ut praver for a bestemme konsentrasjon av reduserende ender (vha

MBTH assay, beskrevet nedenfor) som igjen ble benyttet til a regne ut grad av hydrolyse, a.

3.8.2 3-metyl-2-benzothiazolinone hydrazone assay (MBTH):

Det ble foretatt et MBTH-assay for kvantifisering av reduserende ender, oot.

Ved & plotte oo MOt oot fOr sd & benytte stigningstallet var det mulig & estimere Neys
(seksjon 1.13.1). Ny beskriver antall kutt enzymet gjer for hver gang det er assosiert med
substratet, og er dermed et mal pa prosessivitet.

Materialer

e 5 M NaOH
e 0,5 % (FeNH4(SO4); )-12H,0
e 0,5 % Sulfaminsyre (HsNSO3)
e 0,25 MHCI
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Metode

Uttak fra lgsningen Ubbelohden (seksjon 2.8.1) pa 200 pL ble overfart til reagensrgr som
innholdt 200 L NaOH dette ble gjort for & stoppe reaksjonen. Prgvene ble oppbevart pa is.
Like volum av 3 mg/mL MBTH og 1 mg/mL DTT ble blandet og 200 pL av denne nylagede
miksturen ble tilsatt hvert reagensrer. Deretter ble pravene overfgrt i varmebad ved 80 °C i
15 minutter. Direkte etter fjerning fra varmebadet ble prgvene tilsatt 400 pL av en blanding
bestaende av 0,5 % (FeNH4(SO,), )-12H,0, sulfaminsyre og HCI. Lasningene ble satt til
avkjaling pa is fer det ble laget en Al standardkurve (0-100 uM), absorbansen ble malt ved
620 nm.

Bearbeiding av data:

For & beregne stigningstallet til standardkurven, ble absorbans av reduserende ender plottet
mot konsentrasjon reduserende ender (tillagede standarder). Videre ble gjennomsnittlig
absorbans dividert pa stigningstallet fra standardkurven, dette for a finne konsentrasjon av
reduserende ender i uttakene. Konsentrasjon reduserende ender fra uttakene ble sa plottet mot
tid. For beregning av ay var det ngdvendig farst a estimere gjennomsnittlig kjedelengde
(DPp) [91]. Det ble gjort ved hjelp av likning 3.6.

Konsentrasjon polymer (%)

~200 (Mw, monomer)
DPn =

Kons.reduserende ender (M)

(likning 3.6)

Videre ble likning 3.7 benyttet til & beregne oot

(likning 3.7)

90



Metoder

Gjennomsnittlig kjedelengde i polymerfraksjonen (opor) ble bestemt ved & méle den relative
viskositeten med jevne intervaller. Ved a anta at relativ viskositet er lik egenviskositet kan
man fa et estimat pa gjennomsnittlig molekylarvekt for hele polymeren. Denne ble funnet ved
a plotte reduseringen i relativ viskositet mot tid. Ved a dividere gjennomsnittlig
molekylarvekt for hele polymeren pa molekylervekt for monomeren kunne gjennomsnittlig
kjedelengde estimeres (DPn). Likning 3.6 ble s& benyttet for bestemmelse av oyl

Ved a plotte ool mot oror, 0g benytte stigningstallet til kurven kunne Neys beregnes.

Ncuts Sier hvor mange kutt enzymet gjennomsnittlig foretar for hver gang det er assosiert med

substratet.

Ved a se hvor store fall som ble registrert i egenviskositet kan man se hvor i polymeren
enzymet hydrolyserer. Hvis hydrolysen skjer vilkarlig i polymerkjeden sier man at enzymet
har endo- aktivitet, en slik degradering vil fare til et starre fall i egenviskositeten enn ved

degradering fra en av endene, ekso- aktivitet.
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4 Resultater

4.1 Subsete mutasjoner i ChiB:

| den substratbindende klgften hos prosessive kitinaser befinner det seg flere aromatiske
residuer som utgjar en lineeer sti fra det kitinbindende domenet inn mot det katalytiske
setet[53]. Disse bidrar til substratbinding ved & danne interaksjoner med substratet. | tillegg
bidrar de med & skyve polymeren gjennom den aktive klgften, denne skyvemekanismen utgjer
enzymets prosessive egenskaper. Ved a mutere ulike residuer i den substratbindende klgften
som antas a veere med i den prosessive mekanismen for ChiB til alanin, er det mulig a studere
deres effekt pa prosessiviteten. Videre er det ogsa interessant a studere rollen til det
kitinbindende domenet i en prosessiv mekanisme siden denne antas a gjere det ulgselige
substratet lettere tilgjengelig for hydrolyse.

| tillegg til de atte mutantene beskrevet i seksjon 4.1.1-4.1.8 har ogsa ChiB-WT blitt analysert
i denne oppgaven. Figur 4.1 viser ChiB i kompleks med substrat, figur 4.2 presenterer

residuene aktuelle for oppgaven slik de befinner seg i det katalytiske setet.
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Figur 4.1: Surface fremstilling av ChiB i kompleks med sukker pentamer (farget rgd). Viser
den substratbindende kloften med lukket “tak” ndr substratet er bundet. De to residuene
Asp316 og Trp97 bidrar til lukking (seksjon 4.1.4). Til hgyre i bildet vises det kitin bindende

domenet.
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Trp220

Phe190

Phe191

Figur 4.2: Presentasjon av en oligomer som interagerer med enzymet i det katalytiske setet.
Oligopentameren er farget i rosa, mens aminosyrene Trp97, Phe190, Phe191 og Asp316 er
farget i gratt.

Nedenfor er det en beskrivelse av ulike mutantene som ble benyttet i dette studiet.

4.1.1 R446:

Mutasjonen innebarer delesjon av de 55 siste aminosyrene i aminosyresekvensen etter residu
446, arginin. Denne delen inneholder et lite C-teminal domene som refereres til som det Kitin
bindende domene (ChBD). ChBD har vist seg & ha en innvirkning i forhold til binding av
substrat. Det er tidligere ikke undersgkt om det kitin bindende domene er involvert i enzymets
prosessivitet.
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4.1.2 F190A:

Residu 190 i aminosyresekvensen er den aromatiske aminosyren fenylalanin, Phe190. Den
befinner seg i subsete +3, og danner apolare interaksjoner med sukkerkjeden. Fordi Phe190
ligger parallelt med substratet vil de innga en rekke interaksjoner og er derfor viktig for

stabilisering.

4.1.3 F191A:

| den primeere aminosyresekvensen posisjon 191 finnes fenylalanin. Denne aromatiske
aminosyren ligger i den aktive klgften mellom subsetene +1 og +2. Den er viktig fordi den
danner hydrofobe interaksjoner med substratet ved hydrolyse, i tillegg til at den er den med pa

a stabilisere proteinet via interaksjoner med residuene Tyr145, Arg194 og Trp97.

F191 befinner seg i et omrade med flere hydrofobe residuer, disse ligger annenhver parallelt
med, og star vinkelrett pa, sukkerpolymeren. F191 star vinkeltett pa sukkerpolymeren og kan
derfor ikke danne interaksjoner med sukkerkjeden pa samme mate som de residuene som

ligger parallelt med den.

4.1.4 D316A:

Lokalisert i residu nummer 316 i primarsekvensen til ChiB befinner asparaginsyre seg,
Asp316. Som tidligere nevnt har Asp316 en sidekjede som danner sterke hydrogenbindinger
med Trp97 ved substratbinding som gir en delvis lukking av “’taket” over den aktive Klgften.
Ved 4 mutere denne aminosyren til Ala er det enskelig & finne ut om lukkingen av “taket”

over substrat pavirker prosessiviteten og hastigheten til nedbrytning av kitin og kitosan.
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4.1.5 WITA:

| posisjon 97 i primarsekvensen til ChiB finnes den aromatiske aminosyren tryptofan
(Trp97). Denne ligger i +1 subsete, det vil si meget naer det katalytiske senteret.

W97 ligger parallelt med sukkerkjeden og har derfor mange hydrofobe interaksjoner med
sukkeret som binder i dette subsete. I tillegg danner W97 en hydrogenbinding med Asp316
som bidrar til "lukking” av taket over aktivsete kloften og substratet under substratbinding. En
mutasjon av Trp til Ala fjerner de hydrofobiske interaksjonene i +1 subsete og bryter
hydrogenbindingen med Asp316.

Studier utfert av Horn et. al. 2006 har vist tap av prosessivitet for W97A, og en 29 ganger

gkning i degraderingsraten av vannlgselig kitosan ved sammenligning med WT.

4.1.6 W220A:

| subsete +2 er det aromatiske residuet tryptofan 220 (W220) lokalisert. W220 ligner W97 i at
denne ogsa ligger neer det katalytiske senteret. Pa samme mate som W97 ligger ogsa W220
parallelt med sukkerkjeden, den danner en stor kontaktflate, og kan derfor innga flere

hydrofobe interaksjoner med sukkeret.

W220A er mindre prosessiv en ChiB-WT og har ogsa gkt aktivitet mot kitosan (fire ganger

mer aktiv).

4.1.7 W97A/ D316A:

Ved a lage en slik dobbelmutasjon var det gnskelig & studere hvilken effekt det har a fjerne
begge residuene som inngar den sterke hydrogenbindingen som danner taket over det aktive
setet. Det var gnskelig & se om mutasjonen hadde noen innvirkning pa binding av substrat,

aktivitet og prosessivitet.
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4.1.8 W97A/ W220A:

Det er spesielt interessant  se om dobbeltmutanten er mindre prosessiv enn enkelt mutantene.
| tillegg er det relevant & se dobbeltmutanten er enda raskere i nedbrytningen av kitosan slik
det er observert for en liknende mutant av ChiA.

4.2 Rensing av Chitinase B

Det periplasmatiske ekstraktet som inneholdt det aktuelle proteinet ble renset enten pa
kitinkolonne eller ved hjelp av ionebytter- og hydrofob interaksjonskromatografi (HIC)
(seksjon 1.10). De mest aktive mutantene ble renset pa farstnevnte, mens de proteinene som
ville binde kitinkulene i kolonnematerialene for sterkt, ble renset ved a benytte farst
ionebytterkromatografi og deretter HIC.

| figurer vises resulterende kromatogram for rensing av ChiB pa kitinkolonne (figur 4.3) og
R446 pa hhv. ionebytter- (figur 4.5) og HIC-kolonne (figur 4.6). I tillegg er gelene fra SDS
PAGE analysene for disse to proteine vist i henholdvis figur 4.4 og 4.7. ChiB har en
molekyleaervekt pd 58,5 kDa og R446 pa 46,0 kDa. Ved bruk av SDS PAGE, kan starrelsen pa
proteinene og renheten i prgven identifiseres. Resultatene for mutantene F190A, F191A,
D316A, D316A/ W97A, WI7A, W220A og W97A/ W220A finnes i appendix (avsnitt 7.1).
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4.2.1 Isolering av ChiB-WT
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Figur 4.3: Kromatogrammet for rensing av ChiB WT pa kitinkolonne. ChiB ble eluert i den

siste toppen merket 1, mens de andre proteinene ble eluert med voidvolumet i den fgrste,
stgrste toppen.

Diagrammet viser to tydelige topper. Den farste, store toppen er voidvolumet, Vo, og angir
total eksklusjon. Proteinet av interesse ble eluert ut i den siste, minste toppen og fraksjonen(e)
ble samlet opp for kvalitativ analyse pa SDS- PAGE gel. Resultatet for SDS fargegel for
ChiB-WT vises i figur 4.4 i brgnn 10.
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Figur 4.4: SDS- PAGE gel for den relevante fraksjonen samlet i renseprosedyren for ChiB-

WT vises i brgnn 10.

Gelbildet viser tydelig ChiB band i brenn nr. 10. Prgven i denne brgnnen foreviser heller
ingen andre band som tyder pa andre interfererende proteiner. Fglgelig ble denne fraksjonen

tatt vare pa for videre analyse.
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4.2.2 Isolering av R446

Mutant R446 ble renset pa ionbytter- og HIC- kolonne, respektivt, da dette gir hgyere utbytte
enn metoden benyttet for ChiB-WT. Diagrammet for det farste kromatografiske rensetrinnet

er vist i figur 4.5.
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Figur 4.5: Kromatogrammet for rensing av mutant R446 ved hjelp av ionebytterkromatografi.

Fraksjoner ble samlet fra og med den farste toppen etter eluering startet.

Figuren viser fire, sammenhengende topper i slutten av diagrammet, hvor det ble samlet
fraksjoner fra samtlige. De oppsamlede fraksjonene fra ionebyttersteget ble videre analysert
ved hjelp av SDS- PAGE fargegel (figur 4.6), pravene som viste R446- band ble renset videre
pa HIC- kolonne.
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Figur 4.6: SDS- PAGE fargegel for de oppsamlede fraksjonene fra ionebytter- steget. Brgnn
3, 4 og 5 viser sterke ChiB band, mens brgnnene 6- 10 viser svake band. Samtlige fraksjoner
ble renset videre pa HIC- kolonne.

Av figur 4.6 kan man se at brgnnene 3-10 viser R446 band, hvorav brgnn 3,4 og 5 viser de
sterkeste. Samtlige branner viser ogsa andre proteinband som ikke er R446. For & optimalisere
isoleringen av det gnskelige proteinet, ble derfor fraksjonene renset videre pa HIC- kolonne.

Kromatogrammet for denne renseprosessen er vist i figur 4.7.
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Figur 4.7: Kromatogrammet for rensing av mutant R446 pa HIC- kolonne. Proteinet ble

eluert i den siste. store toppen, mens de andre proteinene ble eluert med voidvolumet i den

farste, brede toppen merket 1.

Kromatogrammet fra HIC- rensingen (figur 4.7) viser en klar topp i slutten av diagrammet.
Fraksjoner samlet fra denne toppen ble kvalitativt analysert videre ved hjelp av SDS- PAGE,

vist i figur 4.8.
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Figur 4.8:Resultatet for SDS- PAGE gel for de oppsamlede fraksjonene fra HIC-

renseprosedyren av mutant R446, brgnn 5- 10.

Av figur 4.8 ser vi at samtlige gelbragnner hvor proteinet ble applisert, brann 5- 10, viser
sterke, tydelige R446 band. Disse brgnnene viser ikke tegn til andre, ugnskede proteiner og

tyder falgelig pa vellykket rensing av mutant R446.

4.2.3 Fluorometrisk bestemmelse av proteinkonsentrasjon

De relevante fraksjonene fra den kromatografiske rensingen av det periplasmatiske ekstraktet
ble oppkonsentrert ved hjelp av spesielle separasjonsfilter (seksjon 3.3.6). Ved hjelp av
Quant- iT ™ protein assay ble proteinkonsentrasjonen for de ulike mutantene bestemt.
Utbyttet, milligram protein isolert per liter dyrkingsmedium, for de ulike rensingene er
fremstilt i tabell 4.1. For hver rensing ble det brukt 3 liter LB- medium.
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Tabell 4.1: Utbyttet av proteinrensingen i milligram enzym per liter cellekulturmedium.

Verdiene er beregnet ut fra antall liter dyrkningsmedium (3liter).

Enzym Utbytte (mg/L)
WT 4,3
R446 7.4
F190A 7,2
F191A 6,3
D316A 57
W97A 1,7
W220A 3
W97A/ D316A 1
W97A/ W220A 2,6

Av tabellen ser man at rensingene for mutantene R446, F190A, F191A og D316A er de
isoleringene som har gitt mest utbytte. Alle disse ble renset i to trinn ved hjelp av ionebytter-
og hydrofob interaksjonskromatografi. De resterende enzymvariantene ble renset i ett trinn pa

kitinkolonne. Resultatene antyder dermed at rensing i to trinn gir bedre separasjon.

4.2.4 Aktivitetskontroll av isolerte enzymer

De rensede proteinene ble testet mot 4-MU-(GIcNAC),, for kontroll av aktivitet. Substratet har
en fluoriserende gruppe (4-MU) bundet til seg som vil gi fluorescens nar det frigjeres fra
(GIcNAC),. 4-MU-(GIcNAC), ble inkubert med det aktuelle enzymet i ngyaktig 10 minutter
far reaksjonen ble stoppet. Pravene ble malt spektroskopisk ved hjelp av et fluorometer, ut fra
avlest fluorescens ble aktivitet regnet ut ved hjelp av ligning 3.1. Forsgket ble utfert i tre
paralleller og en snittverdi ble benyttet for estimering av aktiviteten. Aktivitetesverdiene for

aktiviteten til de respektive enzymene er vist i tabell 4.2.
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Tabell 4.2: Beregnet aktivitet for de ulike enzymvariantene nar de ble testet mot
4-MU-(GIcNAc),. Forsgket ble utfgrt i tre paralleller og en gjennomsnittsverdi ble brukt til

estimering av aktivitet ved hjelp av likning 3.1.

Enzym Aktivitet (nM/ min/ mg)
WT 257 200
R446 150 394
F190A 139 826
F191A 16 693
D316A 225 246
WOI7A 49 739
W220A 63 681
W97A/ D316A 6 750
W97A/ W220A 17 380

WT og mutantene R446, F190A og D316A skilte seg klart ut pa aktivitetsmalingene da de
viste en mye hgyere verdi enn de resterende. Substratet som er benyttet vil ikke ngdvendigvis

reflektere hvor aktivt det aktuelle enzymet er mot kitin eller kitosan.
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4.3 Fremstilling av kitosan

Fremstilling av heteropolymeren kitosan fra kitin ble gjort ved homogen deacetylering av
kitin beskrevet i seksjon 3.4. Homogen deacetylering av kitin gir en tilfeldig distribuering av
N-acetyl enheter. Fra utveide 4 g kitin besto produktet av mellom 1-2 g kitosan. Utbyttet, i
gram, for de ulike deacetyleringene (2 paralleller per forsgk) er fremstilt i tabell 4.3.
Acetyleringsgraden (F,) ble bestemt ved & foreta *H NMR- analyse (seksjon 3.5.4).

Figur 4.9 viser 'H NMR- spekteret for kitosan med Fa= 0,63 (seksjon 3.4.3). Resterende

spektre for fremstilling av kitosan finnes i appendix (seksjon 7.2).

Figur 4.9: "HNMR- spekter for kitosan, med estimert Fa= 0,63. Fa- verdi ble beregnet ved
likning 3.2.

For estimering av acetyleringsgrad ble acetylerte a-anomerer og acetylerte f-anomerer pa
reduserende ble lagt sammen med acetylert enhet, inni eller pa ikke-reduserende ende. Dette
ble deretter dividert pa det totale antallet reduserende og ikke-reduserende ender, som ga
estimert Fa-verdi lik 0,63 (likning 3.2).
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Tabell 4.3: Antall batcher kitosan fremstilt, mengde kitosan i gram ut fra 4.0 gram kitin som

startmaterial, samt estimert Fa-verdi beregnet ved hjelp av likning 3.2.

Prgvenr. Mengde kitosan (g) Fa- Verdi

11 1,76 0,63
1.2 1,73 0,63
2.1 1,69 0,62
2.2 1,89 0,62
3.1 2,06 0,49
3.2 1,93 0,49
4.1 2,10 0,54
4.2 1,73 0,54

4.4 Nedbrytning av kitosan F, = 0,63

Det ble foretatt hydrolyse av kitosan ved de atte mutantene beskrevet i seksjon 4.1., samt WT.
Analyse av uttakene ble gjort ved bruk av *H NMR hvor, a, nedbrytningsgrad ble estimert.
Ved bruk av starrelses eksklusjons kromatografi ble de ulike oligosakkaridene separert med
henhold pa starrelse og oddetalls/partalls ratio bestemt. MS ble brukt for a vise at hydrolyse

hadde forekommet, og hvilke produkter som var dannet.
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4.41'H NMR
Fra uttakene gjort for nedbrytning av kitosan ble det laget praver til *H NMR- analyse hvor
nedbrytningsgraden (o) ble estimert ved & bestemme reduserende ender i forhold til interne

enheter (forklart under). Uttakene estimert til a = 0,05 ble videre analysert pa SEC.

Intern D-cnhet

7 WW

T T
1.6 4.5 ppm

Figur 4.10: Spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) ved mutant R446 i 70 min ved
konsentrasjon 25ug/10mg («=0,05).

Den reduserende enden til a-anomeren av en acetylert enhet gir resonans ved 5.19 p.p.m.,
mens f-anomeren fra samme enhet gir resonans ved 4,7-4,8 p.p.m. D- og A- enheter inne i, og

ved ikke-reduserende ender gir resonans ved henholdsvis 4,9 og 4,6 p.p.m [14].

Som tidligere nevnt (seksjon 1.11.1) representerer Ke,, turnover number, antall
substratmolekyler hvert enzym konverterer til produkt per tidsenhet, antall hydrolyser av
glykosidbindinger per minutt. Fordi det hastighetsbestemmende trinnet vil vare forskyvning
og frigjering av produkt nar substratet er kitosan, kan ke direkte relateres til prosessivitet [5].

For bestemmelse av ke, for de ulike mutantene ble a- verdiene, bestemt ved *H NMR-
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analyse, plottet mot tid som vist i figur 4.11. Stigningstallet i den lineere, initielle fasen ble

bestemt og ved hjelp av ligning 1.6 kunne den aktuelle parameteren estimeres.

WT
0,16
0,14
Y y = 0,0008x
0,12 R?=0,9643
0,1 * *WT
o 0,08 *
0,06
*
0,04
*
0,02
0 T
0 50 100 150 200

Tidnedbrytning (min)

Figur 4.11: « som funksjon av tid (min) for ChiB WT. Plottet ble benyttet til beregning av

apparent Keat.

o som funksjon av tid gjennomfart for de ulike mutantene viste alle estimert R%-verdi ~ 0,95,

som tilsvarer en god tilpasning av datasettet.
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Tabell 4.4: Estimert ko for de ulike mutantene, hvor kitosan har blitt benyttet som substrat. o
plottet mot tid og stigningstallet i den initielle fasen ble videre satt inn i likning 1.6 for

estimering av parameteren. Forsgket ble utfart i kun en parallell.

Enzym Apparent Ke (s™)
WT 19+1,7
R446 21+11
F190A 15+1
F191A 25+15
D316A 19+5/1
W97A 401+29
W220A 422 +2
W97A/ D316A 570+0,8
W9I7A/ W220A 1230+1,4

Tabell 4.4 viser at dobbeltmutantene har hgyere apparent kg, — verdi sammenlignet med de
andre enzymene. Det er foreslatt en ikke- prosessiv mekanisme for begge disse mutantene.
W97A/W220A viser hayeste verdi, 1230 s, det vil si en gjennomsnittlig omdannelse av 1230
substratmolekyler til produkt per sekund. Den andre dobbeltmutanten, W97A/D316A, viser
og en av de hgyeste kcat- verdiene, men har halvparten sa lav verdi som W97A/ W220A. |
tillegg viser de antatt ikke- prosessive enzymene W97A og W220A hgye kcat- verdier pa
henholdsvis 401 og 422 s™. De antatt prosessive enzymene ChiB-WT, R446, F191A og
D316A har ke~ verdier flere ganger lavere. Dette gjelder ogsa mutant F190A som har vist

ikke- prosessive tendenser.

110



Resultater

4.4.2 SEC

ChiB har en absolutt preferanse for acetylert enhet i -1 subsetet ved hydrolyse av Kitin eller
kitosan. Fordi enhetene i substratet er vridd 180 ° i forhold til hverandre (seksjon 1.6.6) vil
kun annenhver sukkerenhet kunne binde produktivt til enzymet. Dette vil derfor hovedsakelig
gi partalls- oligomerer ved prosessiv katalyse fordi ved en ikke produktiv binding vil
polymeren alltid flyttes med to sukkerenheter fgr neste forsgk pa produktiv binding. En ikke-
prosessiv katalyse vil gi en tilfeldig distribuering av partalls- og oddetalls- oligomerer. Ved &
se pa partalls/oddetalls ratio mellom toppene er det derfor mulig & si noe om enzymets

prosessive egenskaper i forbindelse med degradering av substrat.

Starrelseseksklusjonskromatografi retarderer og separerer kitooligosakkarider i henhold til
starrelse (seksjon 1.10.4). Figurene 4.12- 4.20 viser fordeling av degraderingsproduktene fra
hydrolyse av kitosan (Fa= 0,63), uttak ble gjort med ulike tidsintervaller.

Voidtoppen, ogsa kalt polymertoppen, ble fjernet fra prgven fer analyse. Dette ble gjort for en
enklere identifisering av toppene i kromatogrammene. VVoidtoppen vil inneholde polymerer
med DP stgrre enn 40.

Toppene i kromatogrammet er merket enten med nummerering som indikerer lengden pa
polymerkjeden (DP), eller med sekvensen til oligomeren hvis toppen kun inneholder en
dimer. Annoteringen til toppene baserer seg pé bruk av standard praver samt *H NMR-
analyse (A. Sgrbotten et. al. 2004). | tillegg er det her ogsa brukt MS. Et eksempel er vist for
R446 i figur 4.20. Dimerfraksjonene vil eluere ut i to topper identifisert som AA-, to
acetylerte enheter, og DA-, en deacetylert og en acetylert enhet. P4 samme mate vil ogsa
trimer og tetramer fraksjonene eluere ut i to topper [14].

Prgvene som etter ‘H NMR- analyse viste en a- verdi = 0,05 ble analysert pa SEC.

Resultatene for partalls/oddetalls ratio for toppene i kromatogrammene for de ulike mutantene
er fremstilt i tabell 4.5. Hay partall/oddetall ratio indikerer stgrre grad av prosessivitet forhver

aktuelle mutant.

111



Resultater

=
%

0,15

=
=

[=]

Rl detektor respons (mW)

-0,05

0,05 +

| 108 & 5 -'1-’3.
&m0 200 1000
Tid {min}

Figur 4.12: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene

for kitosan hydrolysert av ChiB WT i 50

min min, o= 0,05.
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Figur 4.14: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene

for kitosan hydrolysert av mutant F190A
i 90 min, a = 0,05.
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Figur 4.13: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene

kitosan hydrolysert av mutant R446 i 70

min, o~=0,05.
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Figur 4.15: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene

for kitosan hydrolysert av mutant F191A i
90 min, o= 0,05.
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Figur 4.16: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene
for kitosan hydrolysert av mutant

D316A4 i 37 min 0. = 0,05.

Figur 4.17: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene
for kitosan hydrolysert av mutant

W97A4 i 5 min o= 0,07.
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Figur 4.18: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene
for kitosan hydrolysert av mutant

W220A i 90min, a = 0,1.

Figur 4.19: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene

for kitosan hydrolysert av mutant
WO7A/W220A i 15 min, o~ 0,03.
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Figur 4.20: SEC- kromatogrammet

viser distribusjon av oligomer fraksjonene
for kitosan hydrolysert av mutant
W974/D316A i min = 0,1.

Figurene 4.12, 4.13, 4.15 og 4.16 viser kromatogram for henholdsvis WT, R446, F191A og
D316A som i stor grad bestar av korte partallsoligomerer (DP 2-12), og tyder derfor pa en
prosessiv degraderingsmekanisme. Initielt vil enzymet binde enten fra subsete -3 eller -2, det
vil si at det farste hydrolytiske kuttet vil gi enten en trimer eller en dimer. Dersom katalysen
er prosessiv vil enzymet forbli bundet til substratet og videre gi dimerer (og
partallsoligomerer dersom substratet er kitosan). Kromatogrammene viser partallstopper med
starre areal enn oddetallstoppene, som tyder pa en slik prosessesiv hydrolyse.

| kromatogrammene vist i figurene 4.14, 4.17, 4.19 og 4.20, henholdsvis for F190A, W97A
og W97A/W220A og WI7A/D316A, viser alle toppene relativt lik arealsterrelse, som tyder
pa lik dannelse av partalls og oddetalls oligomerer i praven. Dette antyder en

ikke-prosessiv katalyse.
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Figur 4.21: MS-spekteret for mutant R446. Ved & sammenligne toppene i spekteret med en
masseliste for uderivatiserte oligomerer var det mulig & identifisere de ulike toppene i

spekteret.

4.4.2 Partalls/oddetalls ratio

Partalls/oddetalls ratio i sec- kromatogrammene indikerer grad av prosessivitet hos de ulike
enzym variantene.

Tabell 4.5 viser at WT har estimert dimer/trimer ratio lik 76, som kan tyde pa hgy grad av
prosessivitet. | motsetning til WT viser dobbelmutantene W97A/W220A og W97A/D316A en
dimer/trimer ratio lik 0,6, noe som indikerer en lav grad av prosessivitet. Videre viser begge
dobbeltmutantene tetramer/pentamer samt heksamer/ heptamer ratio tilnermet lik 1, det vil si
at toppene er like store noe man ogsa kan se av kromatogrammene (fig 4.11- 4.19). En slik lav
ratio forsterker antydningene om at disse mutantene har en ikke- prosessiv hydrolyse av

substratet kitosan.
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Tabell 4.5: Beregnet ratio mellom henholdsvis dimer/ trimertoppene, tetramer
/pentamertoppene og hexamer/ heptamertoppene for SEC- kromatogrammene hvor estimert o

= 0,05. Hayere forhold indikerer hgyere grad av prosessivitet.

Enzym Dimer/ trimer Tetramer/ pentamer Heksamer/ heptamer
WT 76 15 10,7

R446 55,7 2,1 10,7

F190A 22,5 0,5 1

F191A 79,6 2,5 3,7

D316A 63,9 11,3 8,5

W97A 19 1 1,3

W220A 1 1 1

W97A/ D316A 0,6 1 1

W97A/ W220A 0,6 0,9 1

4.5 Viskositetsmaling:

Viskositetsmalinger benyttes til a studere to parametere; grad av prosessivitet og enzymets
endo- og eller ekso- aktivitet.

Ved & bruke data fra viskositetsmalingene i kombinasjon med reduserende ende assay foretatt
for hver av ChiB mutantene var det mulig a beregne gjennomsnittlig antall kutt enzymet
utfarer for hver assosiasjon med substratet (Neys)-

Det ble i denne oppgaven foretatt viskositetsmalinger for nedbryting av kitosan ved hjelp av
mutantene; D316A, W97A/W220A og W97A/D316A (to paralleller for D316A og
W97A/W220A, og en for W97A/D316A grunnet lite tilgang enzym for denne mutanten). |
forsgkene hvor det ble foretatt to paralleller ble et gjennomsnitt av malingene brukt for

fremstilling av grafen. Figur 4.22 til 4.24 viser grafene for viskositetsmaling av ChiB
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mutantene plottet sammen med viskositetsmalinger for syrenedbrytning av kitosan til

sammenligning. Man antar at syre foretar en hydrolyse per assosiasjon med substrat.

0,004
0,0035
0,003 +* Acid
/’ Y= 0,6003x%- 2E-05
0,0025 s ‘
apol § 505 D316A
' ry Y= 04341% 40,0003
0,0015 * Acid
0,001 //;
0,0005
M Gjennomsnittlig
0 . T 1 D316A
0 0,002 g 0,004 0,006

Figur 4.22: ayo som funksjon av oy for ChiB mutant D316A sammenlignet med
viskositetsmalingen for syre. apo representerer gjennomsnittlig kjedelengde i
polymerfraksjonen, og awt konsentrasjon av reduserende ender. Det ble gjennomfart to
paralleller av forsgket og en gjennomsnittsverdi av apol 0g oot ble benyttet for lineser
regresjon av datasettet. Stigningstallet ble benyttet for estimering av Neys.

0,004
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0,0025 S WOTASW220A
‘//. ¥=0,5749%- 0,0002
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Figur 4.23: ayo som funksjon av awo for ChiB mutant W97A/ W220A sammenlignet med

viskositetsmalingen for syre.
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Figur 4.24: ayo som funksjon av oy for ChiB mutant W97A/D316A sammenlignet med

viskositetsmalingen for syre.

Tidligere, i sammenheng med dette prosjektet, er Ny for ChiB-WT og R446 (Ellinor B.
Heggset, NTNU og Anne Line Norberg, UMB) og for F190A, F191A og W220A (Heggset).
Disse tallen er samlet i tabell 4.6 sammen med de tallene som er bestemt i denne oppgaven.

Verdiene blir tatt med i oppgaven for a fa en mer helhetlig fremstilling av resultatene.

118



Resultater

Tabell 4.6: Stingningstallet fra viskositetsplottet for apo plottet mot a,: for ChiB WT, samt
mutantene. | tillegg estimert gjennomsnittlig Ny -verdi for mutantene etter kjgring av to
paralleller for hver mutant, bortsett fra W97A/ D316A.

Enzym Stigningstall Ncyts
Syre 0,6 1
WT 02 36
R446 0,2 3
F190A 05 17
F191A 03 27
D316A 05 2
WO7A - -
W220A 04 15
W97A/ D316A 06 17
WOI7A/ W220A 05 11

Av tabell 4.6 ser man at mutanten D316A viser gjennomsnittlig 2 kutt per assosiasjon med
substratet (opo som funksjon av oyr). Sammenlignet med syre, W97A/W220A og
W97A/D316A som vil foreta henholdsvis 1, 1,1 og 1,7 kutt, indikerer dette stgrre grad av
prosessivitet for enkelt mutanten enn for de to dobbelt mutantene. For alle mutantene ligger
estimert R%verdi rundt 0,9 noe som tilsier en relativt god tilpasning av verdiene.

Mutant W97A/W220A viser at den gjennomsnittlig vil foreta noe gjennomsnittlig litt over ett
kutt per assosiasjon med substrat som ikke tilsier store prosessive egenskaper.

Estimert Ny -verdi for mutant W97A/D316A er 1,7 kutt per assosiasjon med substrat ved
sammenligning med syre og W97A/W220A viser dette at dobbeltmutanten er noe mer
prosessiv enn de to, men ved sammenligning med ChiB-WT har denne mutanten lav prosessiv

aktivitet.
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ChiB-WT gir laveste stigningstall og estimert Nyt -verdi lik 3,6 (tabell 4.11). Dette indikerer
starre grad av prosessivitet for dette enzymet enn for de andre mutantene som alle har hgyere
stingingstall, og derved lavere Ngys- verdi.

Alle Ncys-verdier er justert i forhold til syre hydrolyse med antagelse om at syre kun foretar et

kutt for hver substratassosiasjon.

4.6 Nedbrytning av kitin med ulik grad av substrattilgjengelighet

Ved & inkubere enzym med substrat over en viss periode med regelmessige uttak var det

mulig & fa et estimat pa ke 0g prosessivitet.

ChiB-WTog mutant R446 ble testet mot fire ulike substratvarianter: kitin, sonikert kitin, Kitin
med CBP21, og sonikert kitin med CBP21. Bade sonikering av Kitin og tilstedeveerelse av
hjelpeproteinet CBP21 vil bidra til gkt tilgjengelighet av substrat og forsgket vil fglgelig
belyse hvilken effekt dette vil ha pa enzym- effektivitet og prosessivitet.

| tillegg ble de resterende mutantene, F190A, F191A, D316A, W97A, W220A,

D316A/ W97A, WI7A/W220A, testet mot ikke-sonikert kitin for & bestemme effekten
mutasjonene har pa apparent ke i forhold til WT. Dette ble gjort for & kunne sammenligne de
aktuelle resultatene, turnover per tid og prosessivitet, mot resultatene oppnadd for nedbrytning

nar substratet var kitosan.

Figur 4.23 viser kitin for og etter sonikering hvor man tydelig kan se at sonikeringen har hatt

effekt pa substratet ved a gjare kitinkjedene mer tilgjengelige.
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Figur 4.23: Kitin fgr og etter sonikering (Kristine B. Eide). Ultralyd- sonikering ble foretatt i
2 minutter som medfgrer brudd i interaksjoner mellom sukkerkjedene og gjer kitinet mer

tilgjengelig for enzymer.

Uttaksprgvene ble analysert pa HPLC med hensyn til & bestemme konsentrasjonen til
produsert [A2] og [A1] bade mot tid for a estimere en apparent K. 0g som en
konsentrasjonsratio for & male grad av prosessivitet. Alle forsgk ble utfart i tre paralleller og

en snittverdi av de estimerte verdiene ble benyttet for & regne ut parametrene.

4.6.1 [A2] mot tid 0g Kcat

[A2] ble plottet mot tid for & observere nedbrytning over tid. Figur 4.24 og 4.25 viser
konsentrasjon av A2 plottet mot tid for ChiB WT og R446, respektivt. Begge proteinene ble
testet mot samtlige substratvarianter. ”Error bars” for hvert datapunkt representerer
standardavviket mellom de tre malingene utfert for hvert punkt. Et gjennomsnitt av verdiene
er benyttet i plottet.

[A2] mot tid for de andre mutantene, som kun ble testet mot kitin, finnes i appendix
(seksjon 7.7). Tabell 4.7 viser en oversikt over sluttkonsentrasjon av dimer (A2) for samtlige
ChiB kitinasene.
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WT [A2] mot tid

==KITIN

L
/ - —m—KITIN M/CBP21
SONIKERT KITIN

—<—=SONIKERTKITIN M/ CBP21

[A2] (M)

-50 0 50 100 150 200

Tid (timer)

Figur 4.24: Gjennomsnittlig [A2] fra tre parallellforsgk plottet mot tid for ChiB WT nar det
ble testet mot kitin, kitin med CBP21, sonikert kitin og sonikert kitin med CBP21.” Error

bars” i hvert datapunkt viser hvor mye parallellene i forsgket varierte.
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R446 [A2] mot tid

[A2] (uM)

e [{| TIN
. / .

=B KITIN M/CBP21

L J
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Tid (timer)

Figur 4.25: Gjennomsnittlig [A2] fra tre parallellforsgk plottet mot tid for R446 nar det ble
testet mot kitin, kitin med CBP21, sonikert kitin og sonikert kitin med CBP21.”Error bars” i

hvert datapunkt viser hvor mye parallellene i forsgket varierte.
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Tabell 4.7: Sluttkonsentrasjon av dimer [A2] (uUM) for samtlige mutanter etter inkubasjon
med den aktuelle substratvarianten i 168 timer. Estimatet er en gjennomsnittsverdi av de tre
parallell- malingene, samt standardavvik av disse. WT og R446 ble testet mot samtlige
substrater, mens de resterende mutantene kun ble testet mot kitin.

[A2] (UM) etter 168 timer

Enzym Kitin Sonikert Kitin Kitin m/ CBP21 Sonikert kitin m/ CBP21
WT 79+2 148 + 2 265 + 29 299 + 6
R446 12+1 172 £18 262 + 50 298 +1
F190A 9+0 - - -
F191A 27x1 - - -
D316A 26 2 - - -
WI7A 16+1 - - -
W220A 19+1 - - -

WO7A/ D316A 52 - - -
WOI7A/ W220A 71 - - -

Av figurene for bade ChiB WT og mutant R446 ser man at sluttkonsentrasjon for dimer (A2)
er klart hgyest nar substratet er sonikert kitin med CBP21 og lavest nar substratet er kitin uten
CBP21. ”Error bars” for punktene fremstiller variasjon i datasettet, hvorav noen malinger er
mer avvikende enn andre. Helhetlig ser man uansett at distinksjonen mellom parallellene er

liten med forholdsvis lave standardavvik.

Ved a beregne stigningstallet i den linezre initielle fasen av gjennomsnittlig [A2] mot tid
plottet er det mulig & fa et estimat for apparent Ky siden substratet er i stort overskudd i
forhold til enzymkonsentrasjon under de gitte betingelsene [5]. Stigningstallet i dette
tidsrommet vil veere lik den maksimale hastigheten, Vmax (UM/ t). Ved & dividere pa
enzymkonsentrasjonen som ble benyttet i forsgket, 0,2 uM, og deretter dele pa 60
minutt/time, vil man f et estimat p& ke (ligning 1.6). Benevning vil da vare min™ og vzre et

anslag pa hvor mange katalytiske brudd enzymet utfarer per minutt. Figurene 4.26 og 4.27
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viser linear regresjon av datapunktene i den initielle fasen av degraderingen av Kkitin for

henholdsvis WT og mutant R446 med stigningstall, R*- verdi og “error bars”.

WT Kitin WT Sonikert kitin
[A2] mot tid initiell fase [A2] mot tid initiell fase
30 y=2,8575x o
o _ P P y=12,897x
% 20 R*=0872 % 80 ¥ R2=0,9325
= . :—6%4}47
=1 10 ol A0
: - I }/ # SONIKERT
= ) S KITIN = 55 KITIN
E 0 3 10 5 0 5 10
Tid (timer) Tid (timer)
WT Kitin m/ CBP21 WT Sonikert kitin m/
[A2] mot tid initiell fase CBP21
20 [A2] mot tid initiell fase
__;\ 20 - Y= 3,3589)( 00— B
ﬁ v R2= 0{9917 ;\ 30 - VZ—-15,564)(
LT =] | R?=0,8436
5) / s
< 10 @ KITIN = 40 -
— / M/CBP21 < 20 & SONIKERTKITIN
T 0 T ] 0 4 M/ CBP21
-5 0 5 10 0 < 10
Tid (timer) Tid (timer)

Figur 4.26 : Gjennomsnittlig [A2] plottet mot tid i den initielle nedbrytningsfasen for WT
testet mot de ulike substratene. Stigningstallet i denne fasen ble benyttet til & estimere

Keat. Error bars” viser variasjon i dataene.
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R446 Kitin R446 Sonikert kitin
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Figur 4.27: Gjennomsnittlig [A2] plottet mot tid i den initielle nedbrytningsfasen for R446
testet mot de ulike substratene. Stigningstallet i denne fasen ble benyttet til & estimere

Keat. "Error bars” viser variasjon i dataene.

Figurene for beregning av stigningstall i initiell fase viser en noe lav R?- verdi noe som
antyder darlig korrelasjon mellom datasett og graf. Grad av variasjon mellom parallellene
(“error bars”) er varierende, hvorav noen datapunkter viser svert avvikende malinger og
andre ikke. Tabell 4.8 viser beregnet k¢, for samtlige mutanter mot det aktuelle substratet.
Usikkerheten i key ligger i tilpasning av dataene til grafen i den initielle fasen, samt avvik
mellom de tre parallellene. De fleste relative standardavvikene var < 25 %, noe som tyder pa

forholdsvis god ngyaktighet og presisjon i forsgkene.
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Tabell 4.8: Estimert k4 for de ulike mutantene. WT og R446 ble testet mot alle
substratvarianter, mens de gjenstaende mutantene kun ble testet mot kitin. Parameteren er
estimert ved & plotte gjennomsnittlig [A2] for de tre parallellforsgkene mot tid i den initielle
fasen. Det ble videre utfart linezer regresjon for estimering av stigningstall som videre ble
benyttet til & beregne kcy; ved hjelp av ligning 1.1.

Keat (Min'™)
Enzym Kitin Sonikert kitin Kitin m/ CBP21 Sonikert kitin m/ CBP21
WT 0,2+0,84 1,08+9,1 03+1,1 1,3+16
R446 0,02+24 0,23+2,6 0,15+19 0,43+5.3
F190A 0,01+0,2 - - -
F191A 0,03+£0,5 - - -
D316A 0,03+0,2 - - -
WI7A 0,02+1 - - -
W220A 0,01+0,2 - - -

W97A/ D316A 0,01 +0,2 - - -
W97A/ W220A 0,02 +0,6 - - -

4.6.2 [A2]/ [A1] ratio

[A2]/ [A1] ratio vil veere et mal pa grad av prosessivitet da [A1] indikerer initiell binding av
proteinet til substratet. Tabell 4.9 viser [A2]/ [Al] ratio etter 168 timer for alle
enzymvariantene hvor WT og mutant R446 ble testet mot samtlige substratvarianter, mens de
resterende mutantene kun ble testet mot kitin. Malingene ble utfert i tre paralleller og verdiene
er beregnet ved a dele gjennomsnittlig dimerkonsentrasjon pa gjennomsnittlig
monomerkonsentrasjon. Bade ChiB WT og R446 viste signifikant hgyere ratio nar substratet

var sonikert kitin og nar reaksjonsmiksen var tilsatt hjelpeproteinet CBP21.

Sammenligning av [A2]/ [A1] ratio for alle de ulike enzymvariantene nar substratet var Kitin,
viser at enzymer som WT, F191A og D316A, har hgyest ratio (2,9 til 4,1)mens F190A,
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WOI7A, W97A/ W220A og D316A/ WITA, fremviser en mye lavere ratio (1- 1,6). Dette
gjelder ogsa for mutant R446 hvor hele det kitinbindende domenet er kuttet bort.

Tabell 4.9: Beregnet [A2]/ [Al] ratio for WT og mutanter av ChiB etter inkubasjon med
substrat i 168 timer. Forsgket ble utfart i tre paralleller og en gjennomsnittverdi av disse ble

brukt for estimering av parameteren.

[A2]/ [A1] ratio etter 168 timer

Enzym Kitin Sonikert kitin Kitin m/ CBP21 Sonikert kitin m/ CBP21
WT 4,1 10 6,3 10,4
R446 1 15 2,2 24
F190A 11 - - -
F191A 2,9 - - -
D316A 3 - - -
W97A 1 - - -
W220A 1,6 - - -

W97A/ D316A 1 - - -
WO7A/ W220A 1 - - -

Dataene fra tabell 4.9 viser at [A2]/ [A1] ratio gker med gkende grad av
substrattilgjengelighet, det vil si nar substratet er sonikert eller inkubasjonsmiksen er tilsatt
hjelpeprotein CBP21. Dette tyder pa at enzymets grad av prosessivitet, i tillegg til & vere
avhengig av proteinet selv, ogsa er avhengig av substratets morfologi.
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4.7 Substratbindingsassay mot kitin

Kpog AG for ChiB-WT og de ulike mutantene ble bestemt ved a inkubere enzym og kitin
konstant trykk og temperatur i 3 timer (seksjon 3.7).

UV- absorbans ved 280 nm ble sa avlest, og ved hjelp av en tidligere utarbeidet
standardkurve, individuell for hver enzymvariant, ble [enzym fritt] og [enzym bundet]
beregnet og plottet mot hverandre. Plottene vises i figurene 4.28 — 4.34. Ved hjelp av en 1:1
hyperbolsk bindingsmodell (ligning 1.3) ble dataene fra bindingsforsgket tilpasset for a gi Kp.
Videre ble AG beregnet ved hjelp av likning 1.4. Tabell 4.6 viser de estimerte verdiene for de

respektive bindingsreaksjonene.

254 254
2.0 2.04
1.5+

1.04

Bundet enzym (mM)
Bundet enzym (uM)

0.0

T T T T T 1 T T T T T J
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Fritt enzym (uM)

Figur 4.28: [enzym fritt] plottet mot

[enzym bundet] for mutant WT. Punktene

er eksperimentelle data fra tre parallellforsgk
og en 1:1 hyperbolsk bindingsmodell

er brukt for & tilpasse dataene.

Fritt enzym (uM)

Figur 4.29: [enzym fritt] plottet

mot [enzym bundet] for mutant R446.
Punktene er eksperimentelle data fra
tre parallellforsgk og en 1:1 hyperbolsk
bindingsmodell er brukt for a tilpasse

dataene.
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2.54

2.04

1.5+

Bundet enzym (uM)

15
Fritt enzym (uM)

1'0 2'0 2'5
Figur 4.30: [enzym fritt] plottet mot
[enzym bundet] for mutant F190A. Punktene

er eksperimentelle data fra tre parallellforsgk

og en 1:1 hyperbolsk bindingsmodell er

brukt for & tilpasse dataene.

Bundet enzym (mM)

15 20 25

1'0
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Figur 4.32:[enzym fritt] plottet mot

[enzym bundet] for mutant D316A. Punktene
er eksperimentelle data fra tre parallellforsgk
og en 1:1 hyperbolsk bindingsmodell

er brukt for a tilpasse dataene.
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Figur 4.31: [enzym fritt] plottet mot
[enzym bundet] for mutant F191A.
Punktene er eksperimentelle data fra
tre parallellforsgk og en 1:1 hyperbolsk
bindingsmodell er brukt for & tilpasse

dataene.

T T T d
10 15 20 25
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Figur 4.33:[enzym fritt] plottet

mot [enzym bundet] for mutant W97A.
Punktene er eksperimentelle data fra
tre parallellforsgk og en 1:1 hyperbolsk
bindingsmodell er brukt for a

tilpasse dataene.
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2.5+

Bundet enzym (mM)

0 5 10 15 20 25
Fritt enzym (mM)
Figur 4.34: [enzym fritt] plottet mot
[enzymbundet] for mutant W97A/ W220A.
Punktene er eksperimentelle data fra tre
parallellforsgk og en 1:1 hyperbolsk
bindingsmodell er brukt for &

tilpasse dataene.

Tabell 4.10: Beregnet Kp 0og AG for ChiB WT, samt de ulike mutantene. Kp ble beregnet ved
hjelp av likning 1.3.

Enzym Kot  AGP
WT 11+4 -6.3
R446 25+18 -5.8
F190A 25+20 -5.8
F191A 12+5 -6.2
D316A 17+6 -6.0
W97A 27+12 -58
W220A - -
W97A/ D316A - -

W97A/ W220A 26 +36 -5.8

2 benevning i UM; ° benevning i keal/mol. Verdien til AG er for binding av enzym til kitin.
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Tabellen viser at dissosiasjonskonstanten for ChiB-WT er 11 uM. Videre viser dataene at
mutanter som mangler en eller flere aromat-sukker stackinginteraksjoner har hgyere Kp
verdier (omtrent dobbel s hgy) enn for WT.

Samtlige reaksjoner var eksoterme (AG < 1), det vil si at binding av enzym til substrat er en
spontan prosess. Det var relativt godt korrelasjon mellom de tilpassede grafene og dataene
(R*>0,9).

Det ble ikke utfgrt malinger for W220A og W97A/D316A grunnet mangel pa enzym
(frysestockpregvene for disse forsvant i forbindelse med at en —80 °C gikk i stykker og det var

ikke tid nok til & utfgre en kloning pa nytt).
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5 Diskusjon

Prosessivitet har vist seg & vere en utfordrende egenskap a male, det preves derfor
kontinuerlig & utarbeide effektive metoder [92]. A kunne male prosessivitet er en viktig faktor
for & kunne forsta effektiv degradering av det ulgselige krystallinske substratet kitin, som er
viktig pa veien til & finne en prosedyre for effektiv nedbrytning av biomasse.

| denne oppgaven ble ni kitinaser fra S. marcescens, en villtype og atte mutanter, med hensyn
pa hvilke aminosyrer i enzymet er viktig for prosessiv hydrolyse ved bruk av flere metoder
som kan benyttes til & kvantifisere prosessivitet. | tillegg er grad av prosessiv mekanisme blitt

studert med hensyn pa substrattilgjengelighet.

5.1 Prosessivitets studie av de ulike mutantene

5.1.1 ChiB-WT
ChiB-WT er tidligere blitt studert med hensyn pa prosessivitet og har i vare forsgk blitt
benyttet som en kontroll. P4 samme mate som i tidligere forsgk (S. J. Horn et. al. 2006, og A.

Sorbotten et. al. 2004), er det vist prosessiv aktivitet ved hydrolyse av kitin og kitosan.

5.1.1.1 Kitosan

keat- Verdien for ChiB-WT ble estimert til 19 s, det vil si at enzymet bryter 19
glykosidbindinger per sekund. Dette var et av de laveste estimatene sammenlignet med de
andre mutantene. Lav ke~ verdi antyder hgy prosessiv aktivitet da det er vist sammenheng
mellom de to parametrene [70]. Analyse av nedbrytningsproduktene av kitosan ved hjelp av
SEC viste prosessiv degradering av kitosan med en dimer/trimer ratio pa 76 og

heksamer/ heptamer ratio pa 10,7 (figur 4.11 og tabell 4.5). Viskositetsmalinger viser at det i
snitt foretas 3,6 bindingsbrudd per substratassosiasjon i forhold det som forekommer i sterk

syre (gjennomfert av A. L. Norberg og E. B. Heggseth).

133



Diskusjon

5.1.1.2 Kitin

ChiB-WT viste prosessiv hydrolyse ogsa nar kitin var substratet med en [A2]/ [A1] forhold pa
4,1. Det vil si at konsentrasjon av dimer er 4,1 ganger sa stor som konsentrasjon av monomer.
Dette var den hgyeste verdien som ble observert av alle enzymer som ble undersgkt.
Vedrgrende kitinnedbrytninger er bade hastigheten (~10 ganger) og effektiviteten (~3 ganger i
forhold til de nest beste) hgyere for ChiB-WT enn mutantene. Dette viser at nar substratet er
ulgselig sa er prosessivitet gunstig fordi flere hydrolyser foretas pa substratet etter hver
assosiasjon som er det mest energikrevende trinnet i katalysen, mens nar det er motsatt nar

substratet er ulgselig.

5.1.2 R446

Det er antatt at det kitinbindende domenet er viktig for nedbrytning av kitin gjennom a gjare
substratet mer tilgjengelig for hydrolyse. Som tidligere nevnt er aromatiske residuer nzr det
aktive setet viktig for prosessivitet [64]. Pa det kitinbindende domenet er det to aromater (Tyr-
481 og Trp-497). Ved tilgang til R446, hvor det kitinbindende domenet er kuttet bort, er det
mulig a studere bidraget aromater relativt lang borte fra det aktive setet samt hva
substrattilgjengelighet har a si for prosessiv hydrolyse.

5.1.2.1 Kitosan

SEC- kromatogrammet av mutanten domineres av partallsfraksjoner med dimer/trimer og
heksamer/hepamer forhold relativt likt som for ChiB-WT.

Videre har R446 en tilsvarende kcx-verdi som for WT. Resultatene fra viskositetsmalingene
for R446 (gjennomfart av A. L. Norberg og E. B. Heggseth) viser at enzymet kutter
gjennomsnittlig 3 ganger per assosiasjon mot 3,6 for ChiB-WT. Resultatene nevnt over
indikerer at enzymet har prosessiv katalyse i tilnermet samme grad som ChiB-WT, og med
det at aromater relativt langt unna det aktive setet ikke er viktig i en prosessiv mekanisme mot

et lgselig substrat.
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5.1.2.2 Kitin

Det er spesielt interessant a se at R446 ikke lenger er prosessiv mot ulgselig kitin ([A2])/ [A1]
= 1). Mutanten viser videre en 10 ganger lavere K- verdi, samt en mye lavere
sluttkonsentrasjon av dimer, enn WT. Selv om ikke aktivitetsparameteren direkte reflekterer
prosessivitet, er det tidligere vist at prosessive enzymer er mer effektive mot ulgselig kitin enn
ikke-prosessive. Dette indikerer sterkt at substrattilgjengeligheten er viktig for prosessiv

hydrolyse.

5.1.3 F190A

Mutasjon av Phe-190 som befinner seg i subsete +3 er spesielt interessant & studere. Denne er
neer det aktive setet og en aromat samtidig som at den er mindre enn Trp (som er + 1 og +2)

og at den har en stor bevegelse ved substrat binding nar denne stacker med en sukkergruppe

(figur 5.1). Dette studiet viser tvetydige resultater.

Figur 5.1: Krystallstruktur for ChiB (venstre) fgr substratbinding med et (GIcNAc)s molekyl
modellert inn i det aktive sete og etter substratbinding (hgyre) av (GIcCNAc)s. Det ses tydelig

at Phe-190 (markert med et +3) beveger seg og stacker med sukkerenheten ved binding.

5.1.3.1 Kitosan

Kromatogrammet fra SEC-analysen (seksjon 4.4) for mutanten viste at toppene i
kromatogrammet er like store noe som tyder pé en ikke-prosessiv aktivitet med unntak av en
markant dimertopp.
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Viskositetsanalysen foretatt pa F190A ga en estimert gjennomsnittlig Neys -verdi lik 1,7.
Denne verdien ligger lavere enn bade ChiB-WT og R446, som tilvarer en mindre prosessiv
aktivitet enn for de to, og er hgyere enn for mutanter hvor Trp er fjernet i +1 og +2 subsetet.
Estimert Keo- verdi for mutanten var den laveste av verdiene ved sammenligning med de
andre mutantene og er av omtrent samme verdi som for ChiB-WT (ogsa observert av Katuna
et. al.) [65]. Dette antyder prosessive egenskaper. Det kan ogsa veere at bevegelsen til Phe-190
og stackingen til sukkerenheten er viktig for stabiliteten til enzym-substrat komplekset slik at
man har to motstridende faktorer som pavirker ke, gkt hastighet som resultat av redusert

prosessivitet og redusert hastighet som resultat av lavere enzym-substrat kompleksstabilitet.

5.1.3.2 Kitin

Mot ulgselig kitin viste F190A et 1:1 forhold mellom dimer og monomer som tyder pa en
ikke-prosessiv mekanisme. Mutanten viste dessuten 20 ganger lavere k., Samt lavere
sluttkonsentrasjon av dimer, sammenlignet med prosessive ChiB-WT. Dette sammenfaller
med idéen om at reduksjon i prosessivitet ogsa farer til reduksjon i degraderingshastighet og

effektivitet mot ulgselig substrat.

5.14 F191A

Phe-191 befinner seg i den aktive klgften mellom subsete +2 og +3. Phe-191 danner en
hydrogenbinding med substratet (protein backbone til karbonylgruppen til sukkeret i +2) og
ikke en aromat-sukker stacking interaksjon som Phe-190 gjar [60].

5.1.4.1 Kitosan

SEC-analysen (seksjon 4.4) viser en prosessiv degraderingsmekanisme ved at dimertoppen
samt de andre partallstoppene var dominerende (tabell 4.5).

Videre ble ke estimert til 25 s, en verdi som oversteg ChiB-WT, D316A og R446.
Resultatene fra malingene antyder derfor at mutanten har prosessive egenskaper, men i noe
mindre grad enn de tre.

Dette stattes ogsa av den estimerte N — verdien (2,7) som er lavere enn for ChiB-WT og

R446, men som igjen er hgyere enn verdien for mutant D316A.
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5.1.4.2 Kitin

F191A var den enzymvarianten som ga hgyest [A2]/ [A1] ratio etter ChiB-WT og mutasjonen
har, som vist mot kitosan, redusert den prosessive katalysen i kun liten grad. Sammenlignet
med WT viste mutanten en 7 ganger lavere Ke,: 0g har dermed tapt mye av effektiviteten. |
forhold til de andre mutantene viste mutanten derimot en av de hgyeste aktivitetverdiene,
samt sluttkonsentrasjon av dimer. Dette antyder at enzymet degraderer Kitin relativt effektivt,
som er forventet for prosessive enzymer. Siden bade k. 0g dimerkonsentrasjon var
forholdsvis haye tyder det pa at mutanten degraderer kitin effektiv i bade den innledende og
avsluttende nedbrytningsfasen.

Resultatene for en F191A antyder at en slik mutasjon ikke vil ha noen stor innvirkning pa
enzymets prosessive egenskaper mot verken kitosan eller kitin. Dette viser at det er stacking
mellom sukker og et aromatisk residu, og i mindre grad dipol-dipol interaksjoner, som er

viktig for en prosessiv mekanisme.

5.1.5 D316A

Aminosyren Asp-316 bidrar sammen med Trp-97 til lukking av “taket” over det aktive setet.
Mutasjon D316A har i tidligere studier gjennomfgrt av S. J. Horn et. al. 2006 ikke vist noen

gkt aktivitet, og dermed ikke tap av prosessivtet ved hydrolyse av kitosan.

5.1.5.1 Kitosan

Resultatene i dette studiet har vist prosessiv aktivitet med odde/partallsratio karakteristisk for
prosessiv nedbrytning selv om det er litt lavere bade dimer/trimer og heksamer/hetpamer
forhold enn for ChiB-WT (tabell 4.5).

Estimert ke, verdi for nedbrytning av kitosan tilsvarte verdien estimert for WT og falger
samme trend som F191A. Disse resultatene er ssmmenfallende med resultater fatt i

tilsvarende studier [64].

Viskositetsmalingene for D316A viste lavere gjennomsnittlig verdi for antall kutt foretatt for
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hver assosiasjon med substrat (Ncus) enn bade ChiB-WT, R446 og F191A (3,6, 3,0 og 2,7 mot
2,0).

5.1.5.2 Kitin

Mot Kitin viste D316A og prosessive egenskaper med en [A2]/ [A1]- ratio pa 3 hvor den
samme verdien var 4,1 for WT. ke, var, som hos F191A, 7 ganger lavere enn for WT og tap
av prosessivitet kan veere en av flere grunner til den reduserte verdien. Arsaken til at D316A
har mistet prosessivitet mot kitin, men ikke kitosan, kan muligens tilskrives substratets
utilgjengelige struktur. Studier av H. Zakariassen et. al. 2009 har vist at dannelse av enzym-
substrat kompleks nar substratet er kitin er mer kritisk enn nar substratet er kitosan.
Lukkemekanismen rundt substratet, som D316 bidrar til, er derfor antakeligvis viktigere ved

hydrolyse av krystallinsk, ulgselig kitin enn for kitosan.

Resultatene, samlet for bade kitosan og kitin, indikerer at Asp-316 i liten grad pavirker den

prosessive mekanismen.

5.1.6 W97A

Trp-97 har mange interaksjoner med det bundne substratet da det ligger parallelt med
sukkerkjeden i +1 bindingssetet, og danner fglgelig en stor kontaktflate. Residuet befinner seg
mellom subsete -1 og +1, men har starst interaksjon med +1 sukkeret. Det spiller derfor en
sentral rolle til at sukkeret kan “’gli” gjennom den substratbindende kloften ved en prosessiv
degraderingsmekanisme. Den aromatiske aminosyren bidrar dessuten ogsa til fleksibilitet
langs den substratbindende klgften, som er antatt a veere viktig for prosessivitet. Mutasjon
WO7A senker proteinets evne til & binde substratet og fjerner stabiliserende bindinger mellom

sukker og protein [93].

5.1.6.1 Kitosan
Enzymet viste 21 ganger gkning i K, 0g like mye dannet oddetal som partall
kitooligosakkarider (figur 4.17) ved nedbryting av kitosan som ogsa tidligere observert [64].
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Viskositetsmalingene for W97A ble ikke gjennomfert i dette studiet da dette var gjort
tidligere av Sikorski et. al. 2006. Estimert N¢ys-verdi for mutanten har vist seg umulig a fa tak
I Sikorski et. al. 2006 viser imidlertid at W97A har et hgyere stigningstall enn ChiB-WT, men
et lavere enn syre og det ikke-prosessive enzymet ChiC. Dette indikerer at mutanten har noe

gjenveerende prosessivitet, men at den er sterkt redusert [64].

5.1.6.2 Kitin

WO7A viste ogsa ikke-prosessiv hydrolyse av substratet kitin med en [A2]/ [A1] lik 1. Dette
er karakteristisk for ikke-prosessive enzymer som gir en tilfeldig distribuering av partalls- og
oddetalls- oligomerer. Det ble ogsa observert en lavere ke~ verdi for kitinhydrolyse (0,02

min™) i forhold til WT (0,2 min™) og en markert lavere effektivitet.

Samtlige resultater indikerer at W97 er et viktig residu for degradering av kitin og kitosan da
enzymet har mistet alle sine prosessive egenskaper mot begge substratene. Dette studiet, samt
tidligere studier, bekrefter at forstyrrelser i forskyvningsmekanismen vil veere avgjgrende for
maten enzymet hydrolyserer substratet pa. Dette fordi den medvirker til binding og
stabilisering av substrat, som er viktig for et prosessivt reaksjonsmgnster. Ved bruk av
isotermisk titreringskalorimetri er det funnet at en sukker — tryptofan interaksjon har en
entalpiendring pa ~ —4 kcal/mol [94]. | tillegg hydrogenbinder Trp-97 med bade sukkeret i —1
og —2. Et slikt bindingsenergitap vil sterkt redusere affiniteten for substratet og med evnen
enzymet har til a forbli bundet til substratet etter en endt hydrolyse. Interaksjon i subsete +1 er
spesielt viktig siden enzymet har mange bindinger mot sukkerene i —2, —1 og +1 for &
kompensere for energetisk ugunstige konformasjonsendringen (AG ~ 8 kcal/mol, [95])

sukkeret i —1 gjennomgar under hydrolyse.

5.1.7 W97A/D316A

Pa bakgrunn av de to enkelt mutasjonene Asp-316 og Trp-97 ble det designet en
dobbeltmutant, W97A/D316A. Dette for a studere effekten av a fjerne begge residuene som
utgjer “taket” over det aktive setet, for & se om en dobbeltmutasjon hadde noen innvirkning pa

binding av substrat, effektivitet og prosessivitet.
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5.1.7.1 Kitosan

SEC-analysen for dobbeltmutanten mot kitosan viser en 1:1 ratio mellom partall og
oddetallstoppene mens viskositetsmalingene viste at dobbelmutanten fortsatt er litt prosessiv
med en Neyspa 1.7. Videre viste beregnet en ke—Vverdi for dobbeltmutanten som tilsvarte en
30 ganger gkning i aktivitet ved sammenligning med WT og henholdsvis 1,4 og 30 ganger i
forhold til enkelt mutantene (W97A og (tabell 4.4)). Som tidligere nevnt er produkt frigjering
hastighetsbestemmende trinn for hydrolyse av kitosan [70]. I tillegg til & hydrogenbinde med
Trp-97 har Asp-316 en gunstig hydrofob interaksjon med metylgruppen pa N-acetylgruppen
pa sukkeret i +1. Det er sannsynlig at fjerning av denne gunstige interaksjonen gjer at
produktet frigjares raskere enn for W97A som fortsatt kan ha denne interaksjonen. | sa
henseende er det interessant & observere at D316A har samme ke, Som WT. Det kan vere at
det samme observeres for D316A som for F190A ved at det er to motstridende faktorer som
pavirker ke, en andel redusert prosessivitet (gkt hastighet) og redusert enzym-substrat

kompleks (redusert hastighet).

5.1.7.2 Kitin

W97A/ D316A var ogsa ikke-prosessiv mot kitin med en [A2]/ [A1] ratio lik 1. I tillegg var
Kcqt- estimatet blant de laveste verdiene sammenlignet med de andre enzymvarianter.
Sluttkonsentrasjon av dimer var dessuten kun pa 5 pM, og var den desidert laveste blant
enzymene. Dette forsterker ideen om at mutanten er lite effektiv mot krystallinsk kitin i bade

initiell og avsluttende fase.

5.1.8 W220A

Trp-220 befinner seg i subsete +2 og stacker med substratet fra motsatt side som Trp-97 og
har i tillegg en hydrogenbinding med sukkeret i +3. Tidligere studier (SEC analyse) har vist
W220A er ikke-prosessiv hydrolyse og bryter ned kitosan 4 ganger sammenlignet med ChiB-
WT [64].

5.1.8.1 Kitosan

Resultatene i dette studiet viser en 22 ganger gkning i k¢ Sammenlignet med ChiB-WT. Dette
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indikerer gkning i aktivitet mot kitosan. SEC- analysen foretatt for W220A viste til et

ikke-prosessivt degraderingsmgnster hvor toppene i kromatogrammet hadde et 1:1 forhold.

Viskositetsmalingene foretatt pa W220A ga en av de laveste N verdiene pa 1,5. Dette
indikerer en ikke-prosessiv degradering av kitosan. Verdien ligger noe over syrehydrolyse
som har Neys lik 1 som tilvarer ett kutt per assosiasjon med substratet far dissosiasjon [52].
Dette statter opp under at aromatiske residuer nar det aktive setet er viktig for prosessivitet.
Det er uvisst hvorfor vi finner en hayere k¢, for kitosanhydrolyse sammenliknet med hva som

ble observert av Horn et. al. 2006.

5.1.8.2 Kitin

W220A viste, som forventet, lav aktivitet medium relativ effektivitet mot kitin. Blant de
enzymene som viste en ikke-prosessiv mekanisme mot kitosan, var det W220A som ga det
hgyeste [A2]/ [A1] forholdet pa 1,6.Selv om denne verdien er noe hagyere enn det som er
funnet for de andre mutantene, kan man konkludere med at W220A har lave prosessive
egenskaper mot krystallinsk kitin. Det er igynefallende at W220A er mer prosessiv og effektiv
mot kitin enn F190A.

5.1.9 W97A/W220A

Det er interessant a studere effekten av en dobbel Trp-mutasjon for & se hva slags effekt dette

har pa substratnedbrytning.

5.1.9.1 Kitosan

Dobbeltmutanten viste en 60 ganger gkning i aktiviteten sammenlignet med WT ved
estimering av parameteren K. Dette tilsvarer den hgyeste verdien og vil med dette veere den
raskeste av de aktuelle mutantene for hydrolyse av kitosan. En liknende trend ble ogsa
observert for en dobbel Trp-mutant i ChiA. Igjen er dette i overenstemmelse produkt

frigjering gker med feerre Trp residuer i det aktive setet.

Selv om SEC analysen viste samme partall/oddetall ratio for W97A/W220A som for W97A

alene, viste viskositetsmalingene en lavere Neys -verdi med 1,3 kutt per assosiasjon (den
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laveste blant alle enzymene) og antyder en klar ikke-prosessiv mekanisme.

5.1.9.2 Kitin

Mot kitin viste mutanten en [A2]/ [A1] ratio lik 1, en 10 ganger lavere ke enn WT, og en
effektivitet som er ~6 % av WT. De to siste egenskapene er i gyenfallende fordi selv om disse
tallene er lave er dobbelmutanten fortsatt aktiv mot kitin. For dobbel Trp-mutasjonen i ChiA
ble kitin aktiviteten utradert fullstendig. Detter blir enda mer spesielt fordi ChiA-WT klarer &
degradere kitin fullstendig pa egenhand hvilket ChiB-WT ikke klarer.

5.1.10 Oppsummering: faktorer i enzymet som stetter prosessiv mekanisme

Tabell 5.1 viser de aktuelle mutantene samt WT fremstilt i minkende grad av prosessivitet pa

bakgrunn av resultatene utarbeidet i denne oppgaven.

Tabell 5.1:Mutantene fremstilt i minkende grad av prosessivitet ved hydrolyse av kitosan og

kitosan.

Minkende grad Minkende grad

av prosessivitet  av prosessivitet

mot kitosan mot kitin

1 WT 1 WT

2 R446 2 D316A

3 D316A 3 F191A

4 F191A 4 W220A

5 F190A 5 F190A

6 W220A 6 R446

7 W97A 6 WO7A

8 W97A/D316A 6 W97A/D316A
9 W97A/W220A 6 W97A/ W220A
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Minkende grad av prosessivitet for mutantene mot kitosan ble utarbeidet ved a benytte resultatene fra SEC, Kea
og viskositetsmalinger foretatt i dette, og tilsvarende studier. Minkende grad av prosessivitet mot kitin ble

beregnet ved & benytte resultatene fra ke, og [A2]/ [Al]-ratio.

Resultatene i dette studiet i likhet med flere tidligere studier [5, 64] viser en sammenheng
mellom aktivitet og prosessiv mekanisme for de ulike mutantene mot det lgselige substratet
kitosan. Helhetlig ser man en trend hvor de ikke- prosessive enzymvariantene har hgyere Kea
enn de prosessive nar substratet er lgselig kitosan. Her er det hastighetsbestemmende trinnet
frigjering av produkter. Enzymet vil derfor ikke tape effektivitet ved & matte rebinde og binde
substratet for hvert hydrolytiske kutt. Dette i motsetning til hva som er funnet for kitin, hvor
de prosessive mutantene er mest virkingsfulle. Siden det hastighetsbestemmende trinnet for
degradering av krystallinsk kitin er dannelse av enzym- substrat kompleks, er det mest
katalytisk effektivt a utfare flere kutt nar enzymet farst har bundet. Resultatene indikerer at
bruk av prosessive enzymer ikke alltid vil veere mest effektivt for nedbrytning av biomasse for
industrielle formal. Ikke-prosessive enzymer vil ogsa veere nyttige i forbindelse med & lage
oligomerer av en gitt lengde. En annen mulighet er gkt tilgjenglighet av substrat for sa a bryte
ned med ikke-prosessive enzymer, disse vil ha en langt hgyere k¢, 0g vil derved foreta en

meget effektiv hydrolyse.

Enzymvariantene som har vist seg & veare prosessive mot kitosan, har ogsa vist de samme
egenskapene nar substratet er kitin. Dette gjelder midlertidig ikke mutant R446 som i dette
studiet ser ut til & ha mistet sine prosessive egenskaper nar man gar fra lgselig til ulgselig
substrat. Dette antydet at substrattilgjengelighet ogsa er viktig for prosessiv hydrolyse og

virket som en spire til & studere dette nsermere.

Som en oppsummering viser resultatene klart at aromatiske residuer, helst tryptofan, neer det
aktive sete som stacker med sukkeret er hovedbidragsytere til prosessiv hydrolyse mens
hydrogenbindinger og mindre hydrofobe kontakter bidrar relativt lite.
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5.2 Oppsummering: sammenligning av ulike metoder for méling av

prosessivitet

Tabell 5.2 viser en oppsummering av verdiene for apparent Ke,, heksamer/ heptamer ratio,

dimer/trimer ratio og N, alle forsgkene gjennomfert mot kitosan. Videre [A2]/ [A1] ratio,

[A2] slutt, samt apparent K. mot Kitin.

Tabell 5.2: Oppsummering av verdiene beregnet for apparent Ky, hekamer/ heptamer ratio,

dimer/trimer ratio og Ny alle forsgkene gjennomfart mot kitosan, samt [A2]/[A1] ratio,

[A2] slutt og apparent Ko mot Kitin.

keat(s7) Heksa/  Di/ Keat (Min™)

Protein kitosan hepta tri Nets [A2]/ [Al] [A2] slutt Kitin
ChiB-WT 19 10,7 76 3,6 4,1 79 0,2
R446 21 10,7 55,7 3 1 12 0,02
F190A 15 1 22,5 1,7 11 9 0,01
F191A 25 3,7 796 2,7 2,9 27 0,03
D316A 19 85 639 2 3 26 0,03
W97A 401 1,3 19 1 16 0,02
W220A 422 1,5 1,6 19 0,01
W97A/ D316A 570 1 0,6 1,7 1 5 0,01
W97A/W220A 1203 1 0,6 11 1 7 0,02
HCHT 86 1,5 5 2,5

ChiA-WT 12 12 29 9,1

Estimat for prosessivitet og aktivitet for de ulike enzymene beregnet ved hjelp av ulike metoder. Verdiene for
HCHT og ChiA-WT er utarbeidet i tidligere studier [5, 96].

Resultatene, fremstilt i tabell 5.2, gir en relativt god indikasjon pa grad av prosessivitet i

ChiB. Ved a bruke en kombinasjon av metodene benyttet i denne oppgaven kan man fa

verdifull informasjon om hvilke mater som egner seg best for maling av prosessivitet.
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Figur 5.2 viser sasmmenheng mellom heksamer/ heptamer ratio og Ny for samtlige
enzymvarianter. Av dataene kan man se at det er en viss korrelasjon mellom de to metodene.
Dette antyder at de ulike metodene, for méling av prosessivitet, gir ssmme indikasjoner for et

gitt enzym.
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2,5 *

Ncut
(o]
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Figur 5.2: Ny som funksjon av heksamer/ heptamer ratio for a vise korrelasjon mellom de to

parametrene.
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5.3 Nedbrytning av kitin med ulik grad av substrattilgjengelighet

Studier, utfert av blant annet M. Baretto et. al. 2001, har belyst andre omrader enn
enzymmutasjoner som kan bidra til prosessivitet og aktivitet i familie 18 kitinaser [66]. Et

eksempel pa dette er tilgjengelighet av substrat.

ChiB-WT og mutant R446 ble derfor testet mot fire ulike substratvarianter: kitin, sonikert
kitin, kitin med CBP21 og sonikert kitin med CBP21. Sonikering av kitin vil bryte de
intermolekylare interaksjonene og felgelig gjare substratet mer tilgjengelig for hydrolyse
[66]. Videre har studier av G. Vaaje-Kolstad et. al. 2005 vist at hjelpeprotein CBP21 vil ha en
effekt pa morfologien til kitin ved a separere de individuelle polymerene [66]. CBP21vil
derfor ogsa bidra til gkt tilgjengelighet av Kitin.

ChiB-WT viste en [A2]/ [A1] ratio pa 4,1 nar substratet var ulgselig, krystallinsk kitin mens
R446 viste en ratio pa 1.

Begge enzymene viste gkende grad av prosessivitet nar substratet var sonikert og ved
tilsetting av hjelpeprotein CBP21. For WT gkte [A2]/ [Al] ratioen med 144 % ved sonikering
av kitin, 54 % ved tilsetting av CBP21 og 154 % ved endring av begge faktorene.

Mutant R446 viste samme trend som WT. Ved sonikering av kitin og tilsetting av CBP21 gkte
[A2]/ [A1] forholdet med henholdsvis 50 % og 120 %. Nar bade CBP21 var tilstede, og
substratet var sonikert gkte forholdet med 140%. Resultatene viser klart at det er en
sammenheng mellom substrattilgjengelighet og prosessivitet.

For begge enzymene forekom hgyest grad av prosessivitet ved tilstedevarelse av CBP21 og

nar substratet var sonikert kitin. Dette antyder at sonikering og CBP21 har additiv effekt.

Videre er det klart bade hastigheten og effektiviteten for kitinnedbrytning for begge
enzymene tiltar ved gkt substrattilgjengelig, det vil si nar substratet er sonikert og ved
tilstedeveerelse av CBP21. For WT gkte ke med hele 440 % ved sonikering, 50 % ved
tilsetting av CBP21 og 550 % ved endring av begge faktorene. Resultatene tyder her pa at
sonikering av kitin har starre innvirkning pa aktivitet enn CBP21 for WT enzymet. Dette ble
ogsa funnet for grad av prosessivitet. Mutant R446 faglger samme trend som WT, men det ser
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ut til at de to forholdene har stgrre additiv effekt. Fra kun sonikering av kitin til endring av
begge betingelsene gkte ke, med det dobbelte. Dette i motsetning til WT som kun viste en

gkning pa 20 %.

Videre er det interessant at selv om sonikering og tilstedevarelse av CBP21 ikke gjor R446
like rask som ChiB-WT sa gjer disse faktorene R446 like effektiv mot kitin som ChiB-WT.
Det vil veere naturlig og spennende i neste omgang & se om en ikke- prosessiv mutant som er
raskere mot kitosan enn ChiB-WT (for eksempel W97A) ogsa vil veere like effektiv som
villtypen og kanskje ogsa raskere enn denne nar kitinet er sonikert og hydrolysen er i nerveer
av CBP21.

5.4 Dissosiasjonskonstant (Kp) og Gibbs frie energi (AG)

Dissosiasjonskonstanten (Kp) og Gibbs frie energi (AG) ble bestemt for de ulike
enzymvariantene ved hjelp av bindingsassay hvor binding ble fulgt spektrofotometrisk
(seksjon 3.6). Parametrene vil gi en indikasjon pa hvor stabilt enzym- subtrat komplekset er
og vil falgelig belyse hvilken effekt de ulike mutasjonene har pa bindingsstyrken.
Bindingsmodellen som ble brukt for & estimere Kp er vist i likning 1.3. Estimering av AG ble

gjort ved hjelp av likning 1.3.

Spesielt interessant var det & fa sammenlignet Kp og AG for mutant R446 med villtype ChiB.
Siden R446 har fatt fjernet hele det kitinbindende domenet skulle man tro at dette ville
pavirke binding av enzym til substrat. Dette var ikke tilfellet. Bade Kp og AG for de ulike
reaksjonene varierte lite, ogsa for mutant R446. Siden de prosessive og de ikke- prosessive
enzymvariantene viste liten variasjon i de termodynamiske parametrene tyder dette pa at

prosessivitet ikke direkte kan relateres til bindingsenergi.
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5.5 Videre studier

Fremtidige prosessivitetsstudier av familie 18 kitinaser burde muligens utfgres mot kitin, da

det er dette som er det naturlige substratet.

Videre kunne det veert interessant a undersgke om en ikke- prosessiv mutant vil vaere mer
effektiv enn WT mot kitin nar substratet er gjort mer tilgjengelig, enten ved sonikering eller

ved naerveer av CBP21.
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7 Appendix

7.1 Isolering av proteiner

Det periplasmatiske ekstraktet som inneholdt det aktuelle proteinet ble renset enten pa
kitinkolonne (seksjon 3.3.4) eller ved hjelp av ionebytter- og hydrofob
interaksjonskromatografi (HIC) (seksjon 3.3.1 og 3.3.3). Avsnitt 7.1.1 til avsnitt 7.1.8 viser
resultatet av isoleringen av de resterende mutantene, F190A, F191A, D316A, W97A/ D316A,
WOI7A, W220A og WI7A/ W220A, samt hjelpeprotein CBP21.

7.1.1 Isolering av ChiB-F190A

a)
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Figur 7.1: a) Kromatogram for rensing av ChiB-F190A ved hjelp av ionebytterkromatografi.
Proteinet ble eluert ut i den siste toppen. b)Viser gel- bildet av fraksjonene som ble samlet fra
ionebytterkromatografi av F190A. Gelen viser ChiB, samt andre proteiner, i brenn 2- 5

¢) Fraksjonene fra ionebytter- steget som viste ChiB- band ble renset videre ved hjelp av
hydrofob interaksjonskromatografi. Figuren viser kromatogrammet fra renseprosedyren hvor
enzymet ble eluert ut i de to siste toppene. d) Viser bilde fra gel- kjgring av fraksjoner samlet
under hydrofob ineteraksjonskromatografi. ChiB- band vises i brgnnene 5-11 og disse

fraksjonene ble falgelig analysert videre.
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7.1.2 Isolering av ChiB-F191A
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Figur 7.2: a) Viser kromatogrammet for fgrste trinnet i isolering av ChiB-F191A.
Oppsamlingen ble startet ved farste topp. b) Figuren viser gel- bildet av fraksjonene fra
ionebytter- prosedyren. Gelen viser ChiB- band i brgnn 2-5. c) Viser kromatogrammet for det

siste rense- steget, hydrofob interaksjonskromatografi, av ChiB-F191A som ble eluert ut i de

159



Appendix

to siste toppene. d) Viser bilde fra gel- kjering av fraksjoner samlet under hydrofob
interaksjonskromatografi. ChiB- band vises i brgnnene 3-7.

7.1.3 Isolering av ChiB-D316A
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Figur 7.3: a) Viser resultatet for rensing av ChiB-D316A pa ionebytterkolonne.
Oppsamlingen ble startet ved farste topp. b) Figuren viser gel- bildet av fraksjonene fra
ionebytter- prosedyren. Gelen viser ChiB- band i brgnn 9-11. c) Viser kromatogrammet for
det siste rense- steget, hydrofob interaksjonskromatografi, for D316A. Proteinet eluerte i siste
topp. d) Figuren viser bilde fra SDS- PAGE av fraksjoner samlet under hydrofob
interaksjonskromatografi. De sterkeste ChiB- bandene vises i brgnn 5 og 6, men det

forekommer ogsa noe protein i brgnn 4.

7.1.4 Isolering av ChiB-D316A/ W97A

a)

2,0 S
1.8

1.2
1,73

1.6 o
E =T
1.5 L
1,43 r
3 ]
1,37 [ase

1,23 o
1.1 300

1.0

p——

_—

0,23
0,83
0.7
0,63
0.5]

= =]
i
A

0,43
0,23 o
0,23 Fioo
-
0,03 =0

0,13
-0,z
0

10 20 30 a0 =) &0
Time [minutes]

161



Appendix

b)

T —

e et~
o S e

N > 3 4 8 9 10

Figur 7.4: a) Viser resultatet for rensing av ChiB-D316A/ W97A pa kitinkolonne. Oppsamlingen ble

startet ved farste topp etter andre baselinje- innstilling. b) Figuren viser gel- bildet av fraksjonene
samlet fra rensing av mutanten pa kitinkolonne. Praver ble applisert i brann 5-8 og samtlige fraksjoner

viste tydelige proteinband. Fraksjonene ble tatt vare pa for videre analyse.
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7.1.5 Isolering av ChiB-W97A

1 2345678 9 1011 12

163



Appendix

Figur 7.5: a) Viser resultatet for rensing av ChiB-W97A pa kitinkolonne. Oppsamlingen ble startet ved

farste topp etter andre baselinje- innstilling. b) Figuren viser SDS- PAGE for ChiB-W97A. Fraksjoner

samlet fra det kromatografiske trinnet ble applisert i brenn 11 og 12, hvorav kun brgnn 11 ga protein-

band.

4.1.6 lIsolering av ChiB-W220A
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b)
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Figur 7.6: a) Viser resultatet for rensing av ChiB- W220A pa kitinkolonne. Oppsamlingen ble startet
ved forste topp etter andre baselinje- innstilling. b) Figuren viser gel- bildet av fraksjonene fra
ionebytter- prosedyren. ChiB-W220- fraksjoner ble applisert i brgnnene 7-10, men kun brgnn 8 og 9
viste ChiB band.
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7.1.7 Isolering av ChiB- W97A/ W220A
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Figur 7.7: a) Viser resultatet for rensing av ChiB-W97A/ W220A pa kitinkolonne. Oppsamlingen ble
startet ved farste topp etter andre baselinje- innstilling. b) Fraksjoner samlet fra rensesteget ble

applisert i brgnn 1, 2 og 3, hvorav brgnn 1 og 2 viste ChiB band.

7.1.8 Isolering av CBP- 21 protein
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Figur 7.8: a) Bildet viser resultatet av rensing av CBP-21 protein i form av et kromatogram.
CBP- 21 ble eluert i den siste toppen. b) Figuren viser SDS- PAGE av fraksjonen samlet
under renseprosedyren. Fraksjonen ble applisert i brgnn 5 viser tydelig CBP- 21 band og

denne prgven ble dermed analysert videre.

7.2 Fremstilling av kitosan

Fremstilling av heteropolymeren kitosan fra kitin ble gjort ved homogen deacetylering av
kitin beskrevet i seksjon 3.4. Acetyleringsgraden ble bestemt ved *HNMR- analyse (seksjon
3.5.4). Fa— verdi ble bestemt ved & benytte likning 3.4. Figurene 7.9-7.11 viser 'HNMR
spektrene for estimering av Fa— verdi for de ulike batchene kitosan som ble fremstilt.

168



Appendix

LOMEEL Biiosmm

Bugle Hama -
100231 el trwmn
Mmta Codfectsd oor
T ]
Archiee dlrectorys
shons, et s fanns
Smmglem i ety

104232 kbtoman 34100221 11
FiaFiler 170031 _wizommm_pROoToE_L ‘

Pulpy Segousce: PROTON (mipedl)

#ndvent: A3o

Dute cellested oms Sesm 323210

Teoap. #5.2 C f 3581 x
OopmraToT! ATma

Bulax, delay 1.800 wwc
Fulee 48,8 dmgrmes
Mg tlew L.563 sec
wddelh Y5853 Hx

29 repakdtlons

SREEVUR  H1, %% SRIGTIZ WM.

DATR PAOCESSING

Gaune agrellvation 1093 mm:

™ oalse 16704
Tokal ©iwe I min

T T
LEEL L 5T
. LLRY LY

|
Figur 7.9: Viser "HNMR- spekteret for batch 2.1 og 2.2, estimert F4=0,62. Grunnet darlig

opplasning ved "HNMR- analysen viser dette spekteret en annen skala enn spekteret i figur

7.10 og 7.11. Det har blitt tatt utgangspunkt i de to toppene helt til venstre for estimering av

acetyleringsgrad.
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Figur 7.10: Viser *"HNMR- spekteret for batch 3.1 og 3.2 med estimert Fa=0,49.
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Figur 7.11: Viser "HNMR- spekteret for batch 4.1 og 4.2, estimert Fa=0,54.

7.3 'H NMR- analyse

Det ble foretatt hydrolyse av kitosan ved de atte mutantene samt WT beskrevet i seksjon 4.1.

Det ble laget en lgsning som inneholdt enzym og substrat hvor det ble gjort uttak til gitte
tider. Analyse av uttakene ble gjort ved bruk av *HNMR hvor, o, nedbrytningsgrad ble
estimert. a, ble funnet ved & bestemme reduserende ender i forhold til interne enheter (seksjon

3.5.5). Pravene som etter 'HNMR- analyse viste en a- verdi ~ 0,05 ble analysert pi SEC, og

er vist her i figur 7.12- 7.17.

Spekteret for ChiB-R446 viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) i 70 min (0=0,05) er vist i

seksjon 3.5.5.
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Figur 7.12: "HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-WT,

nedbrytningsgrad 0,05.
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Figur 7.13: "HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-F190A,

nedbrytningsgrad 0,05.
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Figur 7.14: 'THNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-F191A,

nedbrytningsgrad 0,05.
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Figur 7.15: "HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-D316A,

nedbrytningsgrad 0,05.
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Figur 7.16: "HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-W97A,
nedbrytningsgrad 0,07.

ve
Sa_Pimin 30100218 91
9310 _waida_Simin_paorom i

.t PROTON (adpul)

D
Tewp. $3.6 € / 3901 K
B

Balan. delay 31,000 we
Fuine 40,9 degrees

Acq. time 4343 e

Wideh 3593.4 ma

394 repetitions

OREENVE M1, 2959497163 s
BATA PROCRESING

Gauss spodisstion 5.95) seo
T aize 16384

Total time 33 wis

s1.39 "o

Figur 7.17: "HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av ChiB-W220A,
nedbrytningsgrad 0,01.
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Figur 7.18: 'HNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av
ChiB-W97A/W220A, nedbrytningsgrad 0,05.
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Figur 7.19: "THNMR- spekteret viser nedbrytning av kitosan (Fa= 0,63) av mutant
W97A/D316A, nedbrytningsgrad 0,1.
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7.4 a som funksjon av tid (min)

a ble plottet mot tid (min) for beregning av stingingstallet, dette ble videre ble satt inn i

linking 1.6 for estimering av parameteren K. Dette er vist i grafen for ChiB-WT seksjon

4.4.1. Grafene for de resterende mutantene for a plottet mot tid (min) er vist under i figurene

7.20-7.27.
R446
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01 S o o y=0.0006x

R -0971 ' / R=0,0824

D.DE /‘/ & R44a 0,08 ’
0,06 0.06 }/ # F1o04
% 04 )2 e /

- 0,04 +
0,02 "/ 0,02 &

D / T T T 1 0 / T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tid nedbrvtning (min) Tid nedbrytning (min)

Figur 7.20: « som funksjon av tid (min)
for ChiB-R446, samt estimert R%-verdi.

Figur 7.21: a som funksjon av tid (min)
for ChiB-F190A, samt estimert R%-verdi.
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Figur 7.22: a som funksjon av tid (min)
for mutant F191A, samt estimert R%-ver

Figur 7.23: a som funksjon av tid (min)

di.

for mutant D316A, samt estimert R%-verdi.
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Figur 7.24: a som funksjon av tid (min)

for mutant W97A, samt estimert R%-verdi.

Figur 7.25: a som funksjon av tid (min)

R2-verdi.

for mutant W220A, samt estimert
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Figur 7.26: a som funksjon av tid (min)
for mutant W97A/ D316A, samt estimert

R2-verdi.

Figur 7.27: o som funksjon av tid (min)
for mutant W97A/W220A, samt estimert

R2-verdi.
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7.5 MS

Prgver fra SEC- kromatogrammet ble analysert pa MALDI-TOF-MS for & vise forekommet
hydrolyse av substrat, og hvilke produkter som befant seg i de ulike toppene. Annotering av
SEC- toppene ble gjort ved & sammenligne massetoppene i MS-spekteret med masselister for
uderivatiserte oligosakkarider. Figur 7.28 viser et utdrag av den farste delen av masselisten
tilhgrende til massespekteret vist i seksjon 4.4.3 for mutant R446.

m/z  S/N  Quality Fac. Res. Intens. Area

420.551 14.0 472 1320 380.69 166
424170  12.1 268 1392 330.57 143
430.290 153 667 833 414.76 295
438.805 6.6 8 1570 181.95 69
442.284 283 300 570 758.45 807
445825 183 148 1276 490.92 238
447927 1449 14485 1328  3842.11 1862
457.853 859 11788 1483  2264.54 993
459.819 6.8 138 1290 186.00 88
463.601 4292 14388 2358 11258.10 3202
481.160 9:2 125 4054 240.37 40
497.023 7.7 307 7249 200.64 20
499.020 6.8 187 6625 174.75 19
499.333 8.0 110 5987 208.04 25
505.417 9.1 377 3984 229.94 45
551.107  12.0 417 5612 286.23 42
567.083 182 779 5534 422.98 66
583.066 114 366 3637 258.18 61
590.335 6.4 182 4965 142.72 26

Figur 7.28: Et utdrag av den fgrste delen av masselisten tilhgrende analyse av mutant R446
pd MALDI-TOF MS.
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7.6 [A2] mot tid

Konsentrasjon av dimer plottet mot tid for de ulike mutantene vises i figurene 7.29 — 7.35.
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Figur 7.29: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for mutant F190A. Stigningstallet i den

linezere, initielle fasen ble benyttet for estimering av Kyt (likning 1.1).
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Figur 7.30: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for mutant F191A. Stigningstallet i den

linezre, initielle fasen ble benyttet for estimering av kg (likning 1.1).
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Figur 7.31: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for mutant D316A. Stigningstallet i den

linezere, initielle fasen ble benyttet for estimering av Kyt (likning 1.1).
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Figur 7.32: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for mutant W97A. Stigningstallet i den

linezere, initielle fasen ble benyttet for estimering av ke (likning 1.1).
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Figur 7.33: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for mutant W220A. Stigningstallet i den

linezere, initielle fasen ble benyttet for estimering av Kyt (likning 1.1).
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Figur 7.34: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for dobbeltmutant W97A/ D316A.
Stigningstallet i den linezre, initielle fasen ble benyttet for estimering av ks (likning 1.1).
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Figur 7.35: Konsentrasjon av dimer ([A2]) mot tid for dobbelmutant W97A/ W220A.

Stigningstallet i den linezre, initielle fasen ble benyttet for estimering av kg (likning 1.1).

183



	FORSIDE
	blank
	Masteroppgave_Anna Sønderland og Christine Rønneberg_10.05.10_pdf

	Tittel: Bestemmelse av enzymatiske faktorer som bidrar til prosessiv hydrolyse av vanskelig nedbrytbare polysakkarider
 
Determination of enzymatic factors that contribute to processive hydrolysis of recalcitrant polysaccharides
	Navn: Christine Rønneberg
Anna Sønderland
	Institutt for: Institutt for  kjemi, bioteknologi og matvitenskap
Masteroppgave 120 stp. 2010


