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Sammendrag

Denne oppgaven er skrevet som en del av et stgrre forskningsprosjekt der malet er a tilegne
seg kunnskap om enzymer som katalyserer hydrolyse av den ulgselige polymeren kitin. Kitin
bestar av B-(1,4)-bundet N-acetyl-D-glukosaminenheter og er den nest vanligste
biopolymeren etter cellulose. Det kitinolytiske maskineriet til den gramnegative jordbakterien
Serratia marcescens er et av de mest studerte enzymsystem for nedbrytning av kitin.
Enzymsystemet bestar av tre kitinaser; kitinase A (ChiA), kitinase B (ChiB) og kitinase C
(ChiC). ChiB er et prosessivt eksoenzym som katalyserer hydrolysen av kitin fra den ikke-
reduserende enden. Ved substratbinding dannes det en delvis tunnel som omslutter substratet

under hydrolyse, typisk for prosessive glykosyl hydrolaser.

| denne oppgaven har sentrale residuer i denne tunnelen blitt mutert og de termodynamiske
signaturene ved binding av (GICNAC)s til enzymet har blitt bestemt og sammenlignet mot
villtype. Dette er gjort for & utdype deres rolle ved substratbinding. Det ble valgt ut fem
residuer som antatt & vere viktige for prosessivitet og dannelse av tunnel ved det aktive setet
og to residuer med katalytiske egenskaper. De utvalgte residuene for substratbinding var
D316, E221, F190, W97 og W220, mens de katalytiske residuene valgt var R294 og Y 145.
For & kunne studere bindingen av (GIcNAc)s til enzym med ITC, ma enzymet inaktiveres.

Dette gjeres ved & mutere den katalytiske syren E144 til glutamin (Q).

For de utvalgte residuene for tunneldannelse og binding er det en tydelig trend hvor alle
mutantene binder svakere enn villtype. Det var ikke tilstrekkelig reproduserbarhet i dataene
for & kunne regne ut de termodynamiske parameterene til W220A. Av de resterende
mutantene hadde alle relativt lik entalpiendring. Mutasjonene E221A, F190A og W97A viser
tilsvarende endringer i bade solvatiseringsentropi og konformasjonsentropi i forhold til
villtype. Verdiene for de tre mutantene, E221A, F190A og W97A, tyder pa at residuene er
viktig for 4 tilrettelegge tunnelen og/eller bingingsklgften far binding. Videre tyder mye pa at
D316 har stor konformasjonsfrihet far residuet lases ved binding av substrat. Dette samsvarer

godt med «umbrella sampling».

Nar det kommer til de katalytiske residuene kan det tyde pa at Y145 ogsa er et viktig residu
for a tilrettelegge bindingsklgften far substratbinding. Mutasjonen R294A viser liten endring
sammenliknet med villtype, noe som tyder pa at residuet har liten effekt pa binding. Residuet

er vist & veere viktig for hydrolyse av substrat.
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Abstract

This thesis is written as part of a larger research project where the main goal is to acquire
knowledge of enzymes that catalyse the hydrolysis of the insoluble polymer chitin. Chitin
consists of B-1,4-linked N-acetyl-glucosamine (GIcNACc) units and is the second most
abundant biopolymer in nature after cellulose. The chitinolytic machinery of the gram-
negative soil bacterium Serratia marcescens is one of the most studied enzyme systems for
chitin degradation. The enzyme system consists of three different chitinases; Chitinase A
(ChiA), Chitinase B (ChiB) and Chitinase C (ChiC). ChiB is a processive exo-enzyme that
catalyses the hydrolysis of chitin from the non-reducing end. Upon substrate binding a partial
tunnel is formed by the catalytic site, enclosing the substrate during hydrolysis. This is typical

for processive glycoside hydrolases (GHs).

In this thesis, key residues in the catalytic domain been mutated and thermodynamic
signatures by the binding of (GICNAC)e to the enzyme have been determined and compared to
wild type. This was done to deepen their role in formation of the deep substrate binding cleft
upon substrate binding. Five residues were selected which were thought to be important for
processivity and forming tunnel at the active site, and two residues with catalytic properties.
The selected residues for substrate binding were D316, E221, F190, W97 and W220, while
the catalytic residues selected were R294 and Y 145. In order to study the binding of
(GIcNAC)s to enzyme with ITC, the enzyme must be inactivated. This was accomplished by
mutating the catalytic acid E144 to glutamine (Q).

The selected residues along the cleft showed a clear trend where all mutants showed a weaker
binding than wild type. It was not sufficient reproducibility of the sensor data to calculate the
thermodynamic parameters of W220A. Of the remaining mutants, all had relatively equal
binding enthalpy. The mutations E221, F190A and W97A showed corresponding changes in
both solvation entropy and conformational entropy relative to wild type. Values for the three
mutants, E221, F190A and W97A, indicate that these residues are important for arranging the
catalytic cleft before binding. Moreover, it seems that D316 has great conformational freedom
before the residue is locked upon substrate binding. This corresponds well with the «umbrella

sampling».
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When it comes the catalytic residues, it may indicate that Y145 is also an important residue to
arrange the binding cleft before substrate binding. The mutation R294A shows minor change
compared to the wild type, suggesting that the residue has little effect on substrate binding.
The residue is shown to be important for hydrolysis of substrate.
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1. Introduksjon

1.1 Karbohydrater

De fleste karbohydrater har den generelle formelen (CH20)n. Allikevel finnes det derivater
som inneholder andre grunnstoffer som nitrogen, svovel og/eller fosfor. Karbohydrater kan
deles inn i fire grupper; monosakkarider, disakkarider, oligosakkarider og polysakkarider.
Monosakkaridene er den minste enheten og kan ikke hydrolyseres videre. De bestar av fire til
seks karbonatomer, i tillegg til et oksygenatom som sammen danner en ringstruktur.
Disakkaridene bestar av to monosakkarider koblet sammen ved hjelp av en glykosidbinding.
Oligosakkarider er sukkerkjeder bestaende av mellom to og ti monosakkarider, mens
polysakkarider er kjeder som inneholder mer enn ti monosakkaridenheter. | tillegg har disse
en tredimensjonal struktur, avhengig av egenskapene til monosakkaridene de er bygget opp av
(Hart et al. 1994). Polysakkarider er delt inn i to ulike klasser: hetero- og
homopolysakkarider. Homopolysakkarider bestar av like monosakkarider, mens
heteropolysakkarider bestar av forskjellige typer monosakkarider. Kitin og cellulose

strukturelle polysakkarider som ogsa er homopolymere.

1.2 Kitin

Kitin er en linezr, ulgselig homopolymer som bestar av B-1,4 linkede N-acetyl-D-
glukosaminenheter (GICNAC). Disse enhetene er rotert 180° relativt til hverandre (Rinaudo
2006). Utenom cellulose er kitin den mest vanlige biopolymeren pa jorden med en arlig
produksjon rundt 10 gigatonn (Harish Prashanth & Tharanathan 2007). Kitin finnes i
virvellgse dyr, insekter, alger og sopp (Horn, Svein Jarle et al. 2006). De starste kommersielle
kildene til kitin er krabbe og rekeskall (Rinaudo 2006).

Et viktig derivat av kitin er kitosan, som bestar av de-N-acetylert kitin med varierende
deacetyleringsgrad. Ogsa for kitosan er sukkerenhetene rotert 180 ° relativt til hverandre.

(Horn, Svein Jarle et al. 2006). Struktur og opphav for kitin og kitosan er vist i figur 1.2.1.
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Figur 1.2.1 Skisse av ulike kilder til kitin samt kitin- og kitosanstruktur. Det vises kun et utsnitt av kitosan, her med
deacetylert enhet. Kitosan kan ha ulik deacetyleringsgrad. (Bueter et al. 2013).

1.2.1 Struktur

Kitin bestar av B-(1,4) linkede (GIcNAc) enheter som sitter 180° pa hverandre. Dette
medfarer at den strukturelle og funksjonelle enheten til kitin er et disakkarid. Disakkaridene
bindes sammen i lange kjeder. Disse Kitinkjedene bindes sammen ved hydrogenbinding
mellom —~NH- og C=0 grupper pa motstaende kjeder og danner den ulgselige polymeren kitin
(Synowiecki & Al-Khateeb 2003). Avhengig av kitinets opphav kan det primart dannes to
former for kitin avhengig av kjedenes retning til hverandre, a- og p-kitin. Det finnes ogsa en
tredje, omdiskutert variant; y-kitin. Det tyder imidlertid pa at dette er en variant av a-kitin
(Rinaudo 2006).

Den mest vanlige formen er a-kitin. Her er kjedene orientert antiparallelt (1]1]). Dette farer
til at det dannes sterke intermolekylare hydrogenbindinger mellom kjedene som gjar a-kitin
sveert stabilt (Minke & Blackwell 1978; Synowiecki & Al-Khateeb 2003).

B-kitin er mindre vanlig. Kjedene er orientert parallelt med hverandre (1111). De parallelle
kjedene farer til svakere interaksjoner og en mindre stabil struktur (Blackwell 1969;
Synowiecki & Al-Khateeb 2003).



1.2.2 Anvendelser

Kitin og kitosan blir, som tidligere nevnt, produsert i stor skala og har et bredt bruksomrade.
Av kitosan kan det for eksempel dannes kitooligosakkarider (KOS) ved hydrolyse. KOS har
et bredt spekter av bruksomrader, eksempelvis i naeringsmiddelindustrien, bioteknologi,
materialvitenskap, genterapi og farmasgytiske applikasjoner som vist i figur 1.2.2 (Aam et al.
2010; Harish Prashanth & Tharanathan 2007).
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Figur Feil! Bruk kategorien Hjem til & bruke 0 pa teksten du vil skal vises her.1.2.2. Oversikt over navearende og
potensielle bruksomrader for kitin og kitosan (Harish Prashanth & Tharanathan 2007).
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1.3 Glykosylhydrolaser

Glykosylhydrolaser er ngkkelenzymer i karbohydratmetabolismen. De katalyserer hydrolysen
av glykosidbindinger mellom karbohydrater, eller mellom karbohydrater og ikke-
karbohydratforbindelser. Nedbrytning av polysakkarider spiller en viktig rolle i flere
biologiske funksjoner, blant annet i energisyklusen, cellesignalisering og for degradering i
lysozymer (Davies & Henrissat 1995).

Selv om den kjemiske sammensetningen til karbohydrater kan veere lik, er det store
variasjoner ved stereokjemisk sammensetning. Dette skyldes de mange individuelle
monosakkaridene som finnes og de ulike bindingene mellom sukkerenhetene. Laine (1994)
har vist at et heksasakkarid kan ha hele 102 mulige isomerer.

Glykosylhydrolaser blir klassifisert basert pa aminosyresekvensen, og per juli 2015 finnes det
133 ulike familier. Konservering av aminosyresekvensen farer til strukturelle likheter som
gjer at klassifiseringen ogsa tar hensyn til enzymenes struktur og funksjon (Henrissat 1991).
Databasen klassifiseringene lagres i heter Carbohydrate Active enZYmes (CAZy) (Lombard
et al. 2014).

1.3.1 Struktur

Glykosylhydrolaser bestar som regel av et katalytisk domene og et eller flere ikke-katalytiske
domener. Noen av de ikke-katalytiske domenene er involvert i substratbinding, men de fleste
har ukjent funksjon. Det aktive setet til enzymet befinner seg i det katalytiske domenet
(Davies & Henrissat 1995). Nomenklaturen pa subsetene i det katalytiske domenet
nummereres fra —n til +n, hvor-n representerer den ikke-reduserende enden mens +n
representerer den reduserende enden. Hydrolyse av glykosidbindingen skjer mellom subsete —
1 0g +1 (Davies et al. 1997). Et eksempel pa sukkerbindende subseter hos en

glykosylhydrolase er vist i figur 1.3.1.



Figur 1.3.1 Skjematisk oversikt over sukkerbindende subseter for en type glykosylhydrolaser hvor —n, +n nomenklatur er
brukt (Davies et al. 1997).

Det aktive setet kan ha ulik topologi. Det kan ha lomme-/krater-, klgft-, eller tunnelstruktur
vist i figur 1.3.2. Det er vist at det er en sammenheng mellom topologien til det aktive setet og

substrat nedbrytning.

Glykosylhydrolaser kan ha ekso- og/eller endoaktivitet. Eksoaktive enzymer katalyserer
nedbrytningen av substratet fra den reduserende eller ikke-reduserende enden. Disse
glykosylhydrolasene har som regel en lukket topologi i det aktive setet. Endoaktive enzymer
katalyserer hydrolysen av glykosidbindinger tilfeldig langs substratet. De endoaktive
enzymene har ofte en mer apen topologi i det aktive setet (Davies & Henrissat 1995).

Figur 1.3.2. Oversikt over de ulike topologiene til det aktive setet hos glykosylhydrolaser. A) viser lomme topologi, B) viser
klgft topologi og C) viser tunnel topologi. De katalytiske residuene er markert med rgdt (Davies &Henrissat 1995).



Lomme- eller kratertopologi

Lomme- eller kratertopologi er den optimale strukturen for gjenkjennelse av sakkarider som
har mange tilgjengelige ender pa overflaten. Bade ikke-reduserende og reduserende ender.
Topologien finnes blant annet hos monosakkaridaser som B-galactosidase, B-glukosidase og
B-amylase som alle vist seg & veere eksoaktive. Topologien er egnet for substrater med et stort
antall tilgjengelige kjedeender og er derfor lite effektiv for fiberlignende strukturer som for

eksempel cellulose (Davies & Henrissat 1995).
Klgfttopologi

Denne heller apne strukturen i det aktive setet farer til tilfeldig binding av flere sukkerenheter
i polymere substrater og finnes ofte i endoaktive enzymer som lysozymer, endocellulaser og
kitinaser (Davies & Henrissat 1995).

Tunneltopologi

Tunneltopologien stammer fra klgfttopologien og er vist a vaere den mest gunstig for
eksoaktive enzymer. Tunnelen gjer det mulig a tre igjennom en polysakkaridkjede ved det
aktive setet. Dette farer til at substratet er bundet til enzymet samtidig som produkt frigis.
Dette danner grunnlaget for prosessivitet som er en viktig egenskap hos enzymer som
degraderer ulgselige substrater som for eksempel kitin og cellulose (Davies & Henrissat 1995;
Horn, Svein J. et al. 2006)

1.3.2 Mekanisme

Glykosylhydrolaser kategoriseres i to hovedklasser nar det kommer til mekanisme. Disse
benevnes bevarende eller inverterende avhengig av endringen i den anomeriske

oksygenkonfigurasjonen (Koshland 1953).



1.3.2.1 Inverterende mekanisme

Hydrolyse ved inversjon av den anomere konfigurasjonen skjer normalt ved en ett-trinns
mekanisme ofte referert til som en «direct displacement mechanism». Reaksjonen skjer ved at
den katalytiske syren donerer et proton til oksygenet i glykosidbindingen. Et vannmolekyl
polarisert av den nukleofile basen angriper deretter det anomere karbonatomet. Dette forer til
invertering av den anomere konfigurasjonen. | denne mekanismen er det ~10A mellom de to
residuene. En slik mekanisme er vist i figur 1.3.3 (McCarter & Withers 1994; Rye & Withers
2000).
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Figur 1.3.3 Inverterende mekanisme for glykosylhydrolaser. Her endres den anomere konfigurasjonen. (McCarter & Withers
1994)

1.3.2.2 Bevarende mekanisme

For den bevarende mekanismen vil en aminosyre farst fungere som en syre, deretter som
base. Reaksjonen starter ved at den katalytiske syren protonerer glykosidoksygenet samtidig
som det anomeriske karbonatomet angripes av det nukleofile residuet. Det dannes da et
substrat-enzym intermediat. | neste trinn vil den opprinnelige katalytiske syren fungere som
en base og aktivere et vannmolekyl som utfarer et nukleofilt angrep pa enzym-substrat
intermediatet og fullfarer hydrolysen. Dette resulterer i bevaring av den anomere
konfigurasjonen. Det er ~5A mellom residuene i den bevarende mekanismen. Mekanismen er
vist i figur 1.3.4 (McCarter & Withers 1994; Rye & Withers 2000).
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Figur 1.3.4 Bevarende mekanisme for glykosylhydrolaser. Den anomere konfigurasjonen bevares. (McCarter & Withers
1994).

1.4 Kitinaser

Kitinaser er en type glykosylhydrolaser som hydrolyserer kitins p-1,4-glykosidbindinger.
Starrelsen pa kitinasene varierer fra 20 kDa til rundt 90 kDa, og de finnes i flere ulike
organismer som bakterier, sopp, planter og mennesker (Hamid et al. 2013). Som fglge av
sammenligning av aminosyresekvensene til kitinaser fra ulike organismer har det blitt
foreslatt fem klasser av kitinaser. Disse er fordelt pa to familier; familie 18 og 19
glykosylhydrolaser (Henrissat & Bairoch 1993). Kitinasene i de to familiene har forskjellig
aminosyresekvens, 3D-struktur og mekanisme, noe som tyder pa forskjellig opphav (Hamid et
al. 2013). Som tidligere nevnt benytter glykosylhydrolaser seg av to ulike mekanismer med
tanke pa hydrolyse. Familie 18 kitinaser benytter seg av substratassistert katalyse hvor den
anomere konfigurasjonen til karbonatomet bevares. Familie 19 kitinaser katalyserer

reaksjonen ved bruk av inverterende mekanismen (avsnitt 1.3.2.1) (Fukamizo 2000).



1.4.1 Substrat-assistert mekanisme

Kitinaser tilhgrende familie 18 glykosylhydrolaser benytter seg av en bevarende substrat-
assistert mekanisme. Forskjellen fra den vanlige bevarende mekanismen er at N-
acetylgruppen pa substratet blir benyttet som nukleofil istedenfor en karboksylsidekjede
(Terwisscha van Scheltinga et al. 1995). Det er blitt gjort molekylaer dynamiske simuleringer,
og det er vist at hydrolysemekanismen for GH18 kitinaser involverer en vridning av —1
sukkerringen fra en *C; stol konformasjon til en skjev 1*B batkonformasjon, som er
ngdvendig for dannelsen av oxazolinium intermediatet (Brameld & Goddard 1998). Denne

konformasjonsendringen krever mye energi, nesten 8 kcal/mol (Biarnés et al. 2007).

Den substrat-assisterte mekanismen til kitinase B (ChiB) fra den gramnegative jordbakterien
S. marcescens har tidligere blitt studert i detalj og det viser seg at det konserverte DXDXE-
motivet er essensielt for substrat assistert katalyse. For ChiB tilsvarer dette de konserverte
residuene aspartat 140 (D140), aspartat 142 (D142) og glutamat 144 (E144) (Synstad et al.
2004; Vaaje-Kolstad et al. 2004; van Aalten et al. 2000; van Aalten et al. 2001).

Nar substratet ikke er bundet til enzymet vil D140 og D142 danne hydrogenbinding med
hverandre. Ved dette stadiet er D142 for langt unna E144 for at det skal veere en interaksjon.
Nar substrat bindes til enzymet vil sukkerenheten i —1 subsetet endre konformasjon fra stol til
batkonformasjon. Samtidig vil hydrogenbindingen mellom D140 og D142 brytes. D142 vil
rotere mot E144 og danne hydrogenbinding med E144 og acetamidogruppen pa —1 sakkaridet.
Det dannes et positivt ladd oxazoliniumionintermediat som fglge av et nukleofilt angrep pa
det anomere karbonatomet. Den katalytiske syren (E144) virker som en syre-base katalysator
ved farst & protonere oksygenet ved glykosidbindingen og deretter deprotonere et nuklelofilt
vannmolekyl, slik at hydroksidionet angriper oxazoliniumintermediatet og hydrolysen
fullfares. D142 roteres sa tilbake og danner pa ny hydrogenbinding med D140 (Synstad et al.
2004; Vaaje-Kolstad et al. 2004; Vaaje-Kolstad et al. 2013; van Aalten et al. 2000).
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Figur 1.4.1. Bevarende substrat-assistert mekanisme for familie 18 kitinaser (Vaaje-Kolstad et al. 2013).

1.4.2 Kitinaser fra Serratia marcescens

Serratia marcescens er en gramnegativ jordbakterie fra Enterobacteriaceae familien. Det
kitinolytiske maskineriet til S. marcescens er et av de mest studerte systemene for nedbrytning
av ulgselige polysakkarider (Monreal & Reese 1969). Dette systemet bestar av tre kitinaser,
ChiA, ChiB og ChiC, et kitinbindene enzym, CBP21 og en kitobiase. ChiA og ChiB er begge
vist & veere eksoaktive og prosessive, mens ChiC er endoaktiv og ikke-prosessiv. CBP21 er en
overflateaktiv lytisk polysakkarid monooksygenase (LPMO). Kitobiasen hydrolyserer dimerer
fra andre enzymer til monomerisk N-acetylglukosamin. ChiA, B og C tilhgrer alle
glykosylhydrolase familie 18, mens kitobiasen tilhgrer familie 20. CBP21 plasseres i den
relativt nye klassen auxiliary activities hvor den er klassifiseres som familie 10 (AA10)
(Fuchs et al. 1986; Kless et al. 1989; Monreal & Reese 1969; Vaaje-Kolstad et al. 2013). En

skjematisk fremstilling av det enzymatiske maskineriet til S. marcescens er vist i figur 1.4.2.
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Figur 1.4.2. Skjematisk fremstilling av det kitinolytiske maskineriet til S. marcescens. ChiA og ChiB katalyserer
kitinhydrolyse prosessivt fra henholdsvis reduserende og ikke-reduserende ende. ChiC er ikke-prosessiv og hydrolyserer
tilfeldige omrader pa polysakkaridet. CBP21 lager nye ender for prosessive enzymer. Kitobiasen konverterer dimerer til
monomerer (Vaaje-Kolstad et al. 2013).

Felles for alle familie 18 kitinaser er et katalytisk domene med en konservert (B/a)s TIM-
tgnnestruktur. Denne tgnnestrukturen er dannet av atte loop-heliks enheter som er koblet
sammen med en a-loop mellom hver B-heliks. Det dannes en lukket sylindrisk struktur med f3-
kjedene inn mot midten og a-heliksene som en ring pa utsiden (Lesk 2010). TIM-tgnne

strukturen er vist i figur 1.4.3.
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Figur 1.4.3. TIM-tgnnestruktur (a/B)s struktur fra ChiC2. Den katalytiske syren (Glu'#!) er mellom en o-heliks og en S-trad,
og er vist med «stick» formasjon (Payne et al. 2012).

1.43 ChiB

ChiB bestar av et katalytisk domene, en «linker region» og et lite kitinbindende domene.
Enzymet bygges opp av 498 residuer og har en molekylmasse pa 55,4 kDa (van Aalten et al.
2000). Det katalytiske domenet har en TIM-tgnne struktur samt et o/f3 domene som danner en
fleksibel loop ved det aktive setet. Den substratbindende klgften bestar av seks definerte
subseter som gar fra -3 til +3, hvor den katalytiske syren E144 er ved subsete +1. (van Aalten
et al. 2001). Det konserverte DXXDXDXE motivet er lokalisert ved enden av den fjerde p-
traden ved TIM-tgnne strukturen. D137, D140 og D142 er de resterende residuene i det
konserverte motivet (van Aalten et al. 2000). Figur 1.4.4 illustrerer TIM-tgnne strukturen til
det katalytiske domenet til ChiB.
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Figur 1.4.4. Ngkkelresiduer for det katalytiske maskineriet til familie 18 kitinaser, her vist ved ChiB. A viser hvordan D140
0g D142 deler et proton far substratbinding. B viser hvordan D142 vris ved substratbinding (Vaaje-Kolstad et al. 2013).

Som nevnt har ChiB en loop som dekker over den substratbindene klgften, denne klgften gir
ChiB en tunneltopologi, typisk for eksoaktive enzymer. Av kitinasene fra S. marcescens er
ChiB kitinasen med den mest karakteristiske tunneltopologien. ChiB har i tillegg et
kitinbindende domene (ChBD) som kobles til det katalytiske domenet med en «linker».
Denne linkeren gar fra den siste a-heliksen til TIM-tgnnen til det det kitinbindende domenet.
Dette domenet er formet av tre antiparallelle B-trader med aromatiske residuer som kan hjelpe
til under binding av substrat. (van Aalten et al. 2000). Aromatiske residuer er fordelaktig for
binding av substrat, det er typisk for prosessive enzymer med aromatiske residuer i den

substratbindende klgften. ChiB er et prosessivt enzym som degraderer kitin fra den ikke-
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reduserende enden av substratet (Serlie et al. 2012). Figur 1.4.5 viser de aromatiske residuene

som interagerer med substrat ved binding.

.
-

F190

'y .
292 w220

w403

“

Figur 1.4.5 Krystallstruktur til ChiB fra S. marcescens. De aromatiske aminosyrene som interagerer med substratet er vist i
magenta (Vaaje-Kolstad et al. 2013).

Ved enden av den substratbindende klgften er det en loop som refereres til som «porch loop».
Denne loopen er mellom residu 14 og 26 og danner en barriere som hindrer binding av
substrater i -4 subsete. Dette viser hvorfor ChiB ikke degraderer kitin fra den reduserende
enden (van Aalten et al. 2000).

1.5 Termodynamikk ved protein-ligand interaksjoner

Forstaelsen av molekylare gjenkjennelsesprosesser av biologiske makromolekyler krever en
detaljert karakterisering av bindingstermodynamikken, samt korrelasjonen av strukturen til
protein og ligand og termodynamiske parametere. Termodynamiske parametere inkluderer
likevektskonstanten (Ka), endring i Gibbs fri energi (AG), endring i entalpi (AH), endring i
entropi (AS) og endringen i varmekapasitet (ACp) (Perozzo et al. 2004). En god metode for &
bestemme termodynamiske parametere for protein-ligand binding er isoterm
titreringskalorimetri (ITC). ITC maler varmeutvekslingen ved titrering av ligand til en
proteinlgsning. Ved a bruke ITC og termodynamiske parametere kan grad av binding mellom

protein og ligand bestemmes (Freiburger et al. 2011).
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1.5.1 Likevektskonstanten (Ka) og Gibbs fri energi
En reversibel binding mellom protein (P) og ligand (L) kan beskrives med likevektsuttrykket:

Ka
P+L=PL 15.1
ka

Hastighetskonstantene ka 0g kq, henholdsvis assosiasjon og dissosiasjon, har benevningen M-

151, Likevektskonstanten K, karakteriserer bindingsreaksjonen:

K, = P _ ke 152

Ka har benevningen M og er et mal for hvor hgy affinitet liganden har til proteinet. Jo hgyere

verdien Kaer, jo hgyere affinitet har liganden til proteinet.

Den viktigste termodynamiske beskrivelsen av en bindingsreaksjon er i form av Gibbs fri
bindingsenergi. Dette fordi den beskriver stabiliteten til alle biologiske komplekser.
Parameteren har blitt mye brukt for a forstd sammenhengen mellom struktur og funksjon
(Laidler et al. 2003). Endringen i Gibbs frienergi (AG) kan ved standard betingelser relateres

til likevektskonstanten Ka gjennom ligningen:
AG = -RT In Ka 153

R er den generelle gasskonstanten (1,987 cal/K mol) og T er temperaturen i grader Kelvin
(Laidler et al. 2003). Dersom AG er negativ vil reaksjonen vil vere spontan, det vil si nar K, >
1. Det er to faktorer som driver Gibbs frienergiendring. Endringen i bindingsenergi mellom
protein og ligand og endring i grad av uorden i systemet. Dette kan utrykkes ved hjelp av

Gibbs-Helmholtz likningen:
AGt® = AH;° = TAS,° 1.5.4

AH beskriver endringen i entalpi, mens AS er endring i entropi ved standard betingelser
(Laidler et al. 2003). Entropi-entalpi kompensasjon som felge av varmekapasiteten (ACp) (se
kapittel 1.5.4), farer til at endringen i Gibbs frienergi (AG) ikke er sa sensitiv for endringer
ved protein-ligand interaksjonen. Dette farer til at endringen i entalpi og entropi er viktig for a
fa en forstaelse av AG (Chodera & Mobley 2013; Perozzo et al. 2004).
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1.5.2 Bindingsentalpi (AH)

Endringen i bindingsentalpi (AH) ved ligand-protein interaksjoner er et resultat av dannelse
0g brytninger av ikke-kovalente bindinger. Entalpiendringen reflekterer tap av protein-lgsning
hydrogenbindinger og van der Waals interaksjoner, dannelsen av protein-ligand bindinger og
van der Waals bindinger, samt reorganisering av lgsemiddel nar proteinoverflaten (Perozzo et
al. 2004).

1.5.3 Bindingsentropi (AS)

Endring i bindingsentropi (AS;°) kan ses pa som summen av tre faktorer; endring i
konformasjon ved binding (ASconf®), Solvatiseringsentropi (ASson°) 0g translasjonsentropi
(ASmix°) illustrert ved ligning 1.5.5 (Baker & Murphy 1997). ASsoiv® er forandringen i entropi
som observeres nar vann blir frigjort ved protein-ligand binding. Ved interaksjon med ligand
vil vann frigjeres fra enzymets overflate og entropien vil eke. AScont® €r endring i
konformasjonsentropien. En negativ endring i entropi kan observeres nar enzymet binder med
ligand og fleksibiliteten reduseres. Ved kompleksdannelse vil det alltid vaere et tap av

translasjonsentropi (ASmix°).
ASi° = ASmix® + ASsoiv® + ASconf® 155

Ved 385 K vil solvatiseringsentropien veere tilneermet lik 0, og endringen i varmekapasitet
(ACp,) kan relateres til endring i solvatiseringsentropi (ASsov) for en bindingsreaksjon ved t =
30 °C gjennom ligning 1.5.6 (Baker & Murphy 1997; Baldwin 1986; Murphy et al. 1990;
Murphy 1994):

ASson®= ACyp,® In 2Ky 15.6

385K

ASmix® blir kalkulert som en kratisk term, en statistisk korreksjon, som reflekterer blandingen
av protein og lgsemiddel, samt endringen av translasjons og rotasjonsfrinetsgrader (Baker &

Murphy 1997). Dette kan illustreres ved fglgende likning:
ASmix° =R In (é) 1.5.7

R er gasskonstanten (1,987 cal/K mol). ASmix® estimeres dermed til & veere —8 cal/K mol.
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AScont® kan regnes ut ved hjelp av ligning 1.5.5 og eksperimentelt bestemte AS verdier, samt
ASmix° 0g ASsoi° fra ligning 1.5.6 og 1.5.7.

1.5.4 Endring i varmekapasitet (ACy)

Varmekapasitet er definert som mengden energi ngdvendig for & gke temperaturen til en
substans med en grad Kelvin. For biomolekylare reaksjoner kan endringen i varmekapasitet
(ACyp) kan defineres pa ulike mater, hvor de vanligste definerer parameteren som
temperaturavhengigheten til AH (ligning 1.5.8) eller AS (1.5.9)

_dAH

AC, =2 1.5.8
ACp==2 1.5.9

Endring i varmekapasitet kan vaere forbundet med forandring i solvatisering av ligand og
protein ved binding. Forskjellen i ACp 0g temperatur er ofte vanskelig & observere (Perozzo et
al. 2004). Det er ogsa blitt observert at fortegnet til AC, er ulik for polar (+) og upolar (-)
solvatisering (Prabhu & Sharp 2005). En tidlig studie utfert av Kauzmann (1959) viste at
hydrofobe interaksjoner antas a vaere viktige for stabiliteten til flere protein-ligand
komplekser og proteinstrukturer. Hydrofobe interaksjoner er et resultat av to prosesser,
frastatning av upolare grupper fra vann, og grupperingen av de upolare gruppene mot senteret
av proteinet eller proteinkomplekset (Connelly & Thomson 1992). Resultatet av dette vil fare
til en negativ endring i varmekapasitet som falge av assosiasjonen av hydrofobe grupper i

vann ved konstant trykk (Syme et al. 2007).
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1.6 Isoterm titreringskalorimetri (ITC)

Sa og si alle molekylare interaksjoner genererer eller absorberer varme. ITC er en god
metode for & detektere sma varmeforandringer, eksempelvis nar et kompleks dannes ved
konstant temperatur. ITC instrumentet bestar av to identiske celler, en prgvecelle og en
referansecelle, bestaende av et termisk ledende materiale (gull eller hasteloy) i et adiabatisk
system som vist i figur 1.6.1. ITC systemet er basert pa tilbakemelding fra meget sensitive
kretser pa hver av cellene. Det tilfares en konstant spenning som gir baselinjen til systemet.
Om det er en eksoterm reaksjon vil «feedback powers» deaktiveres til temperaturen er tilbake
ved grunnlinjen, mens det ved en endoterm reaksjon vil tilfares mer energi for at cellen skal

holde konstant temperatur (Pierce et al. 1999).
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Figur 1.6.1. Til venstre: Skjematisk oversikt over et ITC instrument (Pierce et al. 1999). Til hgyre - gverst: Typisk ITC
termogram. Til hgyre - nederst: Bindingsisotermesamt hvordan AH, Ka og n finnes (Freire 2004).

Det er viktig at bade protein og ligand er i samme buffer samt at proteinlgsningen er ngye
degasset far den tilsettes cellen. Dette farer til at problemer grunnet ulikheter i buffer og
ugnskede luftbobler unngas. Referansecellen inneholder kun vann eller lgsningsbuffer (Pierce

et al. 1999)

Et ITC forsgk blir utfart ved a titrere sma mengder ligand inn i en proteinlgsning under
konstant omrgring. Varmeutviklingen fra hver injeksjon blir registrert og plottes mot molar

ratio av protein og ligand. Ut i fra kurven kan K og AH beregnes. Ved bruk av disse
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parameterne kan reaksjonens AG og AS bestemmes (Perozzo et al. 2004; Wiseman et al.
1989). Formen pa kurven avhenger av parameteren ¢ som kan beregnes ved hjelp av
likevektskonstanten (Ka) og proteinkonsentrasjonen ([P]) se ligning 1.5.10:

c=n Ka X [P] 1510

C-verdien bar ifglge Wiseman et al. (1989) ligge mellom 10 og 1000. Turnbull og Daranas
(2003) har imidlertid vist at det er mulig a studere lavaffinitetssystemer, men da ma visse
kriterier veere oppfylt; det ma vare kjent bindingsstekiometri for reaksjonen og
konsentrasjonene til bade protein og ligand ma veere ngyaktige. I tillegg ma en tilstrekkelig
del av bindingsisotermen brukes under forsgket (proteinet ma oppna en hgy metningsgrad), og
det ma veere en tilstrekkelig signal til stgy ratio. En lav c-verdi gjenspeiler svak binding

mellom protein og ligand som vist i figur 1.6.2.
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Figur 1.6.2. Formen pa ITC-isotermen er bestemt av c-verdien(Turnbull & Daranas 2003).

1.7 Mal med oppgaven

Tidligere studier viser at residuer som binder sterkt til (GICNACc)s 0gsa er viktige med tanke
pa prossesivitet (Zakariassen et al. 2009). Det antas derfor at det er en korrelasjon mellom

bindingsstyrke og prosessivitet.

| denne oppgaven har bindingsfrienergi for binding av substrat til villtype, samt binding av

substrat til utvalgte seterettede mutanter blitt studert ved hjelp av ITC. Det er valgt ut fem

19



residuer som er antatt viktige for tilrettelegging den substratbindende klgften og/eller
tunneldannelsen ved det aktive setet, samt to katalytiske residuer. De utvalgte
bindingsresiduene er D316, E221, F190, W97 og W220, videre er de katalytiske residuene
R294 og Y145.
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2 Materialer:

2.1 Laboratorieutstyr

Laboratorieutstyr

Autoklavteip

Automatpipetter

Blakorkflasker

Cellstar® tubes,
Blakorkrer

Bordsentrifuge
Cryorgr
Dyrkningskolber
Eppendorfrar
Filter

Fryser (-20 °C)
Fryser (-80 °C)
Gelfotoutstyr
Glassutstyr
Inkubator
Isbitmaskin
ITC-kalorimeter
Kjgleskap

Kyvette

LP-kromatografisystem

Magnetrgrer

Spesifikasjon

13 mm

Finnpipetter

1000 mL
500 mL
250 mL
100 mL
15 mL
50 mL

Sigma 1-14

2mL

2L
1L

1,5mL

Steritopp 0,22 um

Ultra-Low

Gel Doc EZ Imager

KF 145

V/P-ITC Mikrocalorimeter

I1x1lcm

BioLogic LP system
Kolonne
Stempel
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Leverandgr
VWR

Thermo Scientific

VWR

Greiner Bio-One
LABEX
Starsted
Nalgene
Axygen
Millipore
Bosch
SANYO
Bio-Rad
Schott-Duran
Termaks
PORKKA
MicroCal
Gram

VWR

Bio-Rad

VWR



Mikrobglgeovn
Mikrovekt
Oppkonsentreringsrar
Parafilm
PCR-maskin
PCR-rgr
Pertiskaler
pH-meter
Pipettespisser
Risteinkubator
Sentrifuge
Sentrifugerotor
Sentrifugergr
Spektrofotometer

Spraytefilter

Sprayter

Sterilskap
Vannbad
Vekt

Whirlmikser

L17/MSB13E

Sartorius CP-2P

Macrosep-10K
Macrosep-30K

5cm

PCR Doppio
0,2 mL
9cm

SevenEasy

«Next Generation Tip Refill»

Multitron Standard
Multitron Eco
Avanti™ J-25
Sentrifuge-5430R
JA-10

5430/5430 R

500 mL

30 mL

AG Biophotometer

0,2 um

1mL
10 mL
50 mL

Av-100
Eco Temp TW12
LC621P

Vortex-Genie 2

22

Logik

VWR

Pall Corporation
VWR

VWR

VWR

Heger

Mettler Toledo
VWR

Infors

Beckman
Eppendorf
Beckman
Eppendorf

Nalgene
Eppendorf

Sarstedt

BD plastipak

TelStar
Julabo
Sartorius Basic

Scientific Indutries



2.2 Programvare til dataanalyse

Bruksomrade Programvare Leverandar
ITC ORIGIN 7.0 MicroCal
LP-kromatografisystem LP Data View Bio-Rad
Gel visualisering ImageLab Bio-Rad
Sekvensering CLC DNA Workbenck 6 CLCbio

2.3 Kjemikalier

Kjemikalie Leverandar

3-(N-morfolin) propansvovelsyre (MOPS)

SDS buffer (20x) IO
Aceton, CHsCHCH3 Sigma-Aldrich
Agar, Bacto-agar Merck
Ampicillin, C16H19N304S Sigma-Aldrich
Bacto™ Gjarekstrakt Merck
Bacto™ Trypton Merck
Bio-Rad Protein Assay Fargereagens Bio-Rad
Coomassie® Brilliant Blue R-250 Bio-Rad
Destillert vann, dH20 (Milli-Q kvalitet)

Dibasisk kaliumfosfat, K2HPO4 Sigma-Aldrich
Eddiksyre, CHsCOOH Sigma-Aldrich
Etanol, C2HsOH VWR
(E:'glljlr;eNdziggninetetraeddiksyre (EDTA), Sigma-Aldrich
Ean{II%eZt%/Isulfonylfluorid (PMSF), Sigma-Aldrich
Glyserol, C3HsO0s VWR
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Hydrogenklorid, HCI Sigma-Aldrich

Imidazol, CsHsN-2 Sigma-Aldrich
Isopropyl-1-tio-p-D-tiogalaktopyrasonid (IPTG) Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenfosfat, KH2POa4 Sigma-Aldrich
Magnesiumklorid, MgCl2 VWR
Natriumhydroksid, NaOH VWR
Natriumklorid, NaCl VWR
Ni-NTA Superflow Qiagen
NuPAGE® 10% Bis-Tris Gel 1,0mm x 10 brgnner Invitrogen
NuPAGE® Prgvebuffer (4x) Invitrogen
NUPAGE® Reduserende agent (10x) Invitrogen
Sukrose, C12H22011 VWR

Trizma base, C4H1:NO3 Sigma-Aldrich

2.4 Proteiner og substrater

Protein/Enzym/Substrat Spesifikasjoner Leverandgr

BenchMark protein ladder Invitrogen

Heksaacetylkitoheksaose Megazyme
His10-ChiB-E144Q Laget av Anne Line Norberg

His10-ChiB-E144Q-D316A  Laget av Patricia Wildberger
His10-ChiB-E144Q-F190A Laget av Patricia Wildberger
His-taggede kitinaser His10-ChiB-E144Q-R294A  Laget av Anne Grethe Hamre
His10-ChiB-E144Q-W97A Laget av Patricia Wildberger
His10-ChiB-E144Q-W220A  Laget av Patricia Wildberger
His10-ChiB-E144Q-Y145A  Selvlaget

Lysozym Sigma-Aldrich
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2.5 Medier
2.5.1 Selvlagde medier

Medium Innhold

Trypton 10 g

Gjeerekstrakt 5 g

NaCl 10 g
LB-medium med agar Agar 15 ¢
Lases i dHO til et sluttvolum pa 1 L
Ampicillin tilsettes til en konsentrasjon pa
100 pg/mL
Trypton 10 g
Gjeerekstrakt 5 g
NaCl 10 g
Lases i dHO til et sluttvolum pa 1 L
Trypton 12g
Gjeerekstrakt 24 ¢
Glyserol (85 %) 4 mL
Lases i dHO til et sluttvolum pa 900 mL
100 mL filtrert saltlesning (0,17 M KH2POa,
0,72 M K2HPOy) tilsettes etter autoklavering.

LB-medium uten agar

TB-medium

2.5.2 Ferdige medier

Medium Leverandgr

SOC — medium Life Technologies
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2.6 Kit

Innhold Leverandgr

Oppsamlingsrar (2 mL)

Lasning I/RNase

Lasning Il (NaOH)

Lasning 111 (Guanidin-HCI, Eddiksyre)

E.N.ZA. ® Plasmid HiBind™ DNA minikolonne Omega BIO-TEK

AIULNIEL Ekvilibreringsbuffer (NaOH)
HB buffer (Guanidin-HCI, isopropanol)
DNA vaskebuffer
Elueringsbuffer
Pellet paint® Co- 0,3 M natriumacetat pH 5,2 Novagen
Precipitant Kit Pellet paint® Co-Precipitant
Qubit® BR QBTSN (B3 it 5y Life Technologies

Qubit® dsDNA BR reagent

10x reaksjonsbuffer

Dpnl restriksjonsenzym

dNTP miks

PfuUltra HF DNA polymerase
pWhitescript 4.5-kb kontrollplasmid
(5 ng/pl)

Oligonukleotid kontrollprimer 1
Oligonukleotid kontrollprimer 2

QuickChange 11 Site
Directed
Mutagenesis Kit

Stratagene
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2.7 Buffere og lgsninger

Buffer/Lgsning Innhold

13,2 mL 1 M KzHPO4

0,1 M Kaliumfosfatbuffer pH 6,0 86,8 mL 1 M KH2PO4
Fortynnes med dH-O til et totalvolum pa 1L
121 g Trizma base

1 M Tris-HCI pH 8,0 pH justeres med 6M HCI til pH 8,0

Fortynnes til et totalvolum pa 1 L med dH.0O

500 pL Bla buffer
Arbeidslgsning til SDS-PAGE 200 pL Reducing agent

300 pL dH20

100 mL Etanol
Avfargingslgsning SDS-PAGE 75 mL 100 % Eddiksyre

825 mL dH20

20 mM Tris-HCI pH 8,0
Bindingsbuffer NI-NTA 5 mM Imidazol

0,5 M NaCl

20 mM Tris-HCI pH 8,0
Elueringsbuffer NI-NTA 250 mM Imidazol

0,5 M NaCl

0,50 g Comassie Brilliant Blue R250
Fargelgsning SDS-Page 200 mL Etanol

50 mL 100 % Eddiksyre

250 mL dH20

1 M Tris-HCI

0,5MEDTA
Lysis-buffer 1 M MgCl;
1 M NaCl
1 mg/mL Lysozym
30 mL 1 M Tris-HCI pH 8,0
51,3 g Sukrose
0,3mL0,5M EDTA pH 8,0
0,6 mL PMSF
Fortynnes til et totalvolum pa 300 mL med
dH20
20 mM Tris-HCI pH 8,0
Vaskebuffer NI-NTA 20 mM Imidazol

0,5 M NaCl

Spheroplastbuffer
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3 Metoder

3.1 Mutant design

Pa bakgrunn av tidligere forskning er det interessant a utfgre bindingsstudier med bade
aromatiske og polare residuer i det aktive setet hos ChiB. Residuene som ble studert i denne
oppgaven var: W97, Y145, F190, W220, E221, R294 og D316 (tabell xx). For & kunne
studere binding mellom de aktuelle residuene og Heksa-N-acetylglukosamin, (GIcNAc)s, ma
enzymet inaktiveres. Dette kan gjgres ved & mutere den katalytiske syren, E144, til glutamin.
Alle mutanter med unntak av His10-E144Q-Y145A var laget tidligere. 1 tillegg ble His10-
R446-E144Q og His10-R446-E144Q-W9I7A laget. Dette for & kunne studere bidraget av det
kitinbindende domenet.

3.1.1 Primer design

For & mutere gnsket mutant, kreves det to primere, en forward og en reverse. Primerene ma ha
gnsket mutasjonssekvens og i tillegg vaere komplementare. Design og bestilling av primere
ble utfert av stipendiat Anne Grethe Hamre ved bruk av QuickChange Primer Design
tilgjengelig pa Agilent Technologies sine nettsider (AgilentTechnologies 2015).
Effektiviteten og sensitiviteten til en polymerase kjedereaksjon (PCR) er avhengig av gode
primere. Fglgende faktorer er av betydning: 1) assosiasjon- og dissosiasjonskinetikken til
primer-templat duplekset ved anealing- og ekstensjonstemperaturene, 2) dupleksets stabilitet
med gnsket «mismatch» mutasjon, og 3) polymerasens evne til a gjenkjenne og forlenge
omradet med «mismatch» mutasjonen. (Abd-Elsalam 2003) (He et al. 1994). For a oppna
gnsket sensitivitet og spesifisitet er det noen retningslinjer som bgr fglges. Lengden pa
primerene bgr vaere mellom 18 og 30 baser, GC-innholdet mellom 45-60% og
smeltetemperaturen (Tm) omkring 52-58 °C (Abd-Elsalam 2003). Primere benyttet for a lage
mutantene i denne oppgaven er vist i tabell 3.1.1.
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Tabell 3.1.1 Oversikt over primere brukt for seterettet mutagensese

Mutant Templat Primer Sekvens

Hisj-E144Q- Hisio- Forward 5'-CCGCCGCTTGCGGGGCTGCCAGTCGATGTCCA-3’

Y145A E144Q Reverse 5'-GGCGGCGAACGCCCCGACGGTCAGCTACAGGT-3"

Hisyo-G446- Hisio- Forward 5°-CCGGCGTCGGCCCCGGCTAATAACCTATCATGACCGCGCC-3°
E144Q E144Q Reverse 5'-GGCGCGGTCATGATAGGTTATTAGCCGGGGCCGACGCCGG-3°
His)-G446- His10-G446- Forward 5°-GTTCTCCATCGGCGGCGCGTACTACTCCAACGAT-3"
E144Q-W97A E144Q Reverse 5-ATCGTTGGAGTAGTACGCGCCGCCGATGGAGAAC-3°

3.1.2 Oppdyrkning av bakteriestamme

For & utfare seterettet mutagenese er det ngdvendig a dyrke opp E.coli celler med gnsket

plasmid. Plasmidet benyttes videre som templat for muteringen.
Materialer:

e LB-medium
e Ampicillin (115 mg/ml)

e Frysestock med gnsket bakteriestamme
Metode:

Et dyrkningsrgr med 4 mL LB-medie og 2 puL 115 mg/mL ampicillin ble inokulert med celler
fra gnsket frysestock. Bakteriekulturen ble videre inkubert ved 37 °C og 225 rpm over natt
(12-16 timer).

3.1.3 Isolering av plasmid ved bruk av E.N.Z.A. ® Plasmid Miniprep Kit I Spin Protocol.

Plasmid ble videre isolert fra cellekultur ved bruk av E.N.Z.A. ® Plasmid Mini Kit I. Kitet
fungerer ved at cellene farst blir lysert alkalisk. Deretter bindes DNA til en HiBind® DNA
kolonnemembran. Kolonnen blir sa vasket og plasmid elueres til slutt med en buffer med lavt
saltinnhold (VWR 2015) De ulike trinnene er vist i figur 3.1.1.
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Figur 3.1.1 Isolering av plasmid med E.N.Z.A. ® Plasmid Mini Kit I (VWR 2015).

Materialer:

e E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit |

e Cellekultur av bakteriestamme
Metode:

1 mL cellekultur ble overfart til et eppendorfrer og hestet ved sentrifugering i ett minutt ved
10 000 x g i romtemperatur. Mediet ble helt av og pelleten resuspandert i 250 pL Solution I
(tilsatt RNAase A). Videre ble det tilsatt 250 pL Solution Il, og raret ble vendt forsiktig opp
og ned til det ble dannet et klarere lysat. Deretter ble det tilsatt 350 puL Solution 11, og
Igsningen ble umiddelbart blandet ved a snu pa reret til det ble dannet en hvit utfelling.
Lasningen ble deretter sentrifugert ved 13 000 x g i ti minutter ved romtemperatur. |
mellomtiden ble en miniprep-kolonne klargjort ved a tilsette 100 pL ekvilibrasjonsbuffer til
kolonnen som ble plassert i et 2 mL oppsamlingsrer. Miniprep-kolonnen ble sentrifugert ved
13 000 x g i ett minutt far flow-through ble dekantert. Deretter ble den supernatanten fra den
hvite utfellingen overfart til den ekvilibrerte kolonnen og sentrifugert ved 13000 x g i et
minutt. Flow-through ble dekantert og 500 pL Buffer HBC ble tilsatt kolonnen far en ny
runde sentrifugering. Flow-through ble igjen dekantert, far 700 uL DNA vaskebuffer ble
tilsatt, etterfulgt av en ny sentrifugering. Flow-through ble helt av og den tomme kolonnen ble
videre sentrifugert i ytterlige to minutter ved 13 000 x g. Dette for a tarke kolonnematriksen.
Kolonnen ble tilslutt plassert i et rent eppendorfrar. Deretter ble 30 pL elueringsbuffer tilsatt
far en siste sentrifugering for a eluere ut DNAet ble gjennomfart. Det isolerte plasmidet ble

oppbevart ved —20 °C.
30



3.1.4 Maling av DNA-konsentrasjon med Qubit®

For videre bruk er det ngdvendig a vite konsentrasjonen til det rensede plasmidet.
Konsentrasjonen ble malt ved bruk av et Qubit® dsDNA BR Assay Kit og et Qubit®
Fluorometer. Dette fluorometeret maler DNA konsentrasjoner fra 1-1000 ng/pL
(LifeTechnologies 2015c).

Materialer:

e Qubit dsSDNA BR Reagent
e Qubit dsDNA BR Buffer
e Renset plasmid

o Qubit® rar

Metode:

Det ble laget en arbeidslgsning bestdende av 199 uL BR buffer og 1 uL BR reagent for hver
prgve som skulle males. Videre ble 2 pL plasmid og 198 pL arbeidslgsning blandet i et
Qubit® rar. Pravene ble vortexet og inkubert ved romtemperatur i to minutter.
Konsentrasjonene ble deretter bestemt med et Qubit® fluorometer og en tidligere laget

standardkurve.
3.1.5 Seterettet mutagenese

Seterettet mutagenese er en metode hvor det gjeres punktspesifikke mutasjoner i DNA. Ved
en slik spesifikk endring i mRNA-sekvensen kan fare til endring i aminosyresekvensen som
videre potensielt kan endre proteinstrukturen. For a lage spesifikke punktmutasjoner i DNA
kan seterettet mutagenese benyttes. Kitet som ble brukt var QuickChange® Il Site-Directed
Mutagenesis Kit. Det ble videre benyttet PCR for amplifisering av gnsket DNA sekvens (se
avsnitt 3.1.6)

Materialer:

e QuickChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit
e Primere (tabell 3.1.1)
e dsDNA templat (avsnitt 3.1.3 og tabell 3.1.1)
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Metode:

Pravereaksjonen vist i tabell 3.1.2 og kontrollreaksjonen vist i tabell 3.1.3 ble laget i PCR-ror
pa kuldeblokk.

Tabell 3.1.2Prgvereaksjon ved seterettet mutagenese

Komponent Mengde (uL)
10x reaksjonsbuffer 5

ChiB dsDNA templat (75-100 ng) 2

Forward primer (100 ng/uL) 1,25

Reverse primer (100 ng/uL) 1,25

dNTP mix 1

ddH20 39,5
PfuUltra HF DNA polymerase 1

Tabell 3.1.3 Kontrollreaksjon for seterettet mutagenese.

Komponent Mengde (uL)

10x reaksjonsbuffer 5
pWhitescript 4.5 kb control plasmid 2
Forward primer 1,25
Reverse primer 1,25
dNTP mix 1
ddH20 39,5
PfuUltra HF DNA polymerase 1
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3.1.6 PCR og Dpnl behandling

PCR er en metode som oppamplifiserer en spesifikk DNA sekvens. Prgvene settes i en
termosykler som raskt kan endre temperatur. Det er tre hovedtrinn i en PCR syklus. | det
farste trinnet denatureres DNA. Prgven varmes opp til ~95 °C og DNA gar fra dsDNA til
ssDNA. Dette som fglge av brudd pa hydrogenbindingene mellom heliksene. I trinn to skjer
det en hybridisering. Praven kjgles ned til ~55°C og primererne binder seg til templatene. |
det tredje trinnet vil det forega en polymerisering. Her varmes praven opp til ~72 °C og mal-
DNA vil bli syntetisert av DNA polymerase. Denne syklusen gjentas flere ganger for & oppna
gnsket mengde DNA. Etter endt PCR syklus tilsettes restiksjonenzymet Dpnl. Dpnl bryter
ned metylert foreldre-DNA samt hemimetylert DNA (villtype DNA med fraksjoner av PCR-
produkt), men ikke det gnskede PCR-produktet.

Materialer

e PCR-reaksjoner fra 3.1.5
e Dpnl

Metode:

PCR-programmet som ble benyttet er vist i tabell 3.1.4.

Tabell 3.1.4 PCR-programmet som ble brukt ved seterettet mutagenese av ChiB-mutanter.

Reaksjon Sykluser Temperatur (°C) Tid (sekunder)
Oppvarming av lokk 1 110

Initial denaturering 1 95 30
Denaturering 95 30
Hybridisering 18 55 60

Forlengelse 68 330*
Nedkjgling 1 10

*5,5 minutter for a gjere ekstensjonstiden til rundt 1 minutt per kilobase.
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Etter endt PCR-program ble 1 uL Dpnl tilsatt PCR reaksjonen for a bryte ned ikke gnsket
DNA, og kun sitte igjen med rent PCR-produkt. Reaksjonene ble deretter inkubert ved 37 °C i

én time.

3.1.7 Utfelling av plasmid

For & gke konsentrasjonen av plasmid fer transformering inn i OneShot® BL21 star (DE3)
benyttes ofte et kit kalt Pellet Paint® Co-Precipitant. Dette kitet renser og oppkonsentrerer
plasmidet gjennom flere rensetrinn. | farste trinn farges plasmidet rosa, noe som gjer det lett a
falge plasmidet i pafalgende rensesteg hvor primere og annet ugnsket materiale fjernes. Pellet

Paint interfererer ikke med transformasjonen (Millipore 2015).

Materialer:

e Dpnl behandlede reaksjoner fra 3.1.7
e Pellet Paint® Co-Percipitant

e Etanol

e dH20O

Metode:

Reaksjonene fra avsnitt 3.1.7 ble videre overfart til eppendorfrgr. 2 puL Pellet Paint og 0,1
volum 3 M NaAc ble tilsatt DNA lgsningen far den ble blandet forsiktig. To volum 96%
EtOH ble deretter tilsatt, for lgsningen ble inkubert i to minutter ved romtemperatur. For &
felle ut DNA ble pragven sentrifugert i fem minutter ved 16 000 x g. Supernatanten ble fjernet
og pelleten renset ved a tilsette flere volum 70 % EtOH far en ny sentrifugering ble utfart.
Supernatanten ble dekantert og pelleten vasket. Dette ble gjort ved a tilsette 96 % EtOH far et
siste sentrifugeringstrinn. Etter dekantering av supernatant ble plasmidet inkubert ved
romtemperatur til all etanol var fordampet. Den tarre pelleten ble tilslutt resuspandert i 5 pL
dH20.
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3.1.8 Transformering av plasmid inn i OneShot® BL21 Star™ (DE3) celler

Renset og oppkonsentrert plasmid ble transformert inn i OneShot® BL21 Star™ (DE3) celler.
Disse cellene har en hgy transformasjonseffektivitet, 1 x 108 cfu/ug plasmid DNA, i tillegg til
at de er designet for et hayt ekspresjonutrykk av protein (LifeTechnologies 2015b).

Materialer:

OneShot® BL21 star (DE3) celler
Plasmid fra 3.1.7

SOC medium

LB-agarplater (100 pg/mL ampicillin)

Metode:

OneShot® BL21 Star™ (DE3) celler ble tint forsiktig pa is for plasmidet fra avsnitt 3.1.8 ble
tilsatt og blandet forsiktig. Cellene ble videre inkubert i 30 minutter pa is. Deretter ble cellene
varmebehandlet pa 42 °C i 30 sekunder etterfulgt av to minutter pa is. Videre ble det tilsatt
250 pL forvarmet SOC-medium. Reaksjonene ble deretter inkubert ved 37 °C og 220 rpm i en
time. Etter endt inkubasjon ble cellekulturen platet ut pa LB-agarplater. To ulike
konsentrasjoner, henholdsvis 25 og 150 pL, ble platet ut far platene ble inkubert ved 37 °C

over natt.

3.1.9 Oppdyrkning av transformanter

Transformanter fra LB-agarplatene ble plukket og dyrket etter metoden beskrevet i avsnitt
3.1.2.
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3.1.10 Tillaging av frysestocker
En frysestock ble laget av cellekulturene fra avsnitt 3.1.9 for oppbevaring ved —80 °C.
Materialer:

o Cellekultur
o 87 % glyserol

1050 pL cellekultur og 450 uL autoklavert 85% glyserol ble blandet i et cryorgr. Raret ble
vendt noen ganger for a sikre at blandingen var homogen far det ble plassert i -80 °C fryseren

for videre oppbevaring.

3.1.11 lIsolering og konsentrasjonsmaling av plasmid til sekvensering

Plasmid med mutert DNA ble isolert som beskrevet i avsnitt 3.1.4. DNA-konsentrasjonen ble
malt ved bruk av Qubit® tilsvarende avsnitt 3.1.5.

3.1.12 Tillagning av sekvenseringsreaksjoner

For & bekrefte korrekt mutasjon i plasmidet ble muterte plasmid sendt til GATC Biotech,
Constance, Tyskland for sekvensering. Ved DNA-sekvensering bestemmes
nukleotidsekvensen til DNAet. Dersom den muterte sekvensen sammenliknes med villtype
sekvensen er det mulig a bekrefte korrekt mutasjon. Sammenligningen av
nukleotidsekvensene ble gjort ved hjelp av CLC DNA Workbench. Primerene benyttet til

sekvenseringen av de ulike ChiB-mutantene er presentert i tabell 3.1.5.
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Tabell 3.1.5. Primere brukt til sekvensering.

Primer Sekvens (5’ -3%)

Sp6 ATTAGGTGACACTATAG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Fw1568 CCAGACGTAGCCTTGGTAGG

Rev537 TGAAGGATTA CGGCTTCGAC
Materialer

e |Isolert plasmid
e Sekvenseringsprimere fra tabell 3.1.5 (5 pmol)
e Elueringsbuffer fra E.N.Z.A.® Plasmid Mini Kit |

Metode:

5 pL plasmid med en konsentrasjon pa mellom 80 0g100 ng/uL ble blandet med 5 pL primer
(tabell 3.1.5), totalt fire sekvenseringsreaksjoner. Prgvene ble videre merket og sendt til
GATC Biotech for sekvensering.

3.2 Uttrykking av his-taggede kitinaser

Kitinasegenene det ble arbeidet med i denne oppgaven er tidligere klonet inn i en Pet-16b
vektor. Denne vektoren inneholder en N-terminal sekvens med 10 histidinresiduer. I tillegg
inneholder vektoren en T7 lac promoter, samt en promoter og sekvens som koder for en lac-
repressor. Denne lac repressoren binder seg til en lac operatorsekvens nedstrgms for
promoteren og hindrer T7 RNA polymerase i & binde seg til lac UV5 promoteren i OneShot®
BL21 Star™ (DE) cellene. OneShot® BL21 Star™ (DE) cellene inneholder et DE3 lysogen
som bearer genet for T7 RNA polymerase under kontroll av lacUV5 promoter. En aktiv T7
RNA polymerase elongerer omtrent fem ganger raskere enn E. coli RNA polymerase. Nar T7

polymerasen innfares til en E. coli celle vil kun DNA som er under kontroll av en T7
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promoter transkriberes. lacUV5 promoteren induseres av isopropyl-1-tio-p-D-
tiogalaktopyranosid (IPTG) ved en konformasjonsendring i lacUV5 repressoren som gjar at
den ikke bindes til promotoren. Ved IPTG tilsetning vil T7 RNA polymerase induseres.
Polymerasen vil transkribere malgenet under kontroll av T7 promoteren. Far induksjon
forhindres transskripsjon av malgenet ved T7 lysozym inhiberer T7 RNA polymerase. Etter
induksjon vil et produseres vesentlig mer T7 RNA polymerase enn T7 lysozymet inhiberer
(Andersson 1998). IPTG tilsetning ber skje midt i lag-fasen nar cellene forbereder seg pa
eksponentiell vekst. Ved & male absorbansen til cellekulturen med et spektrofotometer ved
600 nm (ODseoo) kan det undersgkes nar cellene er i denne fasen. Den optiske tettheten gir en
indikasjon pa celletettheten i mediet. En optimal indusering fremkommer nar ODsoo ligger
mellom 0,8 — 1,0.

3.2.1 Overekspresjon

De ulike bakteriestammene ble dyrket i LB-medium tilsatt ampicillin for & uttrykke gnsket

kitinase. | dette tilfellet ulike mutanter av kitinase B.
Materialer:

e LB-medium

e Ampicillin (115 mg/mL)

e Frysestock med gnsket bakteriestamme
e 1MIPTG

Metode:

50 mL LB-medium tilsatt 115 mg/mL ampicillin ble inokulert med gnsket his-tagget kitinase
fra frysestock. Forkulturen ble deretter inkubert ved 37 °C og 225 rpm over natt (over 16
timer). Forkulturen ble videre inokulert i nye 250 mL LB-medium tilsatt115 mg/mL
ampicillin til en ODgoo pa 0,1. Den nye voksekulturen ble inkubert ved samme temperatur til
en OD pa mellom 0,8 og 1,0 var oppnadd. Temperaturen ble sa senket til 22 °C og 220 rpm
far kulturene ble indusert med 25 uL 1 M IPTG. Etter omkring 16 timer ble cellene hgstet.
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3.2.2 Tillaging av periplasmatisk ekstrakt

E. coli er gramnegative bakterier som mellom ytre cellevegg og peptidoglykanlaget har et
omrade kalt periplasma. Kitinasen, ChiB, har vist a ikke ha et N-signal peptid for
transportering til dette omradet. Likevel ser det ut til at enzymet, av ukjente grunner, siver ut i
periplasma (Brurberg et al. 2001). Ved tilsetting av spheroplastbuffer, en buffer med hgy
sukkerkonsentrasjon, vil cellene ta opp dette sukkeret, fgr det periplasmatiske ekstraktet
frigjeres ved osmotisk sjokk med iskaldt vann og MgCl.. For & hemme proteaser i lgsningen
kan fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) tilsettes.

Materialer

e Fersk, kald spheroplastbuffer
e Sterilt, iskald H20
e 1M MgCl

Metode:

For & hgste cellene ble cellekulturene sentrifugert ved 8000 rpm ved 4 °C i 20 minutter.
Cellepelleten ble deretter resuspandert i 25 mL kald spheroplastbuffer og inkubert pa is i fem
minutter. Den resuspanderte cellekulturen ble spunnet ned ved 8000 rpm i 10 minutter ved 4
°C. Supernatanten ble dekantert og pelleten inkubert i romtemperatur i 10 minutter. Videre
ble pelleten resuspandert i 15 mL sterilt, iskaldt vann og inkubert pa is i 45 sekunder fer det
ble tilfart 1,5 mL 1 M MgCl.. Suspensjonen ble deretter sentrifugert ved 8000 rpm og 4 °C i
10 minutter. Supernatanten ble filtrert gjennom et 0,20 um sterilfilter. Det periplasmatiske

ekstraktet ble oppbevart ved 4 °C frem til rensing.

3.2.3 Cytoplasmatisk ekstrakt

Cytoplasmatisk ekstrakt ble laget etter periplasmatisk ekstrakt for a gke utbyttet av den
gnskede his-taggede kitinasen. Som tidligere nevnt inneholder ikke ChiB signalpeptid og
transporteres derfor bare delvis til periplasma. Pa grunn av dette antas det at mer protein er
igjen i cytoplasma. For & gdelegge cellemembranen og dermed ekstrahere proteinet benyttes
lysozym.

39



Materialer:

o Cellepellet fra siste sentrifugeringstrinn i avsnitt 3.2.2

e Lysisbuffer
Metode:

Cellepelletene fra avsnitt 3.2.2 ble resuspandert i 25 mL lysisbuffer. Lasningene ble inkubert
pa 37 °C ved 225 rpm i 30 minutter. Etter endt inkubasjon ble Igsningene sentrifugert ved
8000 rpm i 20 minutter ved 4 °C. Supernatanten ble filtrert gjennom et 0,20 um sterilfilter.

Det cytoplasmiske ekstraktet ble lagret ved 4 °C frem til rensing.

3.3 Rensing av his-taggede ChiB-mutanter

Periplasmatisk- og cytoplasmatisk ekstrakt inneholder urenheter som ma fjernes fer videre
karakterisering av proteinet. En mate & rense his-taggende kitinaser pa er ved bruk av
immobilisert metallaffinitets-kromatografi (IMAC). IMAC baserer seg pa interaksjon mellom
et immobilisert transisjonsmetallion pa kolonnen og en spesifikk aminosyrekjede pa proteinet.
Histidin, som det forgvrig er mange av i disse his-taggede kitinasene, er aminosyren med
sterkest interaksjon med nikkelet i en nikkelkolonne. For a eluere proteinet kan pH endres,
eller en kan tilsette en buffer med hgy imidazolkonsentrasjon pa kolonnen (Bornhorst & Falke
2011).

3.3.1 Rensing av his-taggede kitinaser med nikkelkolonne

Kitinasene ble renset ved bruk av en kolonne pakket med Ni-NTA Superflow agarose. Ni-
NTA bestar av et nikkelion og nitroleddiksyre (NTA) — en sakalt chelaterende agent.
Nikkelionet har seks bindingsseter hvorav fire er okkupert av NTA og de to resterende er

ledige for binding til en histidintag.

Nar det kommer til eluering av de his-taggede proteinene, sa elueres disse ved hjelp
av en buffer med hgy imidazol konsentrasjon. Dette fordi imidazol har stgrre affinitet til
nikkel enn hva histidin har. Forgvrig er vaskebufferen ogsa tilsatt imidazol, dog lavere
konsentrasjon. Dette for a forhindre at ugnskede proteiner binder seg til kolonnen under

renseprosessen.
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Materialer:

e Periplasmatisk og cytoplasmisk ekstrakt med his-taggede Kitinaser fra 3.2.2 og 3.2.3.

Ni-NTA Superflow kolonnemateriale

e Buffer A
e BufferB
e BufferC
e 0,5M NaOH

e 20 % EtOH
Metode:

En kolonne ble pakket med ~5 mL Ni-NTA Superflow kolonnemateriale. Buffer B ble satt pa
med en flow hastighet lik 2,5 mL/min til baselinjen var stabil. Proteinekstraktet ble pasatt
kolonnen med samme hastighet. Deretter ble kolonnen vasket med buffer A til baselinjen var
stabil ved grunnlinje. Buffer B ble sa tilsatt for a vaske ut urenheter og lgst bundet protein.
Det his-taggede proteinet ble til slutt eluert ut ved hjelp av Buffer C. Ved stabil baselinje ble
kolonnen vasket i 10 minutter, med henholdsvis 0,5 M NaOH og 20 % EtOH.

3.3.2 Natriumdodecylsulfat polyakrylamid gel elektroforese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE brukes for & undersgke stgrrelse og renhet til proteiner. For at proteinene skal
kunne undersgkes ma de farst denatureres. Dette skjer ved behandling med
natriumdodecylsulfat (SDS), ditiorteitol (DDT) og varme. SDS bryter opp to- og
tredimensjonale strukturer ved a legge til negativ ladning til aminosyrene. DDT er en sterk
reduktant som reduserer disulfidbindinger. Varmen gker molekylhastigheten som tillater
binding av SDS til hydrofobe omrader og fullfgre denatureringen (Caprette 2012). Etter
denaturering appliseres proteinene pa en polyakrylamid gel. Nar elektrisk spenning settes pa
denne gelen separeres proteinene i lgsningen etter starrelse. Pa grunn av proteinenes negative
ladning vil de vandre mot den positive polen. Porer i gelen farer til at sma proteiner vandrer
raskere og lengre enn store proteiner. En proteinmarkar, en sakalt ladder, benyttes for a

identifisere proteinene med hensyn pa starrelse.
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For & visualiserer proteinene pa gelen benyttes Coomassie brilliant blue, et intenst koboltblatt
fargestoff. Fargen binder hovedsakelig til de basiske aminosyrene i proteinet, og mengden
fargestoff som binder er omtrentlig proporsjonal med antall positive ladninger i proteinet.
(LifeTechnologies 2015a).

Materialer:

e NuPAGE® 10% Bis-Tris Gel 1,0 mm x 10 brgnner
e MOPS SDS Running buffer (1x)

e Arbeidslagsning

e Proteinmarkar, Bench Mark Protein Ladder

e Proteinfraksjoner

e SDS-fargelgsning

e SDS-avfargningslesning

e HO

Metode:

10 pL arbeidslgsning og 10 pL proteinlgsning ble blandet i et eppendorfrar. Pravene ble
deretter denaturert ved 70 °C i ti minutter. En ferdigstept gel ble videre plassert i et
gelelektroforesekammer fylt med MOPS SDS buffer. 7,5 puL proteinmarker og 20 pL
denaturert proteinfraksjon ble sa applisert i hver sin brgnn. Gelen ble pafart en spenning pa
200 V i 50 minutter. Videre ble gelen farget med SDS-fargelgsning. Omtrentlig 1 dl
fargelgsning ble tilsatt gelen far gelkaret ble satt ett minutt i mikrobglgeovn pa 750 W.
Deretter ble gelen overfort til et ristebrett i romtemperatur i fem minutter. Fargelgsningen ble
sa helt av og gelen vasket med H.O far avfargningslgsning ble tilsatt. Avfargningslgsningen
ble videre varmet i ett minutt i mikrobglgeovn far ogsa den ble inkubert fem minutter pa
ristebrett i romtemperatur. Denne prosedyren ble gjentatt totalt to ganger. Tilslutt ble gelen

visualisert ved hjelp av EZ-imager fra Bio-Rad.
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3.3.3 Oppkonsentrering og bytting av buffer

For a rense makromolekylere forbindelser, oppkonsentrere og avsalte prgver, samt bytte
buffer brukes gjerne sentrifugefilter. Macrosep® Advance sentrifugefilter har Omega™
membran som binder fa proteiner og derfor minker tapet av protein (PallCorporation 2015).
Filtrene i sentrifugerarene har ulik porestarrelse, og finnes for eksempel med cut-off ved ulike
molekylvekter, for eksempel 30 kDa eller 10 kDa. Forbindelser med lavere molekylvekt enn

porestarrelsen vil ga gjennom filteret, starre forbindelser vil bli vaerende.

Materialer

e Macrosep® Advance 30K sentrifugerar
e Rene proteinfraksjoner
e Lagringsbuffer, 20 mM Kaliumfosfatbuffer pH 6,0

Metode:

Rene proteinfraksjoner ble overfart til sentrifugefilter med gnsket porestarrelse, fortrinnsvis
MWCO 30 kDa, og tilsatt lagringsbuffer. Rarene ble sentrifugert ved 4300 rcf. 4 °C til det var
omtrentlig 1,5 mL proteinlgsning igjen i filteret. Flow through ble helt av og filteret etterfylt
med lagringsbuffer. Denne prosedyren ble gjentatt fire ganger. Dette for & sikre utskiftning av
elueringsbuffer fra rensetrinnet i avsnitt 3.3.1. Til slutt ble proteinlgsningen overfart til et 15

ml blakorkrar og oppbevart ved 4 °C.

3.3.4 Konsentrasjonsmaling med Bradford-metoden

Bradford-metoden gar ut pa & endre absorbansmaksimum fra 470 nm til 595 nm ved at
fargelgsningen binder seg til proteinets basiske, hovedsakelig arginin, og aromatiske residuer
(BioRad 2015). Absorbansen males ved 595 nm med et spektrofotometer. Mengde protein i

lazsningen bestemmes med utgangspunkt i en standardkurve.
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Materialer:

e Lagringsbuffer, 20 mM Kaliumfosfatbuffer pH 6,0
e Proteinlgsning

e BioRad Protein Assay Dye Reagent
Metode:

Proteinlgsning ble fortynnet ved hjelp av lagringsbuffer til et totalvolum pa 800 pL i tre
paralleller. Det ble ogsa laget en blankprave bestaende utelukkende av lagringsbuffer. Videre
ble hver prgve tilsatt 200 pL fargelgsning far de ble inkubert i etterfulgt av fem minutters
inkubering i romtemperatur. Blankprgven ble brukt til & nullstille spektrofotometeret. Deretter

ble konsentrasjonen i de tre parallellene malt.

3.4 Isoterm titreringskalorimetri (ITC)

ITC ble benyttet for & bestemme termodynamiske parametere for protein-ligand interaksjoner.
Forsgkene ble utfgrt med et VVP-ITC kalorimeter fra MicroCal. Instrumentet er beskrevet

nermere i Wiseman et al. (1989).

Materialer:

e Ren proteinlgsning

20 mM kaliumfosfatbuffer, pH 6,0
Ligand (GIcNAC)s

0,1 M NaOH

dH20

Metode:

Far hvert forsgk ble pravecellen vasket med 0,1 M NaOH og skylt med dH20 og 20 mM
kaliumfosfatbuffer pH 6,0. Proteinlgsning ble fortynnet til gnsket konsentrasjon med 20 mM
kaliumfosfatbuffer pH 6,0 og degasset under vakuum i 20 minutter. Etter degassing ble 1,8

mL proteinlgsning injisert i prevecellen (pravecellen rommer totalt 1,41 mL). Et overskudd
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proteinlgsning ble tilsatt for & hindre dannelse av luftbobler i systemet. 5-8 pL injeksjoner
ligand ble tilsatt pravecellen gjennom en roterende injeksjonssprayte (260 rpm). For a sikre
metning av proteinet ble 36-55 injeksjoner tilsatt. Et minimum pa fire ulike temperaturer, fra
10 til 37 °C, for hver mutant ble kjort, to paralleller eller mer. Se tabell 3.4.1 for oversikt over
parametere brukt for de forskjellige mutantene. Data fra den farste injeksjonen, 2 L, ble
fjernet fra datasettet. Dette skyldes at ungyaktig verdi grunnet blanding mellom protein- og
ligandlgsning. Feil i AH, Kd og AG vil veere standardfeil/avvik fra minst to eksperimenter.
Feil i AS og TAS vil veere en fglge av forplantning/opphopning av feil. Det ble benyttet en
standard 1:1 bindingsmodell for 4 tilpasse dataene. Alle dataene ble behandlet med
dataprogrammet ORIGIN 7.0 (MicroCal).

Tabell 3.4.1 Oversikt over parametere brukt ved ITC.

Injeksjon (uL) [Enzym] (uM) [(GIcNAC)s] (mM)

ChiB 5 20 0,5
ChiB-D316A 5 20 0,5
ChiB-W220A 8 20 2

ChiB-W97A 8 80 2

ChiB-F190A 5 60 1,5
ChiB-R294A 5 20 0,5
ChiB-Y145A 5 40 1

ChiB-E144A 5 20 0,5
ChiB-G446* 5 20 0,5
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4 Resultater

4.1 Residuanalyse

4.1.1 Residuer for prosessivitet og tunneldannelse

Et kjennetegn for prosessive kitinaser er aromatiske residuer som strekker seg fra det det
kitinbindende domenet til det aktive setet. Disse aromatiske residuene interagerer med
substratet nar substratet skyves gjennom den substratbindene klgften og produkt frigjeres
(Zakariassen et al. 2009). Det er tidligere vist av Sgrlie et al. (2012) at den prosessive
karakteren til ChiB til en viss grad styres av de aromatiske residuene W97 og W220 i
henholdsvis subsete +1 og +2. 1 tillegg til dette er det polare residuer i o/ domenet som er
med pa & danne den tunnellignende topologien som er interessante & studere om de er

bidragsytere til enzymets prossesivitet.

Residuet W97 ligger i subsete +1, ved siden av den enzymatiske hydrolysen. W97 er vist
viktig for prosessivitet i nedbrytningen av krystallinsk kitin (Sgrlie et al. 2012). Residuet
danner hydrofobe interaksjoner med substratet og sammen med D316 utgjer de taket til
tunnelen over det aktive setet nar enzym er bundet til substrat. Residuet W220 er i en loop i
o/f domenet, og er med pa utgjare +2 subsetet. | likhet med W97 er W220 viktig for
prosessivitet og nedbrytning av krystallinsk kitin, dog i mindre grad (Sgrlie et al. 2012).
Aromaten har stor kontaktflate med sukkeret, hvilket ferer til dannelse av mange hydrofobe
interaksjoner. W220 danner i tillegg hydrogenbinding med oksygenet til sukkeret i subsete
+3. Et annet residuet verdt & nevne er E221. Dette ligger ved siden av W220 og danner en
hydrogenbinding med OH-gruppen til sukkeret i subsete +3. E221 danner ogsa
hydrogenbinding med oksygenet i sukkerringen til samme enhet i +3 subsete. F190 ligger i
subsete +3 pa motsatt side av E221. Aromaten F190 danner ogsa hydrogenbindinger med
sukkerenheten i +3 subsete. Ved substratbinding vil F190 heves opp mot sukkeret og hjelper
til med & danne den substrathindende klgften. Lokasjonen til de forskjellige residuene er vist i
figur 4.1.1.

46



Figur 4.1.1. Krystallstruktur av ChiB hvor de ulike residuenes posisjon er markert med blatt. I er D316, I viser til E221, 111
er F190, IV er W97 og V er W220. Sukkerets posisjon i subsetet er markert med svart. .

4.1.2 Residuer for katalyse

Videre er det polare residuer som har vist seg & veere viktig for katalyse i ChiB. Ved subsete
+1 ligger R294. Dette residuet danner hydrogenbinding med karbonyloksygenet pa N-
acetylgruppen i +1 subsete. Madhuprakash et al. (2012) viste i 2012 at R294 er viktig for
balansen mellom transglykosylering og hydrolyse. Tilslutt er Y145 verdt & nevne. Dette
residuet ligger pa motsatt side av R294 ved subsete +1. Y145 er naboresiduet til den
katalytiske syren E144. Residuet er vist & danne en hydrogenbinding med OH-gruppen pa C6
til sukkeret i subsete +2. Residuenes posisjon er vist i figur 4.1.2
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Figur 4.1.2. Krystallstruktur av ChiB hvor de ulike katalytiske residuenes posisjon er markert med blatt. | er R294 og Il viser
til Y145. Sukkerets posisjon i subsetet er markert med svarte tall.

Med utgangspunkt i de overnevnte funnene ble falgende mutanter, fortrinnsvis i positive
subseter valgt, D316A, E221A, F190A, W97A, W220A, med tanke pa dannelse av
tunneltopologi, samt Y145A og R294A med tanke pa effekt mot katalyse versus binding.

Det ble ogsa laget to mutanter uten det kitinbindende domenet, G446-E144Q og G446-
E144Q-W97A med tanke pa kunne produsere krystallstrukturer med substrat. Nar det skal
lages krystallstrukturer av ChiB vil det substratbindende domenet binde seg til et annet enzym
og det vil dannes en dimer. Ved & kutte av det kitinbindende domenet vil det kunne lages en
krystallstruktur av monomeren. Figur 4.1.3 viser en oversikt over de utvalgte residuene, samt
det kitinbindende domenet til ChiB.
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Figur 4.1.3. Krystallstruktur av ChiB. Bindingsresiduene er markert i blatt, de katalytiske residuene i gult og det
kitinbindendedomenet i radt.

4.2 Seterettet mutagenese

For & kunne analysere binding av (GIcNAC)s til ChiB og dens mutanter ved hjelp av ITC
krever det at enzymene er inaktive. Den katalytiske syren, E144, er derfor mutert til glutamin
(Q) i alle mutanter. Som beskrevet i kapittel 3.1.1 ble mutantene, His10-E144Q-Y 145A, Hisio-
G446-E144Q og His10-G446-E144Q-W9ITA, tillaget i denne oppgaven. Samtlige mutanter
nevnt i denne oppgaven er his-tagget. For enkelhetens skyld vil mutantene refereres til kun
etter deres mutasjon. For & bekrefte at korrekt mutasjon var foretatt ble det muterte plasmidet
sendt til GATC Biotech i Constance, Tyskland for sekvensering (beskrevet i kapittel 3.1.12).
Resultatet av sekvenseringen ble analysert ved hjelp av programvaren CLC DNA Workbench.
I figur 4.2.1 vises en del av aminosyresekvensen til villtype ChiB sammenlignet med G446-
E144Q mutasjonen.

49



1200 1320 1240 1380

ATATGGGCACCGGGCTGCGCTACACCGGEGTCGGCCCCGGUCAACCTGCCTATCATGACCGCGCCGGEC
iConflict
jConflict
jConflict
Conflict
Conflict

ATATGGGCACCGGGCTGCGCTACACCGGCGTCGGCCCCGGCTAATAACCTATCATGACCGCGCCGGEC

1=

ATATGGGCACCGGGCTGEGCTACACCGGCGTCGGCCCCGGCTAATAACCTATCATGACCGCGCCGGEC

|.| # A
A fi Mo \ 1 I "' | # fi p |'\I fi A l .-\. a o f\
ANV VWAL WA W AAAA e A AN AN A AN Y

Figur 4.2.1. Aminosyresekvensen til ChiB villtype sammenlignet med ChiB-G446-E144Q. Residuene merket med «conflict»
viser muteringen. Det er mutert inn to stoppkodon, hvor fgrste mutasjon er alanin (A) er mutert til treonin (T) ved aminosyre
1339. @verst i figuren vises villtypesekvensen, mens sekvensen under er konsensusssekvensen. Konsensusssekvensen er
sammenstillingen av sekvensene fra se fire ulike primerene.

4.3 Rensing av his-taggede Kitinaser

4.3.1 Rensing av his-taggede kitinaser med nikkelkolonne

His-taggede mutanter ble isolert ved a rense bade periplasmatisk- og cytoplasmatisk ekstrakt
ved bruk av en nikkelkolonne (avsnitt 3.3.1). Kromatogrammene for rensingen av de ulike
mutantene, samt tilhgrende SDS-PAGE geler er vist i figur 4.3.1-4.3.9. Felles for alle
kromatogrammene er en sakalt void topp. Denne toppen inneholder proteiner i lgsningen som
ikke er his-tagget og dermed ikke binder til kolonnematerialet.

Etter pasetting av protein ble kolonnen vasket, dette for & fjerne lgst bundet protein, observert
i topp nummer to. Til slutt ble aktuelt his-tagget protein eluert, observert i topp tre. Videre ble
kolonnen vasket for tilsettelse av det cytoplasmatiske ekstraktet pa samme mate som det
periplasmatisk ekstraktet. SDS-PAGE ble benyttet for & kontrollere renheten av proteinet.
Som tidligere nevnt har ChiB en molekylvekt pa 55 kDa.
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Figur 4.3.1. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q med
nikkelkolonne. | kromatogrammet er den fgrste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens den tredje
er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafglgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. P4 SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarkgr, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, bragnn 3 fraksjon fra void-toppen, brenn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, bragnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.2. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
D316A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den fgrste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen. Dette kromatogrammet viser kun CPE. P4 SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt
starrelsesmarkgar, brgnn 2 fraksjon av periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, bregnn 4
fraksjon fra vasketoppen, bregnn 5 fraksjon fra elueringstoppen, brann 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt,
brenn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8 fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et
band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.3 Figur 4.3.4. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hayre) for rensing av his-tagget ChiB-
E144Q-E221A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er
vasketoppen, mens den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafglgende tre toppene er
tilsvarende topper for cytoplasmatisk ekstrakt. Pa SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarker, brgnn 2
fraksjon fra periplasmatisk ekstrakt, brenn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5
fraksjon fra elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen,
bragnn 8 fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.5. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
F190A med nikkelkolonne. I kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafglgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. Pa SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarkar, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.6. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
W97A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafalgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. P4 SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt stgrrelsesmarker, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, bragnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brann 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.7 Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
W220A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafalgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. Pa SDS-PAGE gelen er brenn 1 pasatt sterrelsesmarker, brenn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB
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Figur 4.3.8. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
R294A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den fgrste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafelgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. P4 SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarker, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, bragnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brann 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brann 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB.
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Figur 4.3.9. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget ChiB-E144Q-
Y145A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafelgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. Pa SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarker, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, bragnn 3 fraksjon fra void-toppen, brenn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 55 kDa indikerer ChiB protein.
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Figur 4.3.10. Kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hayre) for rensing av his-tagget ChiB-G446-
E144Q med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den farste toppen void-toppen, den andre er vasketoppen, mens
den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafelgende tre toppene er tilsvarende topper for
cytoplasmatisk ekstrakt. Pa SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarker, brgnn 2 fraksjon fra
periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brenn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5 fraksjon fra
elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen, brgnn 8
fraksjon fra vasketoppen og brgnn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 50 kDa indikerer ChiB uten det
kitinbindende domenet.
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Figur 4.3.11. Figuren viser kromatogram (til venstre) og SDS-PAGE gel (til hgyre) for rensing av his-tagget
ChiB-G446-E144Q-W97A med nikkelkolonne. | kromatogrammet er den fgrste toppen void-toppen, den andre er
vasketoppen, mens den tredje er elueringstoppen for periplasmatisk ekstrakt. De pafalgende tre toppene er
tilsvarende topper for cytoplasmatisk ekstrakt. PA SDS-PAGE gelen er brgnn 1 pasatt starrelsesmarkgr, brgnn 2
fraksjon fra periplasmatisk ekstrakt, brgnn 3 fraksjon fra void-toppen, brgnn 4 fraksjon fra vasketoppen, brgnn 5
fraksjon fra elueringstoppen, brgnn 6 fraksjon fra cytoplasmatisk ekstrakt, brgnn 7 fraksjon fra void-toppen,
brenn 8 fraksjon fra vasketoppen og brenn 9 fraksjon fra elueringstoppen. Et band ved 50 kDa indikerer ChiB
uten kitinbindende domene.
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4.3.2 Bestemmelse av proteinkonsentrasjon med Bradford-metoden

Proteinkonsentrasjonen ble bestemt ved hjelp av Bradford-metoden (avsnitt 3.3.6). Tabell
4.3.1 viser en oversikt over malte konsentrasjoner (mg/ml) av de his-taggede ChiB-
mutantene. De fleste mutantene ble dyrket i flere omganger. Tallene gjengitt i tabell 4.3.1

viser et representativt utbytte for den aktuelle mutanten.

Tabell 4.3.1. Oversikt over his-tagget kitinase, proteinkonsentrasjon, mengde proteinlgsning og mengde vekstmedium brukt.

Mengde

His-tagget kitinase PO eI Bl proteinlgsning MUENGEE .
(mg/mL) (mL) vekstmedium (L)
E144Q 4,52 5,3 2,0
E144Q-D316A 3,0 5,2 15
E144Q-E221A 2,96 8,5 15
E144Q-F190A 5,54 4,1 15
E144Q-W97A 5,72 4,2 15
E144Q-W220A 5,79 4.8 15
E144Q-R294A 1,12 5,2 3,0
E144Q-Y145A 5,37 8,7 15
G446-E144Q 6,12 6,7 2,0
G446-E144Q-W9IT7A 6,49 5,0 2,0

Mangel pa tid farte til at arbeid gjenstar arbeid med mutantene uten det kitinbindende

domenet.
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4.4 Binding av (GIcNAC)s til ChiB-mutanter

Bindingen til (GIcNAc)s mot de forskjellige ChiB-mutantene ble studert ved hjelp av ITC.
Forsgkene ble utfert ved pH 6,0 i 20 mM kaliumfosfatbuffer over ulike temperaturer i
omradet fra 10 til 37 °C. Normalt sett benyttes temperaturomradet 20 til 37 °C, avvik fra dette
vil foreckomme som falge av ustabilitet og/eller lite varme fra systemet. K, og AH; ble gitt
direkte fra ITC forsgkene. Kq, AG:’, AS: 0g ACy, ble beregnet ved hjelp av ligningene 1.5.2-
1.5.8 fra avsnitt 1.5.1-1.5.4. Som nevnt tidligere ma ChiB mutantene vare gjort inaktive om
det skal gjgres bindingsstudier med (GIcNAc)s ved ITC. For enkelhetens skyld vil ikke
mutantene nevnes som for eksempel ChiB-E144Q-D316A, men som ChiB-D316A.

4.4.1 Residuer i den substratbindende klgften

For & undersgke effekten av binding av (GIcNAC)s til den substratbindende klgften til ChiB
ble utvalgte mutanter av ChiB studert; D316A, E221A, F190A, W97A og W220A. De
termodynamiske parameterne er oppsummert i tabell 4.4.1

57



4.4.1.1 Binding av (GIcNAc)s til ChiB-D316A.

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNACc)s til ChiB-
D316A er vist i figur 4.4.1. Termodynamiske parametere for bindingen av (GICNAC)s til
ChiB-D316A er vist i tabell 4.4.1. Ved 30 °C binder ChiB-D316A til (GIcNAc)s med Kqg =
0,87 £ 0,05 UM og AG, =-8,4 + 0,1 kcal/mol. AH° for reaksjonen er —0,9 + 0,2 kcal/mol og
AS° =24,8 + 0,7 cal/K mol (-TAS,° =-7,5 + 0,2 kcal/mol). ACy, beregnet med utgangspunkt
i ligning 1.5.8, ble funnet a vaere —105 £ 11 cal/K mol
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Figur 4.4.1. Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)s til ChiB-D316A ved pH
6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAC)s til ChiB-D316A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir 4Cp,r som stigningstall.
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4.4.1.2 Binding av (GIcNAc)s til ChiB-E221A

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNACc)s til ChiB-
E221A er vist i figur 4.4.2. Termodynamiske parametere for bindingen av (GICNAC)s til
ChiB-E221A er vist i tabell 4.4.1. Ved 30 °C binder ChiB-E221A til (GIcNACc)s med Kq =
0,77 £ 0,05 uM og AG, =—8,5 + 0,1 kcal/mol. AH,° for reaksjonen er — 2,8 + 0,3 kcal/mol og
AS:° er lik 18,8 £ 0,1 cal/K mol (-TAS,° =—5,7 £ 0,3 kcal/mol). ACy,, beregnet med
utgangspunkt i ligning 1.5.8, ble funnet & vaere —189 + 16 cal/K mol.
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Figur 4.4.2 Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)s til ChiB-E221A ved pH

6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAc)s til ChiB-E221A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir 4Cp,r som stigningstall.
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4.4.1.3 Binding av (GIcNAc)s til ChiB-F190A

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNAC)s til ChiB-

F190A er vist i figur 4.4.3. Termodynamiske parametere for bindingen av (GICNAC)s til
ChiB-F190A er vist i tabell 4.4.1. Ved 30 °C binder ChiB-F190A til (GIcNACc)s med Kq =
0,55+ 0,12 uM og 4G, =— 8,7 + 0,2 kcal/mol. AH° for reaksjonen er — 0,6 + 0,2 kcal/mol og

ASe° er lik 26,7 £ 1,0 cal/K mol (=TA4S,°

-8,1 £ 0,3 kcal/mol ACy, beregnet med

utgangspunkt i ligning 1.5.8, ble funnet & vaere —207 + 13 cal/K mol.
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Figur 4.4.3. Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)s til ChiB-F190A ved pH
6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAc)s til ChiB-F190A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir 4Cp,r som stigningstall.
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4.4.1.4 Binding av (GIcNAC)s til ChiB-W97A

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNACc)s til ChiB-
WOT7A er vist i figur 4.4.4. Termodynamiske parametere for bindingen av (GIcNAC)s til ChiB-
WO7A er vist i tabell 4.4.1. Ved 30 °C binder ChiB-W97A til (GIcNAc)s med Kq = 0,87 +
0,14 uM og AGy =—8,4 + 0,14 kcal/mol. AH,° for reaksjonen er —1,2 + 0,1 kcal/mol og 4S°
= 23,76 £ 0,66 cal/K mol (-T4S° =-7,2 £ 0,2 kcal/mol ACp,, beregnet med utgangspunkt i
ligning 1.5.8, ble funnet & vaere —194 + 13 cal/K mol.
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Figur 4.4.4 Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)e til ChiB-W97A ved pH
6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAc)s til ChiB-W97A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir 4Cp,r som stigningstall.
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4.4.1.5 Binding av (GIcNAc)s til ChiB-W220A

Et ITC termogram og isoterm for bindingen av (GICNAC)e til ChiB-W220A er vist i figur
4.4.5. Termodynamiske parametere for bindingen av (GIcNAC)e til ChiB-W220A er vist i
tabell 4.4.1. Ved 30 °C binder ChiB-W220A til (GIcNAC)s med Kg = 57 + 0,04 M o0g 4G,
=-5,9 + 0,1 kcal/mol. Det var ikke tilstrekkelig reproduserbarhet i resultatene for & kunne

regne ut resten av de termodynamiske parameterene for enzymet.
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Figur 4.4.5 Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)6 til ChiB-W220A ved pH 6,0 og t = 20
°C.

4.4.1.6 Parameterisering av den entropiske termen
Entropiendring kan observeres som summen av tre ledd (Baker & Murphy 1997):
ASr® = ASsoiv® + AScont® + ASmix® 42.1

ASson® er entropiendringen nar et vannmolekyl frigjeres som fglge av binding mellom protein
og ligand. AScons® gir entropiendringen som fglge av endringer i strukturen og i
rotasjonsfriheten til protein og ligand ved binding. ASmix° viser tap av translasjons- og

rotasjonsfrihet nar det dannes et kompleks fra to molekyler som er frie i lgsning.
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Solvatiseringsentropien er dokumentert tilnermet lik null for proteiner ved T = 385 K

(Baldwin 1986). ACp,(° for bindingsreaksjonen ved t = 30 °C kan da gis ved A4Sson° gjennom

ligning 4.2.2:

ASson® = ACps° In (zgig) 4.2.2
ASmix® er estimert til -8 cal/K mol ved bruk av ligning 4.2.3 (Baker & Murphy 1997):

ASmi® =R In () 4.2.3

Dette gjer det mulig & beregne AScont® ved bruk av ligning 4.2.1. Ved bruk av ligning 4.2.2 ble
ASson® for ChiB-D316A beregnet til & veere 25,1 + 2,6 cal/K mol (-TASsn° =—7,6 + 0,8
kcal/mol), mens AScont® ble beregnet til & veere 7,6 + 2,6 cal/K mol (-TAScont® =—2,3 +0,8
kcal/mol). For ChiB-E221A ble ASson® beregnet til & veere 45,2 + 3,3 cal/K mol (-TASson® = —
13,7 + 1,0 kcal/mol), og AScont® ble beregnet til a veere —18,5 + 3,3 cal/K mol (-TAScont® = 5,6
+ 1,0 kcal/mol). For ChiB-F190A ble ASsoi° beregnet til a veere 49,5 + 3,0 cal/K mol (-
TASson® =—15,0 + 0,9 kcal/mol), 0g AScon® ble beregnet til & veere —14,9 + 3,0 cal/K mol (-
TAScont® = 4,5 0,9 kcal/mol). For ChiB-W97A ble ASsoi° beregnet til a veere 46,5 + 3,0
cal/K mol (-TASson® =-14,1 + 0,9 kcal/mol), 0g ASconf® ble beregnet til & vaere —14,9 + 3,0
cal/K mol (-TAScont® = 4,5 £ 0,9 kcal/mol). Se tabell 4.4.1 for oversikt over alle

termodynamiske parameterene.
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Tabell 4.4.1 Termodynamiske parametere for (GIcNAc)6 binding til ChiB-WT og utvalgte mutanter ved t=30 °C og pH = 6,0

ChiBs 0.20+0.03 93+0.1 -0.1+£03 92+03 -11.5+0.3 0104 24 -158+5
D316AY 0.87+0,05 -84+0.1 -0.9+0.2 -7.5+0.2 -7.6+0.8 -23+08 24 -105=11
E221A 0.77 £ 0,05 -8.5+0.1 -28+03 -5.7+£03 -13.7+£1.0 56£10 24 -189+ 16
F190A 0.55+0.12 -8.7+0.2 -0.6+0.2 -8.1+0.3 -15,0+£0.9 45+£09 24 -207x13
W97AR 0.87+0.14 -8.4+0.1 -1.2+0.1 -7.2+£0.2 -141+£09 45+09 24 -194 £ 13

W220Al 57+0.04 -59+0.1

3 UM, P kcal/mol, ¢ ASeon® = AC, In(T303 k/Tass k), ¢ utledet ved hjelp av ligningen AS;® = ASson® + ASmix® + ASconf®
hvor ASmix° = RIn(1/55.5) = —8 cal/K mol (“cratic” term), ¢ cal/K mol, futledet fra temperaturuavhengigheten til
AH,° ved minimum fire uavhengige temperaturer 9 avledet fra interpolering av verdier over og under t = 30 °C, "
avledet fra ekstrapolering av verdier under t = 30 °C, ' Lav reproduserbarhet for AH,° i temperaturomradet
studert i denne oppgaven. Dette kan veere felles for bindingsinteraksjoner med en c-verdi under 10 (Turnbull &
Daranas 2003).
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4.4.2 Katalytiske residuer

For & undersgke effekten noen katalytiske residuer har pa binding av (GIcNAc)s til ChiB ble
mutantene ChiB-R294 og ChiB-Y145A studert med ITC.

4.4.2.1 Binding av (GIcNACc)s til ChiB-R294A

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNACc)s til ChiB-
R294A er vist i figur 4.4.6. Termodynamiske parametere for bindingen av (GICNAC)s tilChiB-
R294A er vist i tabell 4.4.2. Ved 30 °C binder ChiB-W294A til (GIcNAc)s med Kq = 0,90 +
0,11 M og 4G, =-8,4 + 0,2 kcal/mol. AH° for reaksjonen er —0,5 + 0,4 kcal/mol og AS;° =
26,07 £ 1,32 cal/K mol (=T4S,° =-7,9 = 0,4 kcal/mol ACy,, beregnet med utgangspunkt i
ligning 1.5.8, ble funnet & vaere —147 + 8 cal/K mol.
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Figur 4.4.6 Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)s til ChiB-R294A ved pH
6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAc)s til ChiB-R294A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir ACpr som stigningstall.
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4.4.2.2 Binding av (GIcNAc)s til ChiB-Y145A

Et ITC termogram, isoterm og temperaturavhengigheten for bindingen av (GIcNACc)s til ChiB-
Y 145A er vist i figur 4.4.7. Termodynamiske parametere for bindingen av (GICNAC)s til
ChiB-Y145A er vist i tabell 4.4.2. Ved 30 °C binder ChiB-Y145A til (GIcNAc)s med Ky =
1,10 £ 0,17 uM og 4G, =-8,3 * 0,2 kcal/mol. AH° for reaksjonen er —0,6 + 0,1 kcal/mol og
AS® = 25,41 £ 0,66 cal/K mol (=TA4S¢° =-7,2 £ 0,2 kcal/mol AC,,, beregnet med
utgangspunkt i ligning 1.5.8, ble funnet & vaere —203 + 5 cal/K mol.
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Figur 4.4.7. Til venstre: Termogram (gverst) og bindingsisoterm (nederst) for binding av (GIcNAc)e til ChiB-Y145A ved pH
6,0 og t = 20 °C. Til hgyre: Temperaturavhengigheten for binding av (GIcNAc)s til ChiB-Y145A ved pH 6,0. AH:° plottet mot
temperatur gir ACpr som stigningstall.

4.4.2.3 Parameterisering av den entropiske termen

Parameterisering av den entropiske termen ble gjort pa tilsvarende mate som vist tidligere i
avsnitt 4.4.1.6. For ChiB-R294A ble ASson° beregnet til & veere 35,3 + 3,3 cal/K mol (-
TASson® =—10,7 + 1,0 kcal/mol), og AScon® ble beregnet til —1,3 + 3,3 cal/K mol (-TAScont® =
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0,4 £ 1,0 kcal/mol). For ChiB-Y145A ble ASso° beregnet til & veere 48,5 + 3,0 cal/K mol (-
TASson® =—14,7 £ 0,9 kcal/mol), 0g AScont® ble beregnet til =15,2 + 3,0 cal/K mol (-TAScont®
= 4,6 £ 0,9 kcal/mol). Se tabell 4.4.2 for oversikt over de termodynamiske parameterne.

Tabell 4.4.2 Termodynamiske parametere for (GIcNAc)6 binding til ChiB-WT og utvalgte mutanter ved t=30 °C og pH = 6,0

—TAS:°b —TASsok°"®  —TAScon®®d  —TASmix P4 ACy 05t

ChiBE  020+0,03 -93+01 -01+03 -92%03 —-11,5+03 -0,1=04 24 —158+5
R294A  090+0,11 -84+02 -05+04 -79+04 —107+10 0410 2.4 —147+8
Y145A  1,10£017 -83%02 -0,6=01 -77£02 —147%09 4,609 24 -203%5

2 1M, ® kcal/mol, ¢ ASson® = ACp In (T303 k/Tass k), ¢ utledet ved hjelp av ASr® = ASson® + ASmix®
+ AScont® hvor ASmix® = RIn(1/55.5) = —8 cal/K mol (“cratic” term), ¢ cal/K mol, futledet fra
temperaturuavhengigheten til AH;° ved minimum fire uavhengige temperaturer ¢ avledet fra

interpolering av verdier over og under t =30 °C
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5 Diskusjon

| denne oppgaven ble det utfart bindingsstudier med (GICNAC)s til familie 18 kitinaser ChiB i
Serratia marcescens. Malet ved disse bindingsstudiene er a se om termodynamiske signaturer
ved substratbinding kan relateres til deres egenskaper. Residuene D316, E221, F190, W97,
samt W220, alle lokalisert i det katalytiske domenet i ChiB, er tatt i neermere gyensyn. |
tillegg ble effekten av residuene, R294 og Y145, kartlagt. Disse residuene er lokalisert pa hver
sin side i +1 subsete. Med utgangspunkt i de bestemte AC, verdiene for protein-ligand
interaksjoner korresponderer disse godt med graden av hydrofobiske interaksjoner ved
ligandbinding. ACp-verdiene gjer parameteriseringen av ASy mulig. Fra parameteriseringen
kan ASconf kalkuleres, og kalkuleringen viser & samsvare godt med hva som er observert i

annet strukturelt arbeide for samme protein system (Zakariassen & Sgrlie 2007).

5.1 Termodynamiske signaturer for binding av (GIcNACc)s mot mutanter —antatte

bindingsresiduer

Tidligere studier gjort av Baker og Murphy (1997) har vellykket vist at det er mulig &
gjennomfare strukturbaserte termodynamiske kalkulasjoner pa et system uten proton linkede
effekter hvor sammenligningen baseres pa den eksperimentelle energetikken. Systemet som
brukes i denne oppgaven er ikke sa ulikt Baker og Murphys system. Med utgangspunkt i den
termodynamiske signaturen for ChiB, samt de termodynamiske signaturene til D316, E221,
F190, W97 og W220 er det mulig a foreta en sammenligning for a finne ut hvilken effekt de
ulike residuene har. De ulike parameterene for dobbeltmutantene er presentert i tabell 4.4.1.
Verdiene i oppgaven ma ikke ses pa som absolutte, men de kan allikevel tyde pa stor effekt
hos de valgte residuene. Figur 5.1.1 viser krystallstruktur for ChiB med (GIcNACc)s bundet og

residuene vist i «stick»-formasjon.
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Figur 5.1.1. Krystallstruktur av det aktive setet til ChiB i kompleks med (GIcNAc)s molekyl. Residuene studert er vist ved
«stick» formasjon, og markert med navn i rgdt. | svart er det markert hvilket subsete (GIcNAc)s er bundet.

Alle dobbelmutantene binder svakere enn villtypen, samlet sett 0,8 kcal/mol mindre. Det er en
relativ lik entalpiendring for mutantene med unntak av E221, men ikke sa mye med tanke pa
at entalpien endrer seg ved temperatur. De tre mutantene E221, F190A og W97A har alle en
signifikant mer gunstig endring i solvatiseringsentropi sammenliknet med villtype. Her er det
sett en endring pa —2,8 kcal/mol. De tre mutantene viser en stgrre endring i
solvatiseringsentropi mot D316A, her er det —7,0 kcal/mol. Videre viser de samme tre
mutantene signifikant mer ugunstig konformasjonsentropiendring enn villtype med 4,8
kcal/mol, mot D316A viste verdiene for de tre mutantene en enda mer ugunstig
konformasjonsentropiendring pa hele 7,2 kcal/mol. Den kraftige gkningen i
konformasjonsentropiendring vist for E221, F190 og W97 antyder at disse residuene er viktig
for & «preordne» bindingsklgften/tunnelen far binding av substrat. Verdiene tyder videre at
D316 har stor konformasjonsfrihet far binding av substrat. Ved substratbinding lases residuet.
Dette er i overenstemmelse med en sakalt «umbrella sampling», en energibarriere som skiller
systemet. Det er gjennomfagrt molekylerdynamisk simulering (MD) hvor det ble beregnet at
D316 kan bevege seg fra a danne hydrogenbindinger med W97 til a veere i en avstand opp til

7 A uten en energisk straff (upubliserte data, C. M. Payne et al., personlig kommunikasjon).
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Den sterkt reduserte bindingsstyrken for W220A sett mot villtype, 2,5 kcal/mol, viser at
W220 er et sentralt residu for a gjenkjenne og binde substrat. Residuet er viktig for at a/p
domenet skal veere med i dannelsen av bindingsklgften/tunnelen. | figur 5.1.1 vises de ulike
residuene bundet med (GICNAC)s.

En del av endringen i konformasjonsentropien kan komme av konformasjonsendringen til
sukkerenheten i subsete -1 ved hydrolyse. Hvor stort dette bidraget er for binding av
(GIcNAC), til KOS er ikke kjent. Det har imidlertid blitt gjort studier pa andre sukkerenheter
og enzymer. Det er tidligere vist av Haverkamp et al. (2007) at bidraget av entropi og Gibbs
frienergi til konformasjonsendringen fra stol- til batkonformasjon for dextran er mindre enn 3

cal K*mol™.

5.2 Termodynamiske signaturer for binding av (GIcNAc)s mot mutanter —antatte

katalytiske residuer

Med utgangspunkt i den termodynamiske signaturen for ChiB, samt de termodynamiske
signaturene til R294A og Y145A, er det mulig @ sammenligne de termodynamiske
parameterene og se bindingseffekten til de katalytiske residuene. De ulike parameterene til
kitinasene er presentert i tabell 4.4.2. 1 figur 5.2.1 vises krystallstrukturen til ChiB bundet til

(GIcNAC)s, med residuene vist i «stick»-formasjon.

Figur 5.2.1. Krystallstruktur av det aktive setet til ChiB i kompleks med (GIcNAc)s. Her er de katalytiske residuene R294 og
Y145 vist i «stick» formasjon. Sukkerets plassering i subsetet er vist i svarte tall.
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Ved 30 °C og pH 6,0 gker dissosiasjonskonstanten til nesten fem ganger verdien for R294A
(Kg=0,9£0,11 uM) sammenliknet med ChiB villtype. Videre gker dissosiasjonskonstanten
over fem ganger for Y145A (Kq = 1,1 + 0,17 pM) sammenliknet med villtype (Kq=0,2 £
0,03 uM). Det er nesten like stor endring i AG for begge mutantene kontra villtype, en
endring pa ~1 kcal/mol. Bindingsentalpien viser ogsa tilsvarende tendens og blir redusert med
~0,5 kcal/mol. Endringen i AS er ~1,4 kcal/mol for bade R294A og Y 145A.
Solvatiseringsentropien for R294A er nesten lik som for villtype. Y145A derimot, har en
gunstig endring pa 3 kcal/mol. Konformasjonsentropien er tilneermet ngytral for R294A, men
ugunstig for Y145A.

R249A viser liten endring i termodynamiske verdier sammenlignet med villtype. Det antas
derfor at R294 ikke har en like stor effekt pa binding av substrat som for eksempel W97.
Synstad et al. (2004) har vist at det dannes en sterk saltbro mellom R294 og D215. Denne
saltbroen antas a veere viktig for stabilisering under hydrolyse. En tidligere studie gjort av
Madhuprakash et al. (2012) har vist at en tilsvarende mutasjon i en annen Kitinase (R284A i
ChiD fra Serratia proteamaculans) har fert til en tilnsermet dobling i den spesifikke
aktiviteten og hay grad av transglykosylering. R294 kan veere et residu som er viktig for

prosessiviteten, men ikke i sa stor grad for bindingen av ligand.

Bindingsstudiene for (GIcNAC)s til Y145A viser den nest hgyeste dissosiasjonskonstantene av
alle mutantene (Kq = 1,10 £ 0,17 uM, AG,° =-8,3 + 0,2 kcal/mol). Endring i
solvatiseringsentropien er signifikant mer gunstig for Y145A en villtype. Dette antyder en
hayere grad av solvatisering i dette omradet enn villtype far binding. I tillegg indikerer det at
bindingen frigjer mer vann enn villtype. Endring i konformasjonsentropi viser seg ogsa a
vaere ugunstig (~TAScont°= 4,6 + 0,9 kcal/mol). Dette kan tyde pa Y145 ogsa er viktig for &
tilrettelegge tunnelen og/eller bindingsklgften for binding.
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5.3 Oppsummering og videre arbeid

Bruk av ITC og bestemmelse av de termodynamiske parametere er et nyttig verktay for
enzymatiske studier. Det gir god informasjon om hvordan et enzym interagerer med substrat.
Det er vist at de utvalgte residuene har en viktig rolle med tanke pa a tilrettelegge tunnelen

og/eller bingingsklgften fagr binding av substrat.

Nar det kommer til videre arbeid ville det veert aktuelt & dyrke opp mutantene His1o-G446-
E144Q og His10-G446-E144Q-W97A for krystallstrukturer med binding til (GIcNAC)s. Det
ville ogsa vaert interessant og se pa tilsvarende residuer i andre familie 18 kitinaser for & se om

de gir tilsvarende resultater.
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