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Sammendrag

Sammendrag

Hovedmalet i dette studiet var & sammenligne bruk av isotermisk titreringskalorimetri (ITC)
og overflateplasmonresonans (SPR) ved bindingsstudier mellom KitinaseB(ChiB) og
kitooligosakkarider (KOS) av ulik lengde. Det ble utfort forsek med N-acetyl-D-glukosamin
((GleNAc);, (GlcNAc)4 og (GlcNAc)s) med ChiB-E144Q pé Biacore. Det ble brukt to ulike
immobiliseringsmetoder av proteinet. De samme KOS ble ogsé studert pa ITC ved 18 °C.
Begge immobiliseringsmetodene ga samsvarende resultater med resultatene fra ITC. Det var
derfor mulig & kombinere informasjonen fra ITC og SPR til & gi et bilde av interaksjonene

mellom protein og ligand.

Resultatene fra SPR tyder pd at assosiasjonsraten, k,, oker med okende substratlengde. Dette
er som forventet, da lengre substrater har flere gunstige interaksjoner med enzymet. Det ser ut
til at dissosiasjonsraten, kg, er uavhengig av substratlengden. Dette kan skyldes at dissosiasjon

av uspaltede oligomere domineres av det som skjer i -2 til +1 subsetene.

Neste mél var 4 kartlegge bindingsenergiene i1 de ulike subsetene hos ChiB. Ved 4 kombinere
resultatene fra denne studien med tidligere resultater for (GlcNAc)s og ChiB-E144Q (Norberg
et al. 2010), var det mulig & beregne de ulike bindingsenergiene. Endringen i Gibbs fri energi
(AG) ble funnet til & veere -0,2 kJ/mol, -22,8 kJ/mol, -8,0kJ/mol, -3,9 kJ/mol og -0,9 kJ/mol
for henholdsvis subsetene -3, (-2, -1 og +1), +2, +3 og ”+4”. Binding til subsetene -2, -1 og
+1 er hovedsakelig entalpisk drevet, mens binding i subsetene +2 og +3 er sterkt entropisk

drevet.




Abstract

Abstract

The aim of this study was to compare the use of Isotermal Titration Calorimetry (ITC) and
Surface Plasmon Resonance (SPR) to do binding studies between Chitinase B (ChiB) and
chitooligosaccharides (CHOS) of different length. Experiments were performed with N-
acetyl-D-glucosamine ((GIcNAc);, (GlcNAc)4 and (GlcNAc)g) with ChiB-E144Q on Biacore.
Two different methods of protein immobilization were used. The same CHOS were also
studied on ITC, at 18 °C. Both methods of immobilization gave good correspondence with the
results from ITC. This allows a combined interpretation of the data, giving a picture of

substrate binding in ChiB.

The results from SPR indicate that the association rate, k,, increases with increasing substrate
length. This is expected - as longer substrates have more favorable interactions with the
protein. It looks like the dissociation rate, kg, is independent of the substrate length. The only
way to explain this is that dissociation of the non-cleaved oligomers is dominated by what

takes place in the -2 to +1 subsites.

The next aim was to describe the binding energies in the individual subsites in ChiB. By
combining results from this study with previously observed results for (GIcNAc)s (Norberg et
al. 2010), it was possible to calculate the binding energies. The change in Gibbs free energy
(AG) was found to be -0.2 kJ/mol, -22.8 kJ/mol, -8.0kJ/mol, -3.9 kJ/mol and -0.9 kJ/mol for
the subsites -3, (-2, -1 and +1), +2, +3 and ”+4”, respectively. Binding in the subsites -2, -1
and +1 are driven by enthalpy, whereas the binding in subsites +2 and +3 are driven by

entropy.
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1.1 Karbohydrater
Karbohydrater er en fellesbetegnelse pa polyhydroksylerte aldehyder og ketoner, i dagligtale
kalt sukker. Den empiriske formelen til de fleste karbohydrater er C,(H,0),. Karbohydrater er

en viktig energikilde, men de har ogsa en rekke andre biologiske funksjoner.

Karbohydrater som bestar av bare en sukkerenhet kalles monosakkarider. Sukkerenheten
bygges opp av 3-7 karbonatomer. Flere monosakkarider kan settes sammen ved hjelp av
glykosidbindinger og danne polysakkarider. Polysakkaridene kan vare svaert lange kjeder
med opp mot en million sukkerenheter, og i motsetning til aminosyrekjedene hos proteiner

kan disse kjedene ha forgreininger.

1.2 Kitin og kitosan

Kitin og kitosan er eksempler pa polysakkarider, bygd opp av henholdsvis en eller to ulike
monosakkarider. Kitin finnes i det ytre skjelettet hos blant annet skalldyr og en del insekter.
Det finnes ogsé i celleveggen hos enkelte sopp og algearter (Varum & Smidsrad 2004). Kitin
er den vanligste biopolymeren i naturen, etter cellulose. Kitosan er et derivat av kitin, og
fremstilles industrielt ved syre eller basebehandlet deacetylering av kitin. Kitosan finnes ogsa

naturlig i noen Zygomyecetes arter (Synowiecki & Al-Khateeb 2003).

1.2.1 Struktur til Kitin og kitosan

Kitin og kitosan er bygd opp pa samme maéte, med en -(1,4) glykosidbinding mellom hver
sukkerenhet. Kitin er en uleselig homopolymer, bestdende av N-acetyl-D-glukosamin
(GIcNAc). GlecNAc residuene er rotert 180 grader i forhold til hverandre, slik at annenhver
acetoamidgruppe peker opp og annenhver peker ned. Lengden pa kjedene varierer fra rundt

100-8000 enheter. Figur 1.2.1 viser strukturen til kitin.

%w%w%w

Figur 1.2.1 Kitin: uleselig homopolymer av -(1,4)-N-acetyl-D-glukosamin (GIcNAc). (Kumar 2000).
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I kitosan er noen eller alle acetoamidgruppene N-deacetylerte. Kitosan er derfor en loselig
kopolymer av N-acetylglukosamin (GlcNAc) og D-glukosamin (GlcN). Figur 1.2.2 under
viser strukturen til kitosan. Det er ikke klart definert hvilken acetyleringsgrad som skiller kitin
og kitosan, men en mulig definisjon er basert pa leseligheten, der substrater som kan lgses 1

0,1 M eddiksyre defineres som kitosan (Roberts 1992).

%w%w%w

D A D A D A
Figur 1.2.2 Kitosan: leselig kopolymer av B-(1,4)-N-acetyl-D-glukosamin

(GIeNAc, A) og D-glukosamin (GIcN, D). (Kumar 2000).
Kitin og kitosan bestir av en reduserende og en ikke-reduserende ende, som er definert fra
venstre til hoyre. Karbonatomet som kan kobles til nye enheter ved den reduserende enden,

via glykosidbindinger, kalles det anomere karbonatomet.

1.2.2 Syre-base egenskaper hos Kkitin og kitosan

Amingruppen i GlcN-gruppen i kitosan har et ledig elektronpar og kan ta opp et proton. Dette
gjor at gruppen er hydrofil, som gjer at kitosan er lettere vannlgselig enn kitin. GIcNAc
gruppen er derimot hydrofob. Dette gjor at kitosan som bestdr av bdde GlcN og GlcNAc kan
sees pa som en amfifil polymer. Acetyleringsgraden er derfor sveert viktig for egenskapene til

kitosan (Varum & Smidsred 2004).

1.2.3 Anvendelser av Kitin og Kitosan

Det er de kjemiske, elektrostatiske og de biologiske egenskapene til kitin og kitosan som
avgjer hva de kan anvendes til. Kitin og kitosan har syre- base egenskaper, hoy viskositet,
biokompabilitet, god evne til & holde pé fuktighet, strukturelle egenskaper, er biologisk
nedbrytbare og ikke giftig for mennesker (Kumar 2000). Kitosan er spesielt anvendelig pa

grunn av den reaktive amingruppen.

Blant de biologiske egenskapene hos kitosan, er spesielt den antimikrobielle effekten mot

forskjellige grupper mikroorganismer som bakterier, sopp og gjer viktig (Li et al. 2008;
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Muzzarelli et al. 1990; Rhoades & Roller 2000; Seyfarth et al. 2008). Dette apner for flere
applikasjoner, blant annet til bruk i emballasje i matvareindustrien (Jeon et al. 2002; Srinivasa
et al. 2004). Antibakterielle egenskaper gjor ogsa at kitosan kan vare en interessant

komponent til mange bioteknologiske formal (Kumar 2000).

1.3 Kitooligosakkarider (KOS)
Kitooligosakkarider(KOS) er hydrolytiske produkter av kitin eller kitosan med mellom 2 og

ca 12 sukkerenheter. Disse kan fremstilles enten kjemisk eller enzymatisk. Den korte
kjedelengden gjor at de har bedre loselighet og lavere viskositet enn kitin og kitosan (Varum

& Smidsred 2004).

Siden KOS er fragmenter av kitin eller kitosan, har de ganske like egenskaper. KOS har vist
seg 4 ha flere interessante biologiske aktiviteter, for eksempel a stimulere planter til & forsvare
seg mot soppinfeksjon (Roby et al. 1987). KOS kan pévirke flere celleprosesser, og direkte
enzyminhibering er observert for blant annet familie 18 kitinaser (Cederkvist et al. 2008; Jea
et al. 2007; Nam et al. 2007; Rahman et al. 2008). KOS har mange mulige bruksomrader som
kitinaseinhibitor. Man antar at KOS kan benyttes 1 astmaterapi (Zhu et al. 2004), til utvikling
av pestisider og fungisider (Palli & Retnakaran 1999) og til utvikling av antimalariamiddel
(Vinetz et al. 2000).

1.4 Glykosylhydrolaser
Glykosylhydrolaser (glykosidaser) er enzymer som katalyserer hydrolysering av
glykosidbindinger. Disse enzymene gjor at organsimer kan utnytte karbohydrater som

energikilde, og finnes i alle levende organismer.

Klassifisering

IUB-MB enzymnomenklaturen til glykosidasene er forst og fremst basert pa
substratspesifisiteten. Henrissat utviklet et eget klassifiseringssystem for glykosidaser der de
kategoriseres etter sekvenslikhet. Det er en direkte ssmmenheng mellom sekvens og
foldingsmekanisme, og et slikt klassifiseringssystem vil dermed bdde avslere evolusjonare og

strukturelle likheter. Dette gir ogsa mulighet til 4 utlede mekanistisk informasjon (Henrissat
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1991). Informasjonen lagres i1 en database kalt CaZy (CarbohydrateActive Enzymes), og
bestar per dags dato (februar 2010) av 115 familier (Cantarel et al.).

1.4.1 Struktur hos glykosylhydrolaser

Den mest gjennomgéende strukturen for glykosidaser er (a/p)s- tonne, ogsa kalt TIM-barrel.
Den utgjor ogsa det katalytiske domenet 1 de fleste glykosidasene (McCarter & Withers
1994). En TIM-barrel bestar av étte parallelle B-strands som er omgitt atte a-helikser. Aktivt
sete er lokalisert ved den c-terminale enden av B-strandene (Wierenga 2001). En vanlig TIM-

barrel kan sees 1 figur 1.4.1, TIM-barrel hos Kitinase B kan skimtes 1 figur 1.5.4.

Figur 1.4.1 TIM barrel, her vist pa d1clxa (Sam 2008)

Den overordnede topologien til det aktive setet 1 glykosidasene kan deles inn i tre generelle

klasser; lomme, kloft og tunnel. Disse er vist 1 figur 1.4.2.
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Figur 1.4.2 Tre typer aktivt sete hos glykosidaser; a) lomme, b) kloft, ¢) tunnel. (Davies et al. 1997)

De glykosidasene med lommetopologi i det aktive setet er ofte best tilpasset substrater med
mange ender tilgjengelig pa kjedene. Glykosidasene med klofttopologi har en mer apen
struktur som tillater en mer tilfeldig binding av flere sukkerenheter, og finnes derfor ofte hos
glykosidaser som hydrolyserer substratet fra vilkarlige punkt pa kjeden — dette kalles
endoaktivitet. Tunneltopologien er en avart av kleften, der lange looper dekker deler av
kloften over substratet. Dette gir gode betingelser for prosessiv hydrolyse der enzymet forblir

bundet til polymerkjeden under og etter hydrolysen (Davies & Henrissat 1995).

Det aktive setet hos glykosidasene som er involvert i substratbindingen er nummerert etter
sukkerenhetene det kobles mot, og kalles subseter. Residuene i ett subsete hos glykosidasen
reagerer med samme sukkerenhet. Subsetene nummereres fra —n til +n der n er et heltall.
Nummereringen defineres ved at hydrolysen utferes mellom subsete -1 og +1. Deretter
representerer subseter som kobles mot sukkerenheten i den ikkereduserende enden av
substratet de negative subsetetallene, mens subsetene som kobler mot den reduserende enden

av substratet betegnes med positive tall (Davies et al. 1997).
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1.4.2 Katalytisk mekanisme

Glykosidaser har to mekanismer, reternerende og inverterende. Hydrolyse av
glykosidbindingen hos glykosidaser skjer ved en generell syrekatalyse. Dette er en
mekanisme som krever en protondonor og en base/nukleofil (Koshland 1953; Sinnott 1990).
Avhengig av plasseringen av disse katalytiske residuene utferes den katalytiske mekanismen

pa to grunnleggende forskjellige mater. En oversikt over disse er vist i figur 1.4.3.

A)
Ho o .O:Eo o: ;o
oH f’ OH o OH
O L o W — e
HO \n HO "H HO NH OH
o< oH 5o ={NH %020 o=( HO_.0
cH, H o=, O CHa
CHg
R = GIcNAC =  Oxocarbenium lon -
B)
HO: ;o -o: ;o -o: ;o o: ;0 HO: ;o
OH oC OH H OH OH H OH
HG H HO NH HO- - H HO- N H HO =(Nh
0= . K . .0 o _
CHa ‘O‘EO OZ<CH3 O‘I‘o D=<CH3 0\['O 0=<CH3 i} ory -0
R = GlcNAc Oxocarbenium lon

Figur 1.4.3: To mekanismer benyttet ved hydrolyse av glykosidaser; inverterende mekanisme (A) og
reternerende mekanisme (B) (Brameld & Goddard 1998).

Hos den inverterende mekanismen skjer hydrolysen i ett trinn: Et katalytisk residue i form av
en karboksylgruppe protonerer glykosidoksygenet. P4 samme tid aktiveres et vannmolekyl av
det andre katalytiske residuet, som er basisk. Vannmolekylet utforer deretter et nukleofilt
angrep pa det anomere karbonatomet der vannmolekylet erstatter det utgdende
oligosakkaridfragmentet, via dannelse av et oksokarbeniumion. Denne mekanismen gjor at
stereokjemien endres fra utgangspunktet, man far en netto inversjon av den anomere

konfigurasjonen(Koshland 1953).

Den reternerende mekanismen er en totrinnsmekanisme (McCarter & Withers 1994). Forst
protoneres oksygenet i glykosidbindingen, og det dannes et oksokarbeniumion intermediat.

Dette intermediatet stabiliseres av det andre residuet, et karboksylat pad motsatt side av
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substratet ved hjelp av elektrostatiske interaksjoner eller kovalent binding (Sinnott 1990).
Denne stabiliseringen er helt nedvendig, da oksokarbeniumioner har veldig kort levetid i
lgsning (Sinnott 1990). I trinn to vil den ferste katalytiske residuen, som né er positivt ladet
aktivere et vannmolekyl som utferer et nukleofilt angrep pa det anomere karbonatomet, og
erstatter det utgdende oligosakkaridfragmentet. Siden det aktiverte vannmolekylet kommer
inn fra samme siden som det utgdende fragmentet var bundet, vil den opprinnelige
konfigurasjonen bevares. Vi far dermed en netto retensjon av den anomere konfigurasjonen
(Koshland 1953). Siden det nukleofile residuet ved en reternerende mekansime angriper
direkte, vil dette ligge neermere det anomere karbonatomet enn ved en inverterende
mekanisme, der et vannmolekyl ligger mellom dem. Gjennomsnittsavstanden mellom det
nukleofile residuet og glykosidkarbonet er 5,5A hos reternerende og 10A hos inverterende

mekanismer (McCarter & Withers 1994).

1.5 Kitinaser

Kitinaser er en type glykosidaser. Kitinasene hydrolyserer glykosidbindingen hos kitin.
Kitinaser inngér 1 glykosidase familie 18 og 19. Familie 18 kitinasene benytter en
reternerende substratassistert mekanisme ved hydrolyse av glykosidbindingene (omtalt i kap.
1.4.2) og dette er den mest utbredte klassen av kitinaser. Familie 19 kitinasene benytter en
inverterende mekanisme, og finnes hovedsakelig i planter og i enkelte Streptomyces arter
(Watanabe et al. 1999). Enzymet kitosanase er spesialisert for & hydrolysere kitosan, og

tilherer glykosylhydrolasefamiliene 5, 8, 46, 75 og 80.

1.5.1 Kitinaser i naturen

Kitinaser 1 naturen forekommer forst og fremst 1 organismer som selv produserer kitin, eller 1
organismer som utnytter kitin som neringskilde. For organismer som benytter kitin som
strukturell komponent er kitinasene kritiske for normale funksjoner i livssyklusen, som for
eksempel hamskifte (Fukamizo & Kramer 1985) og celledeling (Kuranda & Robbins 1991).
Organismene som er i stand til & utnytte kitin som energikilde er enten atseldyr eller patogene
organismer, og er mest utbredt blant sopp og bakterier. Det er disse organismene som serger

for at kitin ikke akkumuleres 1 naturen.
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Et stort antall organismer produserer ogsa kitinaser uten & benytte de strukturelle
komponentene i kitin, eller kitin som naeringskilde. Det er derfor foreslétt flere alternative

funksjoner for kitinaser.

Nar planter angripes av patogene organismer responderer de ved & uttrykke gener som koder
for ulike proteiner. Flere av disse er tenkt til 4 ha en rolle i plantenes forsvarsmekanisme
(Bowles 1990). Det er forsket spesielt pd planter og soppinfeksjoner. Hovedkomponentene i
celleveggen hos mange typer sopp er kitin og B-1,3-glukan, og det er vist at kitinaser virker

synergisk med B-1,3-glukanase mot hemming av soppvekst (Mauch et al. 1988).

Lignende responser er funnet ved astma og enkelte parasittinfeksjoner (Holt 1996). Astma er
en inflammatorisk lungesykdom som er assosiert med ekt T2 cellulaer respons (Mosmann &
Coffman 1989). Det er antatt at T2 inflammasjonen forst ble utviklet som en respons pa
parasitter, men dersom det er darlig kontroll over denne responsen, kan en organisme utvikle
allergi og astma (Ray & Cohn 1999). Produksjonen av kitinaser ved utsettelse for kitin har
vist sammenheng med antiflammatorisk effekt hos laverestiende organismer. Blant annet har
en genetisk studie funnet forheyet uttrykk av kitinasen AMCase hos mus med en astmatisk

fenotype (Zimmermann et al. 2004).

Det var lenge tvil om menneskekroppen kunne produsere kitinaser, for det ble antatt at vi
mangler substrater for disse. Men selv om det ikke finnes kitin og kitinsyntaser i
menneskekroppen, produserer vi forskjellige kitinaser som man tror er en del av vér
antiparasitt respons (Elias et al. 2005; Herrera-Estrella & Chet 1999). Né er
kitotriosidase(CHIT1) (Boot et al. 1995) og kitinasen AMCase (acidic mammalian chitinase)
(Boot et al. 2001) funnet. Det er vist at AMCase hos mennesker har en forheyet verdi i
astmatisk lungevev, og at den induseres ved Ty2 inflammasjon, som medieres av interleukin

13 (Zhu et al. 2004).

1.5.2 Katalytisk mekanisme hos familie 18 kitinaser
Glykosidaser 1 familie 18 viser bevaring av den anomere konfigurasjonen (Armand et al.

1994). Men rontgen-krystallografi av glykosidaser i denne familien har vist at de mangler det
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basiske katalytiske residuet som er nedvendig for stabilisering av det ladede
oksokarbeniumionintermediatet (Perrakis et al. 1994; Vanscheltinga et al. 1994). Det er derfor
foreslétt en alternativ substratassistert mekanisme, der N-acetylgruppen som er bundet til C2
pa sukkerresiduet i subsete -1, fungerer som base og stabiliserer intermediatet, heretter kalt
oksazoliniumionintermediat (Tews et al. 1997). En gkende mengde eksperimentelt og
teoretisk materiale stotter dette (van Aalten et al. 2000; van Aalten et al. 2001; Vanscheltinga
et al. 1995). Den substratassisterte mekanismen benyttet av glykosidaser i familie 18 er vist i

figur 1.5.1.
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Figur 1.5.1.: Substratassistert mekanisme benyttet av glykosidaser i familie 18 (Brameld & Goddard 1998).

For at hydrolysen skal kunne gjennomferes, er enzymet avhengig av en N-acetylgruppe pa
sukkeret, plassert i -1 subsetet. Denne gruppen er tilstede hos GIcNAc-enhetene, men ikke hos
GlcN-enhetene. Det er tidligere blitt vist at kjeden ikke nedvendigvis dissosierer av om en
deacetylert enhet befinner seg i subsete -1. Kjeden kan assosieres sa sterkt at enzymet blir
varende. Et alternativ hos prosessive enzymer er at kjeden flyttes med to sukkerenheter slik at
hydrolyse kan skje ved neste produktive binding (Sorbotten et al. 2005). Utfallet er her
avhengig av sekvensen til kjeden (Sorbotten et al. 2005). En ideell avstand mellom
syreresiduet og oksygenet i1 glykosidbindingen som forer til at oksygenet protoneres, vil vaere
ndr sukkerresiduet skifter fra stol- til batkonformasjon ved residu -1. Teoretiske studier har
vist at dette er en sannsynlig mekanisme (Brameld & Goddard 1998; Brameld et al. 1998).
Konformasjonsendringen er i seg selv energetisk ugunstig, energi ma derfor hentes fra andre

bindinger/interaksjoner for & drive reaksjonen.
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1.5.3 Inhibering av kitinaser
Siden sopp og flere andre patogene organismer produserer kitin, og er helt avhengige av
kitinaser for a fungere normalt, vil inhibering av kitinaser vere et potensielt mél for

pesticider, fungicider og antipatogene middel (Palli & Retnakaran 1999).

P& grunn av at kitinaser antas a vere relatert til antiinflammatoriske responser, er hemming av
kitinaser sett pa som et mél for & kontrollere astma og allergi (Zhu et al. 2004). Hos mus har
inhibering av AMCase ved hjelp av kitinaseinhibitoren allosamidin fert til redusert

inflammasjon (Zhu et al. 2004).

Inhibering av kitinaser antas ogsa a vare nyttig 1 produksjon av antimalariamiddel.
Malariaparasitten Plasmodium gallinaceum er avhengig av kitinaser for 4 kunne trenge
igjennom den kitinholdige peritrofe matriksen hos verten. Allosamidin har vist seg & hindre

parasitten i & trenge inn i myggen, da allosamidin inhiberer kitinaser (Vinetz et al. 2000).

Hvorvidt oligomerene blir hydrolysert er avhengig av sekvensen til de acetylerte og
deacetylerte enhetene (Cederkvist et al. 2006; Cederkvist et al. 2008). Enzymene hos
glykosidaser i familie 18 har vanligvis fire til seks sukkerbindende subseter, og bindingen til
et substrat pavirkes av om det er deacetylerte eller acetylerte enheter 1 hvert av subsetene.
Selv ulike enzymer innen samme familie kan ha ulike preferanser her (Horn et al. 2006b). Det
som er felles for alle glykosidasene i familie 18, er at det er en absolutt preferanse for en
acetylert enhet i subsete -1 for at hydrolysen skal gjennomferes. Dette kommer av at den
substratassisterte mekanismen benytter en GlcNAc-enhet 1 hydrolysen (Vanscheltinga et al.

1995). Sekvenser som skal inhibere enzymet mé derfor ha en deacetylert GlcN-enhet her.

Kitooligosakkarider som inhibitorer vil ha en rekke fordeler, de er spesifikke mot enzymet, de
interagerer ikke med andre enzymer, og de er naturlige ikketoksiske substrater som er lett

tilgjengelige.
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1.5.4 Det kitinolytiske maskineriet hos Serratia marcescens

Jordbakterien Serratia marcescens er kjent for effektiv nedbrytning av kitin. Den produserer
tre forskjellige kitinaser; kitinase A(ChiA), B(ChiB) og C(ChiC), en heksoaminidase og
CBP21, et kitinbindende protein (Fuchs et al. 1986; Suzuki et al. 2002; Watanabe et al. 1997).

Enzymene har en noe ulik mekanisme for nedbrytningen. ChiA, ChiB og ChiC hydrolyserer
kitinfragmentene nesten utelukkende til dimere, (GIcNAc), (Suzuki et al. 2002) ved lang nok
inkubering. Heksoaminidasen degraderer dimere til monomerer. CBP21 har ikke katalytisk
aktivitet, men trengs for & oppna effektiv degradering av strukturelt kitin (Vaaje-Kolstad et al.
2005). Det er foreslatt at CBP21 binder seg til kitinfragmenter hovedsakelig ved hjelp av
polare interaksjoner. Dette gir strukturelle endringer hos kitin — noe som igjen gir kitinasene

okt tilgjengelighet (Vaaje-Kolstad et al. 2005).

Alle de tre kitinasene tilherer glykosidase familie 18, og har dermed et katalytisk domene
med en TIM-barrel fold. En oversikt over domenestrukturen til de tre kitinasene er gitt i figur

1.5.2.
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Figur 1.5.2.: Domeneorganiseringen hos kitinase A, B og C hos S. marcescens. (Horn et al. 2006¢)

Langs kloften 1 det aktive setet strekker det seg en serie med aromatiske residuer hos ChiA og

ChiB. Disse bidrar med substratbinding i form av hydrofobe interaksjoner med

11
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sukkerenhetene (Uchiyama et al. 2001; van Aalten et al. 2000) Disse er vist i figur 1.5.3 og

funksjonen til disse hos ChiB er n&rmere omtalt i kapittel 1.5.5.

Trp262 Trp479

Glu144

Trp403 Trp403

Figur 1.5.3.: Enzym-substrat interaksjoner i ChiB. A) Overflaterepresentasjon, som viser aromatiske sidekjeder
som interagerer med (GlcNAc)s. B) Overflaterepresentasjon av mutanten E144Q i kompleks med (GlcNAc)s C)
(GlcNAc);s og aromatiske residuer naer det katalytiske senteret. De aromatiske residuene er farget bla, den katalytiske
syren Glul44 er farget gronn og (GlcNAc)s er gul. (Horn et al. 2006a).

Det er noen vesentlige forskjeller mellom de tre kitinasene. De substratbindende domenene er
plassert ved C-terminalen i proteinet hos ChiB og ChiC. Dette utvider den substratbindende
kloften pa den siden den reduserende enden av substratet binder. ChiA har et N-terminalt
domene, over den ikkereduserende enden av substratet. Dette indikerer at ChiB og ChiC
degraderer kitin fra den ikkereduserende enden, mens ChiA degraderer fra den reduserende

enden (Hult et al. 2005; van Aalten et al. 2000).

12
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En annen forskjell pa de tre kitinasene er topologien i det aktive setet. Bdde ChiA og ChiB har
et a+B domene mellom strand 7 og heliks 7. Dette danner en vegg som former en slags dyp
substratbindende kloft (Perrakis et al. 1994; van Aalten et al. 2000). Denne mer lukkede
strukturen til bindingssetene har fort til at det er foreslatt eksoaktivitet (Perrakis et al. 1994;
van Aalten et al. 2000), der enzymet degraderer substratkjedene fra en ende. Flere
enzymatiske studier og strukturelle analyser av ChiB har fatt resultater som tyder pé
eksoaktivitet (Horn et al. 2006b; Hult et al. 2005; Uchiyama et al. 2001). Studier av Sikorski
et al. derimot, fremviser resultater som foresldr endoaktivitet for ChiA og ChiB mot lgselig

kitosan, og at den tidligere foresldtte eksoaktiviteten skyldtes tilgjengeligheten av endene i

krystallinsk kitin (Sikorski et al. 2006).

ChiC mangler dette a+f domenet, som gjor at denne har en mer dpen substratbindende kloft
enn ChiA og ChiB (Suzuki et al. 1999). Denne apne strukturen sammenfaller med
endoaktivitet, og en lignende struktur er ogsa observert hos den antatte endokitinasen

hevamin (Vanscheltinga et al. 1994).

Forskjellige mekanismer mellom de tre kitinasene understettes ogsa av observerte
synergieffekter mellom ulike kombinasjoner av enzymer ved nedbrytning av kitin (Brurberg

et al. 1996; Horn et al. 2006¢; Suzuki et al. 2002).

ChiB er en meget velstudert kitinase som kan benyttes som et modellenzym for bedre & forsta
mekanismen for binding til og inhibering av familie 18 kitinaser. Tilgjengelig informasjon er
krystallstrukturer (med og uten inhibitor og substrat) for bade villtype og mutanter, kinetiske

parametere for ulike substrater og bindingsdata for interaksjoner med ulike inhibitorer.

1.5.5 Struktur hos familie 18

Det katalytiske domenet til glykosidaser i familie 18 bestar av en TIM-barrel fold (Fusetti et
al. 2002; Perrakis et al. 1994; van Aalten et al. 2000; Vanscheltinga et al. 1994). Den fjerde

stranden har et konservert sekvensmotiv, DxxDxDxXE (vanScheltinga et al. 1996) bestdende

av aspartatresiduer (D) og et glutamatresidu(E) som ligger mellom vilkérlige residuer(x). I

13
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tillegg til det katalytiske domenet har de fleste enzymene ogsa et eller flere mindre domener

som antas 4 vare involvert i substratbinding (van Aalten et al. 2000).

Struktur hos ChiB

ChiB bestar av et katalytisk domene, som er fulgt av en linker region og et kitinbindende
domene(ChBD) (van Aalten et al. 2000). Det kitinbindende domene finnes ved den C-
terminale enden av enzymet og bestar av tre antiparallelle B-strands som er bundet sammen
med korte looper. Disse interagerer med den reduserende enden av substratet. Det katalytiske
domenet i ChiB har flere insersjoner; en sakalt ”support loop” som interagerer med ChBD, en
”porch loop” danner en barriere som hindrer at substratet binder bortenfor subsete -3, og et
a+f domene som danner en fleksibel loop nar det aktive setet (van Aalten et al. 2000). Figur

1.5.4. viser strukturen til ChiB med de ulike domenene og insersjonene.

Figur 1.5.4.: Representasjon av strukturen til ChiB, med innsyn til den katalytiske kloften. TIM-barrel er her farget
gra, a+fp domenet er gult, ChBD er gront, linkerregionen er bla, support loopen er rosa, porch loopen er orange, den
katalytiske syren Glul44 er rad og blottstilte aromatiske residuer er sorte (van Aalten et al. 2000).

Nér substratet binder, inntrer flere strukturelle endringer som bidrar til bindingen. Trp97 og
Trp220 nermer seg hverandre og danner dermed en hydrofob “sandwich” med
sukkerenhetene ved +1 og +2 mellom seg. Trp97 danner i tillegg en hydrogenbinding med
Asp316, etter at Asp316 har rotert 152° rundt +1 ved substratbinding. Alle disse bevegelsene

gjor at det dannes et slags “tak” over det aktive setet, og det aktive setet fr form som en

tunnel (van Aalten et al. 2001).
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Den substratbindende klgften 1 ChiB binder substratet mellom -3 og +3 subsetene (van Aalten
et al. 2000), men familie 18 kitinaser har en absolutt preferanse for GIcNAc 1 -1 subsetet. .
GlcNAc i -2 subsetet vil binde sterkt, da oksygenatomet i acetamidogruppen danner en delt
hydrogenbinding med Trp403 og GIn407, mens metylgruppen pakker tett i et apolart miljo,
skapt av sidekjedene til Tyr292 og Ile337.

Fra det kitinbindende omradet og bort til det aktive setet, ligger det en sti av aromatiske
residuer som dekker et omréde pa 55 A (van Aalten et al. 2000). Disse residuene kan danne
hydrofobe interaksjoner med sukkerringene hos substratet, eller de kan danne sékalte
”stacking” interaksjoner dersom de har overlappende m-orbitaler. Dersom sukkerringen og
den aromatiske residuen er koplanare kan n-elektronene til den aromatiske residuen danne
flere CH- 7 interaksjoner mot sukkerringen (Nishio et al. 1998). Den gjennomsnittlige
avstanden mellom de aromatiske residuene er 11A, noe som tilsvarer lengden mellom
tilsvarende atomer i forste og tredje GIcNAc 1 en trimer. Disse aromatiske residuene er

skissert 1 figur 1.5.3.

Figur 1.2.9.: ChiB fra S. marcescens, inaktiv mutant E144Q i kompleks med (GIcNAc)s.
PDB kode 1E6N (van Aalten et al. 2001)

Prosessivitet hos ChiB
Flere studier har pavist prosessivitet hos ChiB, (Horn et al. 2006a; Horn et al. 2006b;
Sorbotten et al. 2005). Innsikt i prosessiviteten er interessant, da det kan lede til mer effektive

metoder for industriell enzymatisk nedbrytning av polysakkarider.
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For at et enzym skal vere prosessivt, sa ma enzymet holdes nart substratet mellom de
hydrolytiske reaksjonene. Prosessiviteten hos ChiB er forsekt forklart ved ulike mekanismer.
Tidligere studier har vist at tunneltopologien i det aktive setet kan bidra til prosessiviteten
(Davies & Henrissat 1995). Hos cellulaser (som ogsa har tunnelkarakter) har mutasjoner av
residuer som danner bindinger over kloften vist seg 4 gi reduserte tegn pa prosessivitet (von

Ossowski et al. 2003; Zhang et al. 2000).

Nyere studier av prosessiviteten hos ChiB har ogsé pekt pa de tidligere omtalte aromatiske
residuene. Disse er observert bade hos prosessive kitinaser og cellulaser. De aromatiske
residuene er foreslétt & bidra til en prosessiv mekanisme ved at polymerkjeden vekselvis sklir
gjennom kleften og binder seg til de aromatiske residuene. Bevegelsen til substratet er et
resultat av fleksibilitet i den hydrofobe overflaten — gitt av de aromatiske residuene og
interaksjoner mellom substratet og losemiddelet (Divne et al. 1998; Varrot et al. 2003).
Studier av mutasjoner i de aromatiske residuene har vist reduserte tegn til prosessivitet bade

hos kitinaser og cellulaser (Horn et al. 2006a; Zakariassen et al. 2009; Zhou et al. 2004).

Horn et al. har utfert mutasjonsstudier som omfattet residu W97A, og D316A som lukker
taket over den substratbindende kloften. Kun mutasjonen W97A viste reduserte tegn pa
prosessivitet. W97A mutasjonen innebarer ogsé fjerning av et aromatisk residu, og studien

konkluderer med at dette er arsaken til reduksjonen av prosessivitet, og ikke tunnelstrukturen.
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1.6 Termodynamikk og kinetikk ved protein - ligand interaksjoner.

Binding av ligander til proteiner er et universelt fenomen i alle levende organismer.
Forstdelsen av prosessene mellom smé ligander og biologiske makromolekyler krever en
komplett karakterisering av bindingsenergiene som er involvert. For en kvantitativ beskrivelse
av bindingsenergiene bak de molekyleare interaksjonene ma de termodynamiske parameterne
bestemmes. Dette inkluderer assosiasjonskonstanten (Ka), endring 1 Gibbs fri energi (AG),
endringen i entalpi (AH) og endringen i entropi (AS) (Perozzo et al. 2004). Nedenfor er disse

parameterne beskrevet.

1.6.1 Assosiasjonskonstanten (Ka) og Gibbs fri energi (G)
Den enkleste formen for protein-ligand interaksjoner er en reversibel assosiasjon mellom et

protein (P) og en ligand (L), dette kan beskrives slik:

ka
bl A (1.6.1)
k, og kg4 er hhv. assosiasjon- og dissosiasjonsraten. Benevningen for k, er

-l - -1
M™'s” og benevningen for kgers .

Affiniteten mellom et protein og en ligand kan finnes ved & male dissosiasjonskonstanten, Kp

for binding ved likevekt. Sammenhengen Ki = K, gir assosiasjonskonstanten.
D

Assosiasjonskonstanten kan ogsa uttrykkes ved hjelp av hastighetsratene k, og kq. En hoy Ka

og en lav Kp indikerer en sterk binding mellom protein og ligand. K, uttrykkes slik:

_ [PL] _ ke
Ka = i) = ka (162

K4 har benevningen Y/

AG, endring 1 Gibbs fri energi er et mal pa det termodynamiske potensialet til systemet, eller
pé arbeidet systemet kan utfore. Gibbs fri energi er den viktigste termodynamiske
parameteren for en bindingsreaksjon - da den beskriver hvor stabilt et kompleks er.

Parameteren brukes ogsa til & forstd sammenhengen mellom struktur og funksjon (Gomez &
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Freire 1995). Forandringen 1 Gibbs fri energi kan uttrykkes ved hjelp av likevektskonstantene

gjennom likningen:

AG =-RT In Ka=RT In Kp (1.6.3)

Her er R den generelle gasskonstanten (8,31447 J K™'mol™) og T er temperaturen i kelvin.
Dersom AG er negativ, er reaksjonen spontan. Det betyr at positiv assosiasjonskonstant gir

spontan reaksjon.

Gibbs fri energi kan ogsd utrykkes ved hjelp av et entropisk og et entalpisk ledd, Gibbs —
Helmbholtz likningen:

AG = AH - TAS (1.6.4)

AH er endringen i entalpi (kap. 1.6.2), og AS er endringen i entropi (kap. 1.6.3). Dette forer til
at betydningen av endringen i entalpi og entropi er viktig for a fa gkt forstielse av Gibbs fri

energi (Perozzo et al. 2004).

1.6.2 Bindingsentalpi (H)

Endring 1 bindingsentalpi (AH) ved protein-ligand interaksjoner representerer endringer i de
ikke-kovalente interaksjonene, som hydrogenbindinger, dipol-dipol og elektrostatiske
interaksjoner mellom ligand og protein relativt til de disse har med lesemiddelet. Den

eksperimentelle reaksjonsentalpien er satt ssammen av minst tre forskjellige bidrag (Luque &

Freire 2002):
AHobservert = AHintrinsic + AI_Ikonformasjon + AHprotonering (1 65)
AHinyrinsic €r assosiert med interaksjonene mellom protein, ligand og lesemiddel, og er oftest

det viktigste bidraget til AH. AHiqinsic tilsvarer entalpiforandringen som ville vert observert

dersom protein og ligand hadde samme konformasjon 1 fri og bundet tilstand.
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AHionformasjon kommer fra eventuelle endringer 1 konformasjonen til proteinet ved binding til
ligand. AHprotonering €1 €ventuelle protoneringer/ deprotoneringer av komplekset ved

ligandbinding.

1.6.3 Bindingsentropi (S)
Bindingsentropien til en reaksjon uttrykker alle andre krefter som enten virker positivt eller
negativt pd den frie energien til reaksjonen. Entropiforandringen, AS for en bindingsreaksjon

kan uttrykkes slik (Baker & Murphy 1997):

ASreaksjon = ASsolvering + ASkonformasjon + ASblanding (1 66)

ASgoivering €1 endringen i entropi som kan observeres nar vann frigjeres i en reaksjon.
ASionformasion tilsvarer endringen 1 rotasjonsfrihet hos proteinet og liganden, og eventuelt andre
strukturforandringer som induseres ved ligandbinding. ASpjandging representerer endring i
entropi nér det dannes et kompleks fra to molekyler som er frie 1 losning. ASivering €1 Ofte det

viktigste bidraget til den totale entropiforandringen.

Begravning av losemiddeltilgjengelige overflatearealer (ASA) ved bindingen resulterer i
frigjoring av lesemiddelmolekyler. Siden entropiforandringen til hydrering/ dehydrering av
polare og upolare grupper er stor, medferer dette ofte en stor og positiv AS (Perozzo et al.
2004). Begravning av vann inne i komplekset kan ogsé foreckomme, dette vil resultere 1 et
negativt bidrag til AS og positivt bidrag til AH (Holdgate et al. 1997). En negativ AS kan
skyldes ulike bidrag og trenger ikke nedvendigvis skyldes okt eller uendret hydrering av
overflaten. En positiv AS er derimot en sterk indikator pa at vannmolekyler har blitt frigjort

fra kompleksets overflate (Perozzo et al. 2004).
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1.7 Overflateplasmonresonans (SPR)

Biacore 3000 fra Biacore AB er et instrument som gjer det mulig & gjore biomolekylaere
interaksjonsstudier i sanntid. Teknologien som benyttes kalles overflateplasmonresonans,
eller SPR (surface plasmon resonance). Proteinkonsentrasjoner ned til et par pg/mm?, og
forandringer i overflatekonsentrasjon pa en tidsskala ned til 0,1 s. kan detekteres. Denne
teknologien muliggjer bestemmelse av bindingsspesifisitet, kinetikk og konsentrasjon med
ligander med sterrelse ned til rundt 180Da. Analysemetoden blir brukt til & beskrive
interaksjoner mellom smé molekyler, proteiner, peptider, nukleotider, oligosakkarider, lipider

og andre biomolekyler.

Interaksjonen mellom to molekyler kan studeres direkte. Dette skjer ved at den ene
interaksjonsparten (liganden) kobles til overflaten, immobiliseres, pa en sensorchip, og over

denne injiseres en lgsning med den andre interaksjonsparten (analytt).

Kort sagt bestar systemet av tre deler, en sensordel, et praveleveringssystem og en

sensoroverflate der liganden kan immobiliseres.

Binding av bade ligand og analytt genererer en respons, og denne er proporsjonal med massen
som er bundet. Den forste delen av bindingssyklusen viser bindingskinetikken, og den siste
delen av bindingssyklusen viser dissosiasjonskinetikken. Et ”bulk-bidrag” som skyldes
forskjeller i signalet mellom preve og runningbuffer trekkes fra sensogrammet til den

bindingen som er av interesse. Bindingssyklusen er skjematisert 1 figur 1.7.1

“binding kinetics bulk

o ’ gontribution
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Figur 1.7.1 Skjematisk sensogram som illustrerer binding til sensorchip (Biacore 1998).
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1.7.1 Prinsippet med SPR

Det fysiske prinsippet som ligger til grunn for overflateplasmonresonans er brytning av lys.
Lyskilden er en hoyeffektiv, nar infrared lysemitterende diode. Mediet som passerer 1
flowcellen har en ulik refraktiv indeks fra glasset. Refraktiv indeks er et mal pa hvor fort
lysbalgene gér i mediet/materialet. Nar lyset gar fra et materiale med hey refraktiv indeks til
et materiale med lavere - vil noe av lyset reflekteres tilbake. Vinkelen til lyset som reflekteres
tilbake vil vere lik vinkelen lyset hadde da det kom inn. Nar lyset treffer et nytt materiale ved
en gitt kritisk vinkel, vil alt lys reflekteres tilbake. Selv om alt lyset reflekteres tilbake, vil det
elektromagnetiske feltet ”lekke” inn i det materialet som har lavere refraktiv indeks. Dette
skjer i form av en sékalt “evanescent wave”, og intensiteten til denne avtar eksponensielt med
avstanden fra lyskilden. I biosensoren er overflaten mellom de to mediene med forskjellig
refraktiv indeks dekket av et tynt lag gull. Pa overflaten av denne gullfilmen gar det
elektromagnetiske belger som beveger seg parallelt med filmen. De elektromagnetiske
belgene er skapt av delokaliserte elektroner, og kalles overflateplasmoner. Nér balgevektoren
til det innkommende lyset er lik belgelengden til overflateplasmonene, vil elektronene gé i
resonans — derav navnet overflateplasmonresonans. Denne overflateplasmonresonansen

adsorberer energi, og reduserer intensiteten til det reflekterte lyset(Biacore 2003b).

Vinkelen der belgevektoren til det innkommende lyset er lik belgelengden til
overflateplasmonene, kalles SPR vinkelen, Ospr. Flere faktorer pdvirker denne vinkelen, blant
annet balgelengden til det innkommende lyset, type og tykkelse av overflatelaget og
temperaturen. Den refraktive indeksen pévirker ogsa vinkelen. Dersom alle disse faktorene
holdes konstant, vil endringer 1 konsentrasjon av molekyler i overflatelaget av lgsningen 1

kontakt med sensoroverflaten kunne detekteres.

Biacore 3000 benytter en foto-detektor array for & male veldig sma endringer i1 Ospr. Dette kan
sees som “dips”, og kvantifiseres i1 resonans-/responsenheter (RU), der 1RU tilsvarer et skift
pa 10 grader. RU er proporsjonalt med den molekylare massen som befinner seg pa
overflaten (Biacore 2003b). Endring i RU kan dermed plottes som en funksjon av tiden. En

skjematisk oversikt over prinsippet bak SPR er vist i figur 1.7.2. og figur 1.7.3.
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Figur 1.7.2 Det optiske systemet og flowcellen i Biacore. (Biacore 1998).

1.7.2 Oppbygging av instrumentet
Biacoren bestar av en sensordel, et praveleveringssystem og en sensoroverflate. Sensordelen
bestar av en lyskilde, et glassprisme som er rettet mot sensorchipen og en posisjonssensitiv

diode array detektor.

Bindingsreaksjonen forer til en endring i den refraktive indeksen pa overflatelaget. Dette
detekteres som forandring i SPR-signal. Forandringen i refraktiv indeks for en gitt forandring
1 massekonsentrasjon pa overflaten til sensorchipen vil vaere omtrent den samme for alle
proteiner og peptider (Stenberg et al. 1991), mens den er noe forskjellig for glycoproteiner,

lipider og nukleinsyrer.
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Figur 1.7.3 Skjematisk oversikt over prinsippet bak overflateplasmonresonans (Hahnefeld et al. 2004)
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1.7.3 Protein immobiliseringsmetoder

Immobilisering av protein pa sensorchipen kan skje ved direkte kovalent kobling, eller
indirekte ved hjelp av affinitetsbinding til et kovalent bundet molekyl.

Ved direkte immobilisering bindes proteinet kovalent til sensorchipoverflaten. CMS5 er den
mest brukte sensorchipen. P& CMS5 blir liganden bundet kovalent via karboksylgruppene i
overflatematriksen. Ulike funksjonelle grupper pa proteinet kan benyttes til denne koblingen;
NH,, SH, CHO og COOH. Det er dette som gjor det mulig & utfore interaksjonsstudier pd de

fleste biomolekyler som proteiner, lipider og karbohydrater.

Indirekte immobilisering skjer nar proteinet bindes ikke-kovalent til et immobilisert linker-
molekyl pa sensoroverflaten. For at proteinet skal bindes til dette linker-molekylet, mé det
inneha en “’tag”. Denne taggen bestar ofte av seks histidinresiduer etter hverandre. Det finnes
ulike linker-molekyler, anti-his antibody og NTA-Ni er to av dem, der det brukes henholdsvis
CMS og NTA sensorchip.

1.7.4 Sensorchipen

Sensorchipen bestér av en glassoverflate som er dekket med et tynt lag gull. Denne gullfilmen
er dekket av en kovalent bundet matriks, som er festet gjennom et forbindelseslag. Til denne
matriksen immobiliseres makromolekylene. Den vanligste matriksen er et karboksymetylert
dekstranlag. Matriksen serger for et hydrofilt milje, som er passende for de fleste
interaksjonene av biologisk interesse, og dette miljoet gir en lav grad av uspesifikk binding til
overflaten. Sensorchipen er kjernen i SPR-systemet, da det er her de fysiske betingelsene

genereres, og det er her interaksjonen foregar.

NTA sensorchip

NTA sensorchipen er dekket med et lag nitrilotrieddiksyre (NTA) som benyttes til
immobilisering av histidintaggede ligander via metall chelatering (Biacore 2003b).
Overflatematriksen bestér av et karboksymetyldekstranlag, som NTA er kovalent bundet til.
En nikkellgsning aktiverer sensoroverflaten, og danner et chelaterende kompleks som kan

binde polyhistidin proteiner.
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Figur 1.7.4 Skjematisk fremstilling av de reaktive gruppene pad NTA sensorchipen, og NTA. (Biacore 2003b)

CM5 sensorchip

Sensorchipene i CM-serien bestdr av en matriks av et karboksymetylert dekstranlag, med
forskjellig grad av karboksymetylering, og forskjellig lengde pa polymerene. Sensorchip CM5
er den mest brukte i CM-serien, og ogsa den som ble brukt i arbeidet med denne

masteroppgaven.

Dexiran
matrix

Figur 1.7.5 Skjematisk illustrasjon av strukturen til overflaten pa sensorchip CMS5 (Biacore 2003a).

Ligander kan immobiliseres kovalent til dekstranlaget ved hjelp av ulike kjemiske metoder,
blant annet amin-, aldehyd-, og tiolkobling. Liganden kobles da ved hjelp av hhv. amin,
aldehyd og tiolgrupper pa molekylet (Biacore 2003b). Skjematisk oversikt over disse

metodene er vist i figur 1.7.6, og aminkobling er vist spesifikt i figur 1.7.7.
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Figur 1.7.6 Skjematisk oversikt over godkjente kjemiske metoder for & immobilisere biomolekyler til CM

sensorchiper (Biacore 1998).

EDC/NHE

Figur 1.7.7 Aminkobling av ligand til sensorchipoverflate (Biacore 2003a).

Empiriske méalinger har vist at for en standard CM5 sensorchip vil binding av 1ng/mm?’

protein til overflaten gi en respons pa omtrent 1000RU (Stenberg et al. 1991).

1.7.5 Resonanssignalet
Det er kun mulig & studere systemer som gir et utslag ned mot 10RU, dette betyr at molekyler
ned til 200Da ved mindre enn 1nM kan studeres (Biacore 1998). Maksimal teoretisk endring 1

resonanssignal ved binding av analytt til ligand kan uttrykkes ved felgende ligning:
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Iwmx=%%xR%mx% (1.7.1)

MW, og MW, er molekylvekten til hhv. analytt og ligand. RU,, er mengde applisert ligand,
og Sa. er bindingsstekiometrien. Denne likningen brukes blant annet til & gi informasjon om

hvor mye protein som ma immobiliseres for & f& maksimal teoretisk endring 1 resonanssignal.

1.7.6 Begrensninger ved SPR

Begrensningen ved bruk av SPR er hovedsaklig at immobilisering av liganden kan fore til at
den biologiske funksjonen gér tapt. Immobiliseringen kan fore til at liganden endrer
egenskaper, og resultatene kan dermed bli annerledes enn om liganden hadde vert i losning.
Det er ikke mulig & studere molekyler med for lav molekylvekt, grensen gér ved ca 200Da.
Det er heller ikke mulig a studere faste eller fargede stoffer.

Likevektskonstanten, K4 bestemmes ut fra et Langmuirplott av spr-data, og ut fra dette kan
AG beregnes direkte ved hjelp av likning 1.3.3. AH, og dermed ogsd AS bestemmes ut fra
temperaturavhengigheten. Dette gir en storre usikkerhet i verdiene i forhold til
kalorimetriforsek, der AH males direkte (Horn et al. 2001). Men dersom forsgkene utfores

korrekt vil dataene 1 stor grad vaere 1 overensstemmelse med data fra ITC forsek (Day et al.

2002).
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1.8 Isotermisk titreringskalorimetri (ITC)

Ultrasensitiv isotermisk titreringskalorimetri (ITC) benyttes til & detektere svaert smé
varmeendringer assosiert med bindingsreaksjoner. Narmest alle molekylare interaksjoner
absorberer eller genererer varme, og ITC er derfor en av de beste og mest presise
instrumentene for 4 studere slike interaksjoner (Cliff et al. 2004). Fra et enkelt ITC forsek far
man direkte AH og K, og dermed ogsd AG og AS, i tillegg til bindingsstekiometrien n.

1.8.1 Oppbygging av ITC-instrumentet

En skjematisk skisse av hvordan instrumentet er bygd opp, er vist i figur 1.8.1.
Bindingsprosessene foregdr i1 provecellen, og temperaturen her blir kontinuerlig sammenlignet
med temperaturen i den identiske referansecellen - som kun inneholder vann. Rundt cellene er
det et varmeskjold som holder samme temperatur som cellene, dette for & hindre
varmeutveksling mellom cellene. Cellene dekkes ogsa av et ytre varmeskjold - som skal
kompensere for eventuelle temperaturforandringer i romtemperaturen. Under forseket tilfores
en liten mengde energi til en "heater” ved referansecellen. Energien som tilferes provecellen
justeres kontinuerlig slik at de to cellene hele tiden har identisk temperatur. For eksempel vil
varmeutvekslingen ved en eksoterm reaksjon kunne bestemmes neyaktig, da den er identisk

med reduksjonen av tilfort energi til prevecellen.
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Figur 1.8.1 Skjematisk skisse av et VP-ITC instrument(MicroCal).
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1.8.2 c-verdien

ITC- instrumentet injiserer titranten (ligand) til prevecellen, som er fylt med proteinlgsning.
Injiseringen er datastyrt, og skjer gjennom en sproyte. Ved hver injeksjon registreres en
varmeutveksling i kcal/mol, og denne plottes mot den molare ratioen mellom ligand og
protein. AG og K kan dermed beregnes ut i fra formen pa kurven som dannes. Formen pa
kurven avhenger av parameteren ¢, som er produktet av assosiasjonskonstanten K og

proteinkonsentrasjonen [P].

¢ =K x [P] (1.8.1)

c-verdien ber ligge mellom 10 og 1000 (Wiseman et al. 1989), da vil metning av proteinet
oppnds ved bare 2 ekvivalenter av liganden (figur 1.8.2). Lavere c-verdier vil gi storre
usikkerhet ved beregning av K4 dersom det bare tilsettes to til tre ganger overskudd av ligand
i forhold til protein. Det kan vaere mulig & studere lavaffinitetssystemer med c-verdier ned til
0,001 (Turnbull & Daranas 2003). Da mi bindingsstekiometrien vare kjent, og
konsentrasjonen til ligand og reseptor méd vare noyaktige, og titrering av ligand ma skje 1 30

til 50 ganger overskudd i forhold til proteinet.
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Figur 1.8.2 Formen p4 titreringskurven varierer med c-verdien (Turnbull & Daranas 2003).
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1.8.3 Termogram og isoterm

Et typisk termogram og isoterm fra et ITC forsek er vist 1 figur 1.8.3. Termogrammet gir en
oversikt over varmeforandringene underveis 1 bindingsreaksjonen. Summen av alle
varmeforandringene gir AH, og AS kan da regnes ut ved hjelp av likning 1.6.4. AH fas fra et

enkelt forsek, i motsetning til van't Hoffs analyse, hvor det m4 utferes flere forsek ved ulike

temperaturer for a finne entalpiendringen.
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Figur 1.8.3 Et typisk ITC-dataplott (Avacta)

1.8.4 Begrensninger ved ITC

Hovedproblemet med ITC er at det gr med mye biologisk materiale. Eksperimenter utfort
ved arbeid med denne masteroppgaven har krevd proteinkonsentrasjon rundt 20 uM, og et
volum pé ~1,8 mL. Reaksjoner med lav AH kan vare vanskelige & utfere, og kreve ekstra
mye biologisk materiale, dette fordi den lave varmeutviklingen gjor at man trenger mer
materiale for & f4 nok varmeutslag til & kunne detektere det. Entalpiforandringene som males
ved ITC er globale egenskaper til hele systemet. Det vil si at det er den totale varmen som blir
frigjort eller tatt opp i prevecellen under bindingsreaksjonen som maéles, og denne inneholder
bidrag fra ikke-spesifikke faktorer. ITC teknikken gir heller ikke mulighet for & bestemme

hastighetskonstanter og aktiviseringsparametere for bindingsreaksjoner.
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1.9 Mal med oppgaven.
Malet med oppgaven er & sammenligne bruk av overflateplasmonresonans og isotermisk

titreringskalorimetri til & studere interaksjoner mellom ChiB og ulike KOS.

Det er onskelig a kartlegge bindingsenergiene til de ulike subsetene hos ChiB, da dette vil gi
nyttig informasjon om hvilke subseter som er viktige ved binding av substrat, som igjen kan
utnyttes for eksempel ved design av inhibitorer for kitinaser. Det er tidligere gjort
bindingsforsek med (GIcNAc)s og (GlcNAc)s (Norberg et al. 2010), slik at ytterligere forsek
med (GlcNAc)4 og (GlcNACc); vil muliggjere bestemmelsen av bindingsenergiene for de

individuelle subsetene.

Videre er det onskelig & bestemme hastighetskonstantene for substratassosiasjon (k,) og
substratdissosiasjon (kg) for & oppna en bedre forstaelse av ligandbindingsmekanismen til

ChiB.

Om mulig skal ogsa aktiveringsenergien til assosiasjons- og dissosiasjonsreaksjonene
bestemmes for 4 kunne kartlegge mest mulig av energioverforingene for reaksjonskoordinaten

til katalysen av KOS hydrolyse katalysert av ChiB.
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2. Materialer

I dette kapittelet blir alt utstyr og kjemikalier som har blitt brukt under arbeid med denne

masteroppgaven nevnt.

2.1 Laboratorieutstyr

Laboratorieutstyr Leverander
Autoklav A-4050 One-Med
Automatpipetter Finnpipette Thermo Labsystems
Avtrekkskap Waldner
Dialyseutstyr Spectrum Laboratories
Elektroforeseutstyr SDS-PAGE Bio-Rad
Eppendorfrer 1,5 mL standard Axygen

Falconrer Nunc™
Fluorometer Qubit™ Invitrogen
Gelavbildingsutstyr Bio-Rad
Glassutstyr Diverse Scott Duran
Kolonne Diameter 1 cm BioRad

Kolonne kontrollenhet; Bio Logic BioRad

pumpe og UV-méler

Kolonne kontrollenhet; LP Dataview BioRad

tilherende software

Magnetrorer Standard unit Labworld

NAP-5™ kolonne

Oppkonsentreringsror

pH-meter
Pipettespisser
Risteinkubator
Sentrifuge
Sentrifuge
Sonikator

Spektrofotometer

Sephadex™ G-25 DNA Grade
Amicon Ultra, Porestorrelse
10 kDa MWCO

MP 220

10 uL -5 mL

Multifuge 3 S-R

Avanti J-25

Vibracell

CO 8000 Cell Density Meter

Amersham Biosciences

Sigma-Aldrich

Mettler Toledo
VWR

HT Infors
Heraeus
Beckman Coulter
Sonics

WPA biowave
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SPR sensorchip
SPR Sensorchip

SPR-deteksjonssystem:

Spraeyte, plastipak
Sterilfilter, til vakuum
Sterilskap

Vekt, fin

Vekt, grov

Vekt, mikro

Vortex

VP-ITC Kalorimeter

CM5

NTA

Biacore 3000

30 mL

0,22 pum, Steritop 250 mL
AV-100

CP224

LC621P

CP2P

Yelowline, TTS 2

Biacore
Biacore
Biacore
DB
Millipore
Telstar
Sartorius
Sartorius
Sartorius
IKA

Microcal

2.2 Kjemikalier

Alt vann som har blitt brukt var av Milli-Q kvalitet, og star betegnet som destillert vann,

dH,O0.

Kjemikalium Leverandeor
Ampicillin, natriumsalt, C;¢H;sN;NaO,S Sigma
Bacto ™ Tryptone BD
Bacto™ Yeast Extract BD
Comassie Brilliant Blue R250 Sigma
di-Kaliumhydrogenfosfat K,HPO, Applichem
di-Natriumhydrogenfosfat (Na,HPQO,) Merck
Eddiksyre, (C,H,0,) Prolabo
Etanol (C,HsOH) Fluka
Etylendiamintetraeddiksyre, [CH,N(CH,CO,H),], (EDTA) J. Baker
Glycerol (C;H503) Merck
Glycin (C;HsNO,) Merck
Heksa-N-Acetylkitoheksaose Seikagaku Corporation
HEPES (CgH;3N,0,S) Sigma
Hydrogenklorid, HCI Merck
Imidazole (C;H4N,) Sigma
Isopropyl-1-thio-B-D-thiogalacopyranoside (IPTG), CoH;50sS Sigma
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Kaliumdihydrogenfosfat (KH,PO,)
Magnesiumklorid, MgCl,

Metanol (CH;0H)
Natriumdihydrogenfosfat (NaH,PO,)
Natriumhydroksid (NaOH)
Natriumklorid, NaCl

Nikkelklorid (NiCl,)

Nikkelsulfat (NiSO,)

Ni-NTA Superflow pakkemateriale
Penta-N-Acetylkitopentaose
Phenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF)

Applichem

Sigma (-Aldrich)
Merck

Merck

Merck

VWR

Sigma

Sigma

Qiagen

Seikagaku Corporation

Sigma

Saltsyre (HCI) Riedel-del-Haen
Sitronsyre, (C;,H;,011) Sigma

Sukrose, (C1,H2,01)) VWR
Tetra-N-Acetylkitotetraose Seikagaku Corporation
Tri-N-Acetylkitotriose Seikagaku Corporation
Trizma Base Sigma

2.3 Proteiner, peptider og enzymer

Protein/Enzym Leverander

-80 °C frysestokk Anne Line Norberg

Anti His Tag Protein CALBIOCHEM

His;(-ChiB-E144Q Anne Line Norberg

Proteinstandard, Bench Mark Ladder Invitrogen
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2.4 Kit/ system
Kit/ System Komponenter Leverander

N-hydroksysuccinimide (NHS)

BIAmaintenance kit BIAdesorb solutionl (0,5% Biacore
(w/v) sodium dodecyl sulfat)

BIAdisinfectant solution

(fortynnet natrium hypoklorite)

NuPAGE MOPS SDS Running

Buffer

NuPAGE Sample Reducing

Agent

Protein buffer
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3. Metoder
3.1 Tillaging av His10-ChiB-E144Q

3.1.1 Vekst av bakterier
Materiale:
Ampicillin, 50 mg/mL
-80 °C frysestokk
LB- medium: 10 g Trypton
5 g Gjarekstrakt
10 g NaCl
1 L dH,O
IPTG (Isopropyl-1-thio-B-D-thiogalacopyranoside), 1M

Fremgangsmaéte

5 mL LB-medium ble tilsatt 50 pg/mL ampicillin. Mediet ble deretter inokulert med
bakteriestammen som skulle dyrkes opp (fra -80 °C frysestokk). Bakteriestammen er E-coli
bakterier med His;o-ChiB-E144Q fra S. marcescens. Kulturen ble inkubert ved 37 °C og 225
rpm over natten. Deretter ble forkulturen overfort til en erlenmeyerkolbe med 0,5 L LB-
medium med 50 pg/mL ampicillin. Dette ble sd inkubert videre under samme betingelser til
celletettheten nddde 0,6 AU ved 600nm. Deretter ble cellene indusert med 200 uL IM IPTG
(isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside) og sa inkubert i ytterligere 4 timer under samme

betingelser. Det ble arbeidet i sterilskap, og benyttet autoklavert medium og utstyr.

3.1.2 Tillaging av periplasmatisk ekstrakt

Chitinase B transporteres til periplasmaet i bakteriecellene (Brurberg et al. 1995). Proteiner i
periplasmatisk ekstrakt kan utvinnes fra cellen ved hjelp av osmotisk sjokk (Manoil &
Beckwith 1986). Dette kan oppnés ved forst & tilsette en losning som eker
gjennomtrengeligheten til cellene, og deretter tilsette magnesiumklorid som forer til frigjoring

av komponentene i det periplasmatiske rommet.
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Materiale:
1M MgCl,
Spheroplastbuffer:  20mL 1M Tris/HCIL, pH 8,0
34,2 g Sukrose
200 uL 0,5M EDTA, pH 8,0
400uL PMSF
Fylles opp til 200 mL med dH,O

Fremgangsmate

Bakteriekulturen fra hver erlenmeyerkolbe ble fordelt pa 500 mL sentrifugerer, og
sentrifugert i en JA-14 rotor ved 8000 rpm, 4 °C, i 10 minutter. Supernatanten ble dekantert
av, og pelleten i1 hver av sentrifugerarene ble resuspendert ved hjelp av en glasstav og en 30
mL sprayte i 40 mL iskald spheroplastbuffer. Blandingen ble avkjelt pé is i 5 minutter,
deretter ble alt helt 1 ett sentrifugerer og sentrifugert under samme betingelser som tidligere.
Supernatanten ble igjen helt av. Pelleten ble spredt utover bunnen av sentrifugeflasken, og
varmet til romtemperatur. Deretter ble pelleten resuspendert i iskaldt sterilt vann. Blandingen
ble tilsatt 200 uL. 1M MgCl,, og sentrifugert pa ny under samme betingelser som tidligere.
Supernatanten ble filtrert med et 0,22 pum sterilfilter.

3.1.3 Rensing av His1o-ChiB-E144Q

Det periplasmatiske ekstraktet ble renset ved hjelp av "immobilisert
metallaffinitetskromatografi” (IMAC) med Ni-NTA Superflow pakkemateriale. Ni-NTA
bestar av nitriloeddiksyre (NTA), en chelaterende absorbent, og et nikkelion med seks
bindingsseter. Fire av bindingssetene okkuperes av NTA, og to er ledige til interaksjoner med
his-taggede proteiner. Det ledige elektronparet i histidingruppen kan binde til nikkelionene, se

figur 3.1.1.
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Figur 3.1.1: Interaksjon mellom histidinresiduer og Ni-NTA-matriks (QIAGEN 2003).

Proteinet ble eluert ut av kolonnen ved tilsats av en buffer med hey imidazole konsentrasjon.

Imidazole utkonkurrerer da his-tagget protein.

Materialer

Ni- NTA Superflow pakkemateriale

Bindingsbuffer 20 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM Imidazole, 0,5 M NaCl
Vaskebuffer 20 mM Tris-HCI pH 8, 60 mM Imidazole, 0,5 M NaCl
Elueringsbuffer 20 mM Tris-HCI pH 8, 1 M Imidazole, 0,5 M NaCl
20 % etanol

Periplasmatisk ekstrakt med His;o-ChiB-E144Q

Fremgangsmate

Kolonnen ble lagd med 2 mL Ni-NTA Superflow pakkemateriale. Kolonnen ble vasket med
bindingsbuffer, 6 ganger kolonnevolumet. Det ble benyttet en gjennomstremning pé 2,5
mL/min. 50 mL av det periplasmatiske ekstraktet ble sa pafort kolonnen, og deretter ble
bindingsbuffer tilfort til baselinjen ble stabil. Elueringsbuffer ble tilfort, og eluert materiale
ble samlet opp. Dette ble gjentatt til alt periplasmatisk ekstrakt var renset. Etter bruk ble

systemet vasket med etanol.

3.1.4 SDS- Polyakrylamid Gel Elektroforese (SDS- PAGE)
Etter at proteinene var ferdig renset, ble renheten kontrollert ved hjelp av SDS-PAGE gel

elektroforese. Proteinene denatureres og separeres etter molekylvekt. Proteinene blir
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denaturert under varmebehandling med den negativt ladede detergenten sodium dodecyl sulfat
(SDS) og 2-B-mercaptoethanol. 2-B-mercaptoethanol reduserer disulfidbroene i proteinet.

SDS binder seg til denaturerte polypeptider. Peptidene blir derfor negativt ladet slik at de vil
vandre gjennom polyakrylamidgelen mot anoden. Mengden av SDS som binder til
peptidkjeden er tilnermet proporsjonal med polypeptidets molekylvekt, og er uavhengig av
sekvensen. SDS -peptidkompleksenes vandring gjennom gelen blir derfor sterrelsesavhengig.

Ved a bruke markerer med kjent molekylvekt kan polypeptidkjedens molekylvekt beregnes.

Materialer

NuPAGE LDS Sample Buffer

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer

NuPAGE Novew Bis-Tris Mini Gels

NuPAGE Sample Reducing Agent

Bench Mark Ladder

Renset proteinlgsning

Protein fargelosning 0,25 g Comassie Brilliant Blue R250
125 mL metanol
25 mL eddiksyre
100 mL dH,O

Avfargingslesning 50 mL metanol
50 mL eddiksyre
400 mL dH,O

Fremgangsmate

Novew Bis-Tris Mini Gels ble montert i et elektroforeseckammer med MOPS running buffer.
Provene med renset proteinlosning ble forberedt ved a blande 19,5 pL proteinlesning, 7,5 pL
provebuffer og 3 uL reduserende agent. Blandingen ble satt pd vannbad ved 70 °C 1 10
minutter, og deretter ble pravene applisert i brennene i gelen. En proteinmolekylvektstandard
ble tilsatt en av brennene. Elektroforesen ble utfort ved 200 Volt 1 55 minutter. Gelen ble
deretter dekt med fargelosning og satt til risting 1 30 minutter. Gelen ble sé skylt tre ganger 1
dH,O0, og deretter dekt med avfargingslesning. Denne ble byttet to ganger den forste timen,

deretter fikk gelen sta i avfargingslesning over natten. Dagen etter ble det tatt bilde av gelen.

38



3. Metoder

3.1.5 Oppkonsentrering og proteinkvantifisering
Materialer:

Amicon oppkonsentreringsrer, poresterrelse 10 000 MWCO
Renset protein

Buffer: 20 mM kaliumfosfatbuffer pH 8,0

Fremgangsmate:

Reagensror med renset protein ble slatt sammen - og det rensede produktet ble oppkonsentrert
i et Amicon sentrifugerer (10 000 MWCO), ved 4400 rpm og 4 °C til ensket volum pa 1,5mL.
Deretter ble buffer byttet ved at 20mM kaliumfosfatbuffer pH 8,0 ble tilsatt, og deretter ble
blandingen oppkonsentrert pa nytt. Dette ble gjort tre ganger.

Til slutt ble konsentrasjonen til proteinet bestemt ved hjelp av fluorescens malinger. Quant-iT
er et enkelt assay som ofte brukes til konsentrasjonsbestemmelser. Proteinkonsentrasjon
bestemmes ved at Quant-iT" ™ proteinreagenten bindes til proteinet og danner et kompleks.
Dette komplekset eksiteres ved ca 470 nm og emitterer lys ved ca 570 nm. Mengden lys som

er emittert detekteres av fluorometeret. Deteksjonsgrensen er 0,25-5 pg.

Materialer:
Quant-iT™ Working Solution: 1 del Quant-iT™ protein reagent

199 deler Quant-iT™ protein buffer
Quant-iT™ protein standard, #1(0 ng/uL), #2(200 ng/uL) og #3(400 ng/uL)

Proteinlgsning med ferdig renset og oppkonsentrert protein

Fremgangsmate:

Quant-iT™ Working Solution ble lagd, og denne ble benyttet til 4 lage provelosning (1 del
proteinlesning, 99 deler Working Solution). Det ble lagd tre paralleller av prevelgsningen.
Det ble ogsa laget tre standarder pa samme méte. Alle prover ble inkubert i romtemperatur i
15 minutter. Standardprevene ble benyttet til & lage standardkurve, deretter ble
proteinkonsentrasjonen i de tre provene avlest. Gjennomsnittet av de tre prevene justert i
forhold til fortynning, ga konsentrasjonen i proteinlgsningen.

Proteinlesning ble oppbevart 1 kjeleskap, ved 4 °C.
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3.2 Bindingsstudier pa Biacore 3000

3.2.1 Generell bruk av instrumentet Biacore 3000
P& Biacore 3000 er det fire flowceller. Disse ble brukt to og to, den ene som referansecelle og
den andre som pravecelle. Arsaken til at man benytter referansecelle, er at denne gjor at man

kan kompensere for bulkeffekt, og ikke-spesifikk binding til sensorchipen.

Alle sensorchiper ble oppbevart i kjeleskap ved 4 °C. For bruk ble de varmet opp til
romtemperatur i 30 minutter, for & hindre kondensering av vanndamp pa chipen. De brukte
sensorchipene ble oppbevart 1 50 mL Falconrer - 1 den aktuelle runningbufferen. Alle buffere

som ble brukt ble forst filtrert med 0,22 pm sterilfilter, og deretter avgasset for bruk.

For 4 installere en chip i1 Biacoresystemet, ble kommandoen ”dock” brukt. Deretter valgte
man kommandoen ”’prime”, som skyller sensorchipen og flowsystemet med runningbuffer.
Denne kommandoen ble ogsa brukt hver gang buffer ble byttet. For & injisere protein og
reagenser, ble kommandoen inject” benyttet. Flowen til prevelgsninger ble satt til 5 - 20
pL/min, med et proveforbruk pé det injiserte volumet + 30 pL. Ved kinetikkmalinger ble

programmet “kinject” valgt.

P4 slutten av hver dag ble instrumentet satt i standbymodus, dette for & opprettholde
buffergjennomstremningen til IFC-enheten og flowcellene.

En gang i maneden ble programmene desorb og sanitize gjennomfert. Desorbprogrammet
benytter BIAdisinfectant (1 og 2) til & fjerne adsorberte proteiner fra autosampler og IFC-
enheten. Sanitizeprogrammet sorger for at pumpene, IFC-enheten og autosampler renses for

mikroorgansimer, og her blir Biadesorblgsninger brukt.
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3.2.2 NTA Sensorchip

NTA sensorchipen har en overflatematriks bestdende av et karboksymetyldekstranlag som
NTA (nitrilotrilacetic syre) er kovalent bundet til. For & aktivere sensoroverflaten tilsettes en
nikkellgsning, som danner et chelaterende kompleks med NTA som kan binde polyhistidin
proteiner (interaksjonene mellom histidinresiduene i proteinet og NTA-Ni-matriksen kan sees
i figur 3.1.1.). Det er viktig & tilsette nok nikkel slik at NTA gruppene blir mest mulig mettet,
og bindingskapasiteten for his-tagget protein kan utnyttes best mulig.

Overflaten kan regenereres med en EDTA losning, som vil chelatere nikkel og frigjore
proteinet fra sensoroverflaten. De andre bufferne inneholder ogsd EDTA i lave
konsentrasjoner, for & ngytralisere eventuelle kontaminerende metallioner som kan vare
tilstede 1 bufferlesningene. EDTA konsentrasjonen er ikke hoy nok til 4 frigjere nikkel fra

sensoroverflaten.

Immobilisering av his-tagget protein til NTA-Ni sensorchip
Materiale

NTA sensorchip

Runningbuffer: 10mM HEPES, 50uM EDTA, pH 7,4
Dispensasjonsbuffer:10 mM HEPES, 3mM EDTA
Regenereringsbuffer: 10 mM HEPES, 0,35 M EDTA, pH 7,4
500uM NiCl, i 10 mM HEPES

Hiso-ChiB-E144Q

Fremgangsmaéte

20 pL regenereringsbuffer ble tilsatt med en gjennomstremning pa 20 pL/min for & fjerne
eventuelle kontaminerende metallioner i Biacore systemet. Sensorchipen ble aktivert ved &
sette pa 20 pL nikkellosning til preveflowcellen med en gjennomstremning pa 20 pL/min.
Etter aktiveringen ble proteinet satt til prove- og referansecellen i temperaturomradet 6-36 °C.
Proteinet var lost 1 runningbuffer, og hadde en konsentrasjon pd 0,1 mg/mL. For & regenerere

sensorchipen ble 30 pL regenereringsbuffer tilsatt med en gjennomstremning pa 10 pL/min.
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3.2.3 Protein - ligand bindingsforsgk pa NTA sensorchip

Protein ble immobilisert som beskrevet i kapittel 3.2.2.

Det ble utfort bindingsforsek mellom His;o-ChiB-E144Q (GlcNAc)s, (GIeNAc)4, (GlcNAc)s
og (GlcNAc)s. Det ble da kjert konsentrasjonsserier pa 0,1 -10 * Ky, for hvert substrat.

Bindingsforsgkene ble utfort i temperaturomridet 6-36 °C, 6 temperaturer ble valgt.
3.2.4 CM5 Sensorchip

Anti-his antibody

Antibody, ogsa kalt immunoglobuliner er proteiner som produseres av plasmaceller og utgjer
en del av vart immunsystem. Antibodiene er bygd opp av enheter bestaende av fire
polypeptidkjeder, to tunge og to lette. Polypeptidkjedene utgjor et Y-formet molekyl (bilde).
Den variable regionen er merket V, det er her antigener binder til antibodiene, og det er ogsé
her den store variasjonen finnes. Anti-his antibody binder histidinresiduene 1 his-taggede
proteiner i dette omradet, med hey affinitet. Antibodiene immobiliseres ved hjelp av

aminkobling.
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Figur 3.2.1 Strukturen til et antibodymolekyl. (http://www.biology.arizona.edu 2000).

Immobilisering av anti-his antibodier ved aminkobling

Amingruppene pa overflaten av antibodyen vil kunne danne aminbindinger med
karboksylgruppene pa overflaten av CMS5 sensorchipen. Forste trinn i
immobiliseringsprosedyren er a aktivere karboksylgruppene. Dette gjores med en blanding av

N-hydroksysuccinimid (NHS) og 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)-karbodiimid (EDC), dette
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for & gi reaktive succinimidestere. Succinimidesterene reagerer spontant med amingruppene

pa antibodyen.
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Figur 3.2.2 Aktivering av karboksymetyldekstran med EDC/NHS (Biacore 2003b).

Materialer

CMS5 Sensorchip

0,4 M EDC i dH,O

0,1 M NHS i dH,O

1,0 M etanolamin-HCI, pH 8,5

Anti-his antibody

Runningbuffer: 20mM NaP;, 0,15 M NacCl, pH 8,0
Immobiliseringsbuffer: 10mM citratfosfat, pH 5,0

Fremgangsmate
40 uL NHS og EDC i 1:1 forhold ble satt til preveflowcellen med en gjennomstremning pa 5

uL/min. Antibodiene ble avsaltet gjennom dialyse. De ble deretter fortynnet i
immobiliseringsbuffer til endelig konsentrasjon pa omlag 30 pg/mL. Antibodiene ble tilsatt
cellen med en gjennomstremning pa 5 pL/min ved 25 °C til metning ble observert. Etter
immobilisering ble 40 pL etanolamin satt til med en gjennomstremning pa 5 uL/min. Dette

for & deaktivere et mulig overskudd av reaktive grupper.

Immobillisering av his-tagget protein til anti-his antibody
Materialer

Runningbuffer: 20mM NaP;, 0,15 M NacCl, pH 8,0
His;o-ChiB-E144Q
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Fremgangsmate

Proteinet ble fortynnet i runningbuffer til en sluttkonsentrasjon pa 0,1 mg/mL. Det ble deretter
tilsatt prevecellen med en gjennomstremning pa SuL/min. Det ble ogsa forsekt & regenerere
antibodiene for protein. Regenerering av antibodiene, fjerning av bundet protein, ble utfort

med 100 pL, 10mM glycinlesning ved pH 1,5.

3.2.5 Protein - ligand bindingsforsgk pa CM5 sensorchip

Protein ble immobilisert som beskrevet i kapittel 3.2.4.

Det ble utfert bindingsforsek mellom His;o-ChiB-E144Q og (GlcNAc)s. Det ble da kjert
konsentrasjonsserier pa 0,1 -10 * Kp for (GIcNACc)g.
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3.3 Isotermisk titreringskalorimetri (ITC)
Kalorimetriforsekene ble utfort pa et VP-ITC kalorimeter fra MicroCal, dette instrumentet er

beskrevet neermere av Wiseman et al (Wiseman et al. 1989).

Materiale

20 mM Kaliumfosfatbuffer, pH 8 87,09 g K,HPO,4 + 0,5L dH,O 47mL
+ 68,04 ¢ KH,PO4+ 0,5L dH,O 3mL
+ dH,O 450mL
Fortynnes 1:10, og filtreres 0,22pum

His;o-ChiB-E144Q

(GIeNAc)s, TmM

(GIeNAc)4, 400uM

(GleNAc)s, 250uM

Fremgangsmate

For og etter hvert forsgk ble provecellen skyldt 4-5 ganger med dH»0, og jevnlig ble ogsa
provecellen vasket med 0,1M NaOH.

1,8mL proteinlesning ble injisert i provecellen. Liganden ble injisert med 8 pL gjennom den
roterende injeksjonssproyta. Proteinkonsentrasjonen var 21 pM for forsek med (GlcNAc);, og
(GIcNAc)4, og 15 uM for forsgk med (GlcNAc)s. Det ble satt pa ligand til proteinet var

mettet, omtrent etter 20-25 injeksjoner. Hver forsgksserie bestod av 2-3 paralleller ved 18 °C.

Data fra den forste injeksjonen ble fjernet, da det ofte skjer en blanding mellom protein og
ligandlesningen under ekvilibreringstiden ved ferste injeksjon. Den endelige analysen av
dataene ble utfort med ORIGIN 7.0, standard 1:1 bindingsmodell ble brukt til & tilpasse

dataene.
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4., Resultater

4.1 Tillaging av His10-ChiB-E144Q
For a gjere bindingsstudier pa ITC kreves det mye protein, det ble derfor brukt mye tid pd &
dyrke og rense frem His;o-ChiB-E144Q.

4.1.1 Tillaging av periplasmatisk ekstrakt

Tillaging av periplasmatisk ekstrakt var vellykket. Men et problem som oppstod underveis var
utfelling av protein. Dette skjedde straks periplasmatisk ekstrakt var tillagd, og fortsatte selv
etter gjentatt rensing, filtrering, og fortynning. Det ble forsekt & finne en forklaring pa
utfellingen. Samtlige kjemikalier som ble brukt underveis ble byttet til nye og alle buffere ble
lagd pa ny. Det ble ogsé forsekt & senke konsentrasjonen av protein i periplasmatisk ekstrakt
ved 4 doble mengde spheroplastbuffer, og sterilt vann til resuspendering (kapittel 3.1.2), men
dette hadde ingen virkning. Ferdig renset protein felte ut ved konsentrasjon ned til 8 uM. Da
dette ikke har vaert et kjent problem ved tidligere eksperimenter, ble det konkludert med at
frysestokken matte vaere “sliten”, og at cellene derfor burde vert transformert. Ny frysestokk

ble lagd, men det var ikke tilstrekkelig tid til & teste denne.

4.1.2 Resultat av rensing av protein pa Ni-NTA kolonne
Proteinet ble renset pd Ni-NTA kolonne. Et typisk kromatogram er vist i figur 4.1.1. Den
forste toppen er ’grumstoppen”, mens de his-taggede proteinene kan sees i en skarp topp

rundt 55 min.

AU mS/em

Tid, minutter

Figur 4.1.1: Kromatogram fra rensing av His,,-ChiB-E144Q pé& Ni-NTA kolonne.
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4.1.3 Resultat av SDS - Polyakrylamid Gel Elektroforese

Figur 4.1.2: Bilde fra SDS- polyakrylamidgelelektroforese for kontroll av renhet etter rensing av His;(-ChiB-E144Q.
Brenn 5 til 7 viser henholdsvis ChiB etter rensing, ChiB fer rensing og proteinstandarden BenchMark ProteinLadder,

Proteinet etter rensing viste bare ett utslag, se figur 4.1.2, brenn 5, dette indikerer vellykket
rensing. Bandet faller mellom proteinstandard-bandene med molekylvekt 50- og 60 kDa, som

stemmer med kjent sterrelse pa His-taggede ChiB mutanter med molekylvekt 58,6 kDa.

4.1.4 Proteinkvantifisering
Proteinet ble kvantifisert ved hjelp av et Qubit'™ fluorometer. Utbyttet etter en “runde” med

utgangspunkt 3 liter LB-medie var 6 mg.

Det ble brukt protein fra fem ulike paralleller med rensing ved bindingsstudier pa Biacore, og
alle produserte samme resultater. Dette indikerer at det ikke er noe galt med proteinet selv om

det feller ut.
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4.2 Overflateplasmonresonans
Det ble utfort bindingsstudier av His;o-ChiB-E144Q mot ulike KOS ved bruk av SPR. Ulike
koblingsteknikker til sensorchipen ble benyttet. His-tagget protein ble immobilisert pA NTA-

chip via chelatering av nikkelioner, eller pA CM5-chip med anti-his antibody.

4.2.1 NTA- Ni
For a kunne immobilisere his-tagget protein ble NTA sensorchip aktivert med NiCl,. Det ble
pasatt 30 uL 500uM NiCl,-lgsning.

20200 A
20000 4
19800
19600
19400

19200

Respons (RU)

19000

18800

18600

18400

18200 —rr
0 200 400 600 800 1000

Tid (s)
Figur 4.2.1 Aktivering av NTA sensorchip med NiCl,.

His;o-ChiB-E144Q ble indirekte immobilisert til sensorchipen som ble brukt, i
temperaturomradet 6-36 °C. Immobiliseringen var vellykket, med et maks responsutslag pa
21 450 RU. Stabiliteten av proteinet til NTA-Ni var noksa lav, og selv ved lave temperaturer
var avbladningen fra sensoroverflaten pA NTA hey. Avbledningen 14 pd rundt 18 RU per
minutt ved 6 °C pd NTA sensorchipen etter endt injeksjon. Det ble kompensert for dette ved

stadig & injisere nytt protein mellom hver konsentrasjonsserie, og ved hver temperaturendring.
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Figur 4.2.2 Immobilisering av His;,-ChiB-E144Q til NTA-Ni (6 °C).

4.2.2 Protein- ligand bindingsforsgk pa NTA sensorchip.

(GlcNAc)s, (GIcNAc)s og (GIcNAc)e ble injisert til immobilisert ChiB-E144Q 1
temperaturomradet 6-36 °C for & kunne bestemme temperaturavhengigheten til kq og k,.
Dissosiasjonsraten, kg ble beregnet ved at In(RU) ble plottet mot tiden. Dette ble gjort fra
sluttpunktet for injeksjonen og frem til intensiteten var ca halvparten av maksimal verdi. kg er
da det negative stigningstallet til dette plottet. Dissosiasjonskonstanten, Kp ble beregnet ved
en ikke-linear tilpasning for plottet av signal mot konsentrasjon av ligand. k, ble beregnet ut

som ky/Kp

Ved interaksjonsstudier pa Biacore er det enskelig 4 lage en “global fit” i BIAevaluation, for &
kunne direkte tolke resultatene. Dette viste seg & vaere vanskelig pga avbledning av His;o-
ChiB-E144Q), og fungerte kun for CM5 sensorchipen (se kapittel 4.2.4). For resultatene pa
CMS sensorchipen ble det derfor testet om det ga store avvik i resultatene om det ble brukt
”global fit” eller om tallmaterialet ble behandlet manuelt. Resultatene var omtrent identiske,
dette indikerer at metoden for & behandle data i Origin fungerer tilfredsstillende, og kan

benyttes til & estimere kg og K4 for interaksjonsstudiene pa NTA sensorchipen.

Under, i figur 4.2.3 til 4.2.26 vises resultatene for de ulike KOS.
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Figur 4.2.3 6 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;o-ChiB-E144Q. b) Respons
i RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K.
¢) In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er
kun plottet for en representativ konsentrasjon vist
(100uM).
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Figur 4.2.4 12 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. ¢)
In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (100uM).
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Figur 4.2.5 18 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for 4 finne K. ¢)
In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (100uM).
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Figur 4.2.6 24 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (100uM).
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Figur 4.2.7 30 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for & finne kg Her er kun
plottet for en revresentativ konsentrasion vist (100uM).

Figur 4.2.8 36 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc); og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for a finne kg Her er kun
plottet for en reoresentativ konsentrasion vist (100uM).
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Tabell 4.1 Kinetiske og termodynamiske parametere for binding av (GIcNAc); til Hiso-
ChiB-E144Q). Tilherende sensogrammer er vist i figur 4.2.3-4.2.8.

(GlcNAc); 6°C 12 °C 18 °C 24 °C 30 °C 36 °C
Bax (RU) 126,5 109,8 103,8 85,3 69,9 41,9
Kq (M) 284,7 454,8 535,3 563,2 453,7 400,2
AG,
(kJ/mol) -18,95 -18,25 -18,23 -18,49 -19,40 -20,11
kq 25 pM 50 pM 100 pM 500 pM 500 pM 1000 pM 2000 pM 2500 pM Gjennomsnitt
6°C - - 0,56 0,55 0,63 0,28 0,22 0,22 0,41
12°C 0,078 0,08 0,10 0,11 0,11 0,10 0,11 0,11 0,10
18°C 0,32 0,38 0,43 0,43 0,46 0,11 0,43 0,08 0,33
24°C 0,09 0,09 0,09 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,10
30°C 0,06 0,09 0,10 0,11 0,12 0,11 0,11 0,11 0,10
36°C 0,17 0,21 0,20 0,21 0,20 0,21 0,22 0,10 0,19

0.4 [m |25 M

0,6 + ® 50 M

08 s v soopi
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. . < 1000 pM
a2 2000 pM
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—7T 1 1 1 T 1 T T T 1T T 1
0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350 0,00355 0,00360
AT
Figur 4.2.9 In k, plottet mot 1/T for alle konsentrasjonene.
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Figur 4.2.10 In k4 plottet mot 1/T for gjennomsnittet til alle konsentrasjonene.

53



4. Resultater

Respons (RU)

b)

Respons (RU)

Respons (RU)

50 4

o

T T
300 400

Tid (s)

T T
100 200

T T T
20

(GleNAe), (M)

o

In (RU)

T T T 1
248 249 250 251

Tid (s)

T T
245 246 247

Figur 4.2.11 6 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for & finne kg Her er kun
plottet for en representativ konsentrasion vist (20uM).
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Figur 4.2.12 12 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for & finne kg Her er kun
plottet for en representativ konsentrasion vist (20uM).

54



4. Resultater

—50um
—— 20 M
100 50 : ;OHFJAM
——5uM
04 —— 2 uM
04 — 1M
=) 5 50 ——05uM
« =3 ——0uM
§_ 100 H g 100
LS 3
-200 ~150 -
~200 4
-300 4
T T T T T T 1 -250 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tid (s) Tid (s)
b) b)
80
50 4
2 - 2
: — n
c 2 304
@ &
. ]
0 4 0
T T T T T T T T T T T
20 40 0 20 40
(GleNAe), (M) (GIeNAC), (uM)
c) c)
4
40 4
3,54 34
30 4
2
25
~ 5 '
5 20 4 2
T 15 £ 0
1,04 4
05
24
0,0
0,5 T T T T T T T T T | 3 T T T T T T T T T T T 1
244 245 26 247 248 249 245 246 247 248 249 250 251
Tid (s) Tld (s)
Figur 4.2.13 18 grader. a) Sensogram av interaksjoner Figur 4.2.14 24 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i mellom (GlcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. ¢) RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for 4 finne ky Her er kun In til respons plottet mot tiden for & finne k4 Her er kun
plottet for en representativ konsentrasion vist (20uM). plottet for en representativ konsentrasjon vist (20uM).
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Figur 4.2.15 30 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for 4 finne K. ¢)
In til respons plottet mot tiden for a finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasion vist (20uM).
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Figur 4.2.16 36 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc), og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for 4 finne K. ¢)
In til respons plottet mot tiden for a finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasion vist (20uM).
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Tabell 4.2 Kinetiske og termodynamiske parametere for binding av (GIcNAc), til His;o-
ChiB-E144Q. Tilherende sensogrammer er vist i figur 4.2.11-4.2.16.

(GlcNAc)4 6 °C 12 °C 18 °C 24 °C 30 °C 36 °C
Buax (RU) 192,80 143,4 138,25 136,72 96,92 59,62
Kq (nM) 39,25 44,90 49,41 67,84 45,82 44,37
AG,

(kJ/mol) -23,55 -23,74 -24,00 -23,71 -25,18 -25,76
Kq 1pM 2pM SuM SpuM 10pM 20uM 50uM  Gjennomsnitt
6 °C 0,61 0,93 0,51 0,45 0,69 0,98 0,50 0,67
12 °C 0,64 0,63 0,55 0,51 0,98 0,61 0,73 0,66
18 °C - - - - 0,66 0,98 0,96 0,87
24 °C - - 0,61 0,74 0,89 1,15 0,58 0,79
30 °C - 0,84 0,83 0,94 0,61 0,64 0,85 0,79
36 °C - 0,24 0,65 0,61 0,82 0,82 1,67 0,80

(-) betyr umulig a lese av fornuftige verdier

0.6 4 [m ]1um
0e] * * 2uM
’ A 5puM
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Figur 4.2.17 In k4 plottet mot 1/T for alle konsentrasjonene.
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Figur 4.2.18 In ky plottet mot 1/T for gjennomsnittet av alle konsentrasjonene.
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Figur 4.2.19 6 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GlcNAc)s og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)
In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).

Figur 4.2.20 12 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc)s og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)

In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).
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Figur 4.2.21 18 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc)s og His;o-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)

In til respons plottet mot tiden for & finne kg Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).

—20uM
—— 1,5 uMm
160 1,0 M
140 4 0,5 uM
120 ] 0,5 uM
100 4 — g? um
——01p
804 0,05 M
60 ——ouM
40
20 4
04
20 4
_ap 4
60
-80 4
-100 T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Tid (s)
160 A
140
120
100
80
60
40 4
204
04
-20 T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 20
(GleNAE), (uM)
c)
50 -
45 4
40 4
35 4
30 4
25

T T T T T T T T T T T T T T T 1
246 248 250 252 254 256 258 260 262
Tid ()

Figur 4.2.22 24 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc)s og His;o-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for & finne K. c)

In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).
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Figur 4.2.23 30 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GlcNAc)s og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)

In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).

60
40 4

20 4

04
20 4
40 4
60 4
_80 T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600
Tid (s)
60 -
u

50
40
30
20
10 -

04

T T T T T T T
00 05 10 15 2,0
(GI(:NA::)5 (M)
c)

4

34

24

14

N ;
-1 T T T T 1

245 250 255 260 265 270

Tid (s)

Figur 4.2.24 36 grader. a) Sensogram av interaksjoner
mellom (GIcNAc)s og His;(-ChiB-E144Q. b) Respons i
RU plottet mot ligandkonsentrasjon for a finne K. c)

In til respons plottet mot tiden for & finne ky Her er kun
plottet for en representativ konsentrasjon vist (1,5uM).
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Tabell 4.3 Kinetiske og termodynamiske parametere for binding av (GIcNAc)g til Hiso-
ChiB-E144Q. Tilherende sensogrammer er vist i figur 4.2.19-4.2.24.

(GleNAc)g 6 °C 12 °C 18 °C 24 °C 30 °C 36 °C
Bunax (RU) 239,8 362.9 228.8 201,1 160,4 71,6
Ky (uM) 0,74 1,18 0,60 0,59 0,57 0,38
AG,
(kJ/mol) -32,76 -32,36 -34,68 -35,44 -36,24 -36,96
kq 1,0 uM 1,5 uyM 2,0 pM Gjennomsnitt
6 °C 0,08 0,07 0,07 0,07
12 °C 0,07 0,06 0,06 0,07
18 °C 0,08 0,09 0,09 0,09
24 °C 0,15 0,15 0,16 0,15
30 °C 0,06 0,07 0,07 0,06
36 °C 0,20 0,20 0,21 0,20
14 1
A = [1.0pM
e e 1,5uM
1,84 4 20pM
.
20 4
. 2,2 4
£ 54
26 ] ] ]
&® [ ] I
28 4 - a
3,0 4
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a
Figur 4.2.25 In k, plottet mot 1/T for alle konsentrasjonene
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Figur 4.2.26 In k, plottet mot 1/T for gjennomsnittet av alle konsentrasjonene
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Temperaturavhengigheten til K vil kunne gi AH, jfr. Van't Hoffs ligning:

dinK _  AHy

aG R

4.2.1)

Dette ble forsokt, men resultatene ga darlig korrelasjon, med R*< 0,5. Det ble derfor valgt &

ikke ga videre med dette.

Tabell 4.4 Kinetiske og termodynamiske parametere for KOS binding til His;o-ChiB-E144Q

pa NTA sensorchip. Tabellen viser en sammenligning av resultatene ved 18 °C for de ulike

substratlengdene.

Substrat k,(M's™ ka(s™) Kq (uM) AG, (kJ/mol)
(GleNAc)s 1,5 10° 0,09 0,6 -34,68
(GleNAc), 1,8 - 10* 0,87 49 4 24,00
(GIcNAc); 6,2 - 107 0,33 5353 -18,23

4.2.3 CM5

Immobilisering av anti-his antibody

Antibody ble direkte immobilisert til en CM5 Sensorchip for & kunne binde his-tagget protein.
Det ble pasatt omlag 11000 RU antibody. Et typisk sensogram for immobiliseringen er vist i
figur 4.2.1.

45000 + Etanolamin
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35000
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30000 EDC

25000 L

Respons (RU)

20000 4

15000

— —— —— —
-2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Tid (s)

Figur 4.2.27 Immobillisering av anti-his antibody til CM5 Sensorchip. (30 pg/mL, 10 mM citratfosfat, pH 5,0)
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Immobilisering av his-tagget protein til anti-his antibody
Etter at sensorchipoverflaten var mettet med anti-his antibody, ble His;p-ChiB-E144Q tilsatt.
Immobiliseringen av proteinet ga endring 1 RU pa rundt 35 000. Avbledningen her var ikke sa

stor som pad NTA sensorchipen, om lag 1 RU per minutt.
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Figur 4.2.28 Immobilisering av His;(-ChiB-E144Q. (0,1 mg/mL, 20mM NaP;, 0,15 M NaCl, pH 8,0) ved 20 °C.

4.2.4 Protein- ligand bindingsforsgk pa CM5 sensorchip
Det ble utfort interaksjonsstudier mellom (GlcNAc)s og His o-ChiB-E144Q pd CMS5

sensorchip.
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Figur 4.2.29 Sensogram fra konsentrasjonsserie som viser interaksjoner mellom
(GIcNAc)g og His;o-ChiB-E144Q over tid.
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Figur 4.2.30 ”Global fit” for sensogrammet i figur 4.2.29 fra BlAevaluation.

Tabell 4.5 Resultater fra “global fit”.

350

Analytt- k,M's")  kiM") By (RU) RI*RU) Ky(I/M) Kp(M) Chi® AG (kJ/mol)
konsentrasjon
(GIeNAc)s 1,22¥10°  0,0458 15 2,65%10°  3,77*107 1,83 -36,05
0,05 uM 0,588
0,1 pM 8,45
0,2 uM 11,7
0,2 uM 19,5
0,5 uM 17,2
1,0 uM 18,4
2,0 uM 23,6
*Rl viser bulkbidraget.
40
1 Data: Data1_8
30 4 _m Model: Kd
P Weighting:
25 4 u y No weighting
5 /
% 20 4 y, Chi*2/DoF =3.57651
» Rr2 = 0.9828%9
g s /
& . - Bmax 41.84424 +2.54071
10 4 f Kd 030311 £0,05531
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Figur 4.2.31 Respons i RU plottet manuelt mot ligandkonsentrasjon for & finne K.
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u |o‘2 pM
1,7 -
u

Equation y=a+b'x

16 4 Adj R-Square 0,95973

Value Standard Error

B1 Intercept 13,29879 0,85667
B1 Slope -0.04734 0,00342

T T T T T T T T T T 1
248 248 250 252 254 256
Tid (s)

Figur 4.2.32 In til respons plottet mot tiden for & finne k4
Her er kun plottet for en representativ konsentrasjon vist (0,2uM).

Det viste seg at resultatene fra global fit” var samsvarende med resultatene der tallmaterialet
var behandlet i Origin. ”Global fit” ga K¢=3,77*10” og ks=0,0458. Behandling i origin ga
K= 3,03*107 og ke=0,0473. Dette gir nesten identisk AG, med AG = -36,1 kJ/mol for "global
fit” og AG = -36,6 kJ/mol for manuelt behandlede data.

Det ble forsgkt & regenerere antibodier ved 4 sette til 10mM glycinlesning, pH 1,5. Dette

fungerte ikke, proteinet falt ikke av.
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4.3 Isotermisk titreringskalorimetri

Interaksjonsstudier av His;o-ChiB-E144Q ved bruk av ITC krever mye biologisk materiale
siden reaksjonen har en liten varmeutvikling. Det var i utgangspunktet enskelig & studere bade
pH- og temperaturavhengighet pd ITC, men dette var ikke gjennomferbart av ovennevnte
grunn. Det ble derfor gjennomfert eksperiment pa 18 °C, ved pH 8, med de tre KOS som ogsd
ble brukt pd Biacore. K4 og AH ble gitt direkte fra ITC forsekene, mens AG, AS og Kp ble
beregnet ved hjelp av likningene 1.6.3 og 1.6.4 og fra forholdet K= 1/Kp. Resultatene fra

bindingsforsekene er vist i tabell 4.6.
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Figur 4.3.1: Termogram og bindingsisoterm (GlcNAc);
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Hcalisec

Figur 4.3.2: Termogram og bindingsisoterm (GIcNAc),

pcalisec

Figur 4.3.3: Termogram og bindingsisoterm (GIcNAc),
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Tabell 4.6: Termodynamiske parametere for binding mellom His;o-E144Q-ChiB og
(GIcNAc)s, (GleNAc)s og (GlcNAc)s. Tallene er basert pa to paralleller for hvert forsek.
Forsgkene ble utfort ved 18 °C.

Ligand K, Kp AG AH AS -TAS
) (LM) (kJ/mol)  (kJ/mol)  (J/(K*mol)) (kJ/mol)
(GIcNAc);  (1,2440,13)*10*  80,65+8,6  -22.8425 -16,7+3,46  20,95+14,67  -6,1+4,27
(GleNAc);  (3,31£1,68)*10°  3,02+2,07  -30,8+1,4  -533+024  87,48+4,88  -2547+1,42
(GleNAc)s 2,38%10° 0,42 35,5 7,99 1492 43,44

*For (GIcNAc) ble det kun utfert en vellykket maling.

Det ble kun gjennomfert én vellykket méling for (GIcNAc)s, men resultatene fra denne

malingen ligger innenfor standardavviket for tidligere mélinger (Norberg et al. 2010).
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5. Diskusjon

5.1 Er Biacore og ITC egnet til 4 studere substratbinding til ChiB?

Forsgkene som ble gjort med ITC og Biacore ga samsvarende resultater, med omtrent lik AG
for reaksjonene. Dette gir troverdighet til tallene. Dette stemmer ogsa overens med tidligere
sammenligninger mellom ITC og Biacore (Day et al. 2002; Norberg et al. 2010). Den gode
overensstemmelsen mellom resultatene for de to metodene tillater ogsd en kombinert tolkning

av dataene.

Fordelen med & bruke ITC er at man ved hjelp av ett enkelt forsek kan finne AH og K4, og
dermed ogsd AG og AS, i tillegg til bindingsstekiometrien. Ulempen med & bruke ITC er at
man trenger hoy konsentrasjon bade av substrat og ligand, som gjer hele prosessen arbeids-
og tidskrevende. Pa grunn av den lave varmeutviklingen blir ogsé standardavvikene relativt
store. Det var i utgangspunktet onskelig & studere bdde pH og temperaturavhengighet pa ITC,
men dette var ikke gjennomferbart av ovennevnte grunn. Det ble derfor gjennomfert forsek

ved 18 °C og pH 8, med de tre KOS som ogsa ble studert pa Biacore.

Fordelen med & bruke Biacore er at man kan bestemme hastighetskonstantene for assosiasjon
og dissosiasjon. Man far ogsé likevektskonstanten, og med det AG, og
temperaturavhengigheten til hastighetskonstanten gjor det mulig 4 estimere
aktiveringsparametre for substratbinding og dissosiasjon. Ulempen med & bruke Biacore
generelt, er at protein kan miste sin aktivitet ved dirkete immobilisering og a ha tilgang til en
his-tagget variant av enzymet kan vaere nedvendig. Nar man sd studerer binding mellom ChiB
og ulike KOS, ser det ut til at man ma bruke anti-his antibody og CMS5 sensorchip for 4 fa til
”global fit”, da dette ikke ser ut til 4 vaere mulig med NTA sensorchipen pga sterk avbledning.

5.2 Bindingsstudie, binding av KOS til ChiB

Bruk av overflateplasmonresonans tillater fastslaelse av kq og k, for binding av KOS til ChiB.
Tabell 4.4 viser sammenligning av de kinetiske og termodynamiske parameterne ved 18 °C,
og her er det tydelig at k, oker med ekende substratlengde, mens kg later til & vaere uavhengig

av substratlengden. Det er ikke overraskende at lengre substrater binder raskere og bedre enn
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kortere substrater, da det vil vare flere gunstige interaksjoner med enzymet, og det vil vare

flere gunstige fjerninger av vann ved binding.

Fra tidligere studier er det kjent hvordan ulike KOS binder i det aktive setet hos ChiB (Horn
et al. 2006¢). Ved & kombinere denne informasjonen med de oppnadde termodynamiske
parameterne er det mulig & finne bindingsenergien for hvert enkelt subsete. De seks subsetene
hos ChiB fra -3 til 3 er beskrevet i kapitlene 1.4.1 og 1.5.5. Den substratbindende kloften pa
det katalytiske domenet er utvidet med et kitinbindende domene som interagerer med den
reduserende enden av sukkerkjeden. En viss grad av substrataffinitet vil derfor vare forventet

1 ytterligere aglycon subseter, dette er tidligere blitt observert (Horn et al. 2006c).

Tidligere studier av ChiB-katalysert hydrolysering av kitin har vist at (GIcNAc); binder
utelukkende 1 -2 til +1 subsetene, (GIcNAc),4 binder utelukkende 1 -2 til +2 subsetene, og
(GIcNAc)s binder utelukkende 1 -2 til +3 subsetene (Horn et al. 2006¢). Preferansen
(GIcNAc)s har til & binde 1 -2 til +3 subsetene er blitt bekreftet ved hjelp av krystallstrukturen
av denne liganden 1 kompleks med ChiB-E144Q (van Aalten et al. 2001). (GlcNAc)¢ binder
omtrent 20 % 1 -3 til +3 subsetene, og 80 % 1 -2 til ”+4” subsetene. "+4” er
bindingsposisjonen ved siden av +3 subsetet (Horn et al. 2006¢). Kombinering av denne
kunnskapen med data fra tabell 4.6 gjor det mulig & kalkulere endringen i fri energi i de
individuelle subsetene -3, +2, +3 og ”+4”, samt en kombinert endring i fri energi for

subsetene -2, -1 og +1.
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O_o_o AG,;=-22.8 kJ/mol
O_O_O_O AG,,=-30.8 kl/mol
OOOOO AG* 5= -34.7 kJ/mol
OOOOOOLl 46.-3550mol

-3 -2 -1 +1 +2 43

0.2 228 |-8,0]-3.9]-0.9 AG (kJ/mol)
-16.7  (11.4{ 8.7 AH (kJ/mol)
21,0 [66.5]42.2 AS (J/K - mol)

Figur 5.1: GIcNAc bindingsenergier til de individuelle subsetene. Det er tidligere blitt gjort bindingsstudier med
(GIeNAc)s og (GleNAc)s til ChiB-E144Q (Norberg et al. 2010). Resultater fra tabell 4.6 er samsvarende med
resultatene for (GIcNAc)g fra denne studien, det ble derfor brukt AG, AH og AS for (GlcNAc)sfra denne studien.
Bindingsenergien for subsetene -3 og ”+4” ble funnet ved hjelp av & lase to ligninger med to ukjente;

0,2x + 0,8 y = AGx6-AG,s 0g y = 4x, der bindingsenergien for subsete -3 er X, og subsete ”+4” er y. AH og AS for
disse subsetene kan ikke beregnes.

Det er interessant a se at bindingen til subsetene -2, -1 og +1 er drevet av entalpien. De
strukturelle dataene viser at det er mange fordelaktige interaksjoner mellom sukkeret og ChiB
1 disse subsetene (van Aalten et al. 2001). Disse interaksjonene er antagelig ikke bare
nedvendige for & overkomme tapet av fri energi forbundet med konformasjonsendringen av
sukkeret som er bundet i -1 subsetet, men ogsa til & drive den faktiske bindingen. Binding til

subsete +2 og +3 er hovedsakelig drevet av entropi.

Fukamizo et al har i en detaljert studie av subseteaffiniteter hos familie 18 kitinaser estimert
fri energien til bindingene, gjennom kinetiske mélinger for individuelle sukkerbindende
subseter for kitinase-1 fra sopp patogenet Coccidioides immitis, basert pa teoretisk analyse av
kinetiske data (Fukamizo et al. 2001). Det ble funnet endringer i fri energi pa -3,8, +3,1, -2,5,
-3,0, +0,8, og -1,8 kcal/mol for -2 til ”+4” subsetene (Fukamizo et al. 2001). Den positive AG
for binding i -1 subsetet er forventet pa grunn av tap av fri energi under

konformasjonsendringen hos sukkeret. Det er derfor foreslétt at den negative endringen i fri
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energi for binding 1 -2 til +1 subsetene vist 1 figur 5.1 er resultat at to gunstige interaksjoner (-

2 og +1) og en ugunstig interaksjon (-1).

De strukturelle data og affiniteten for binding i subsetene +2 til +4 som er skissert i figur 5.1
antyder at binding av lengre GlcNAc oligomere har flere gunstige interaksjoner med enzymet
enn kortere oligomerer (van Aalten et al. 2001). Det som kan virke noe ulogisk er at kg-
verdiene later til & veere uavhengige av substratlengde. En méte & forklare dette pa, er at
dissosiasjon av uspaltede oligomere domineres av det som skjer i -2 til +1 subsetene. Her er
det mange interaksjoner mellom substratet og proteinet (van Aalten et al. 2001). I tillegg forer
substratbinding til en delvis lukking av et "tak” over substratet ved at Trp97 hydrogenbinder
med Asp316 (figur 5.2.)

Figur 5.2 Krystallstruktur for ChiB (venstre) for substratbinding med et (GlcNAc)s molekyl modellert inn i det aktive
sete og etter substratbinding (hoyre) av (GlcNAc)s. Det ses tydelig at Trp’’ (nederste bla aminosyre) hydrogenbinder
med Asp’'® (everste bld aminosyre) (van Aalten et al. 2001).

Tidligere studier har vist at Trp220 er viktig for prosessiviteten til ChiB, da fjerning av denne
aminosyren har fort til lavere prosessivitet (Horn et al. 2006a). I +2 subsetet er stacking av
Trp220 hovedinteraksjonen, denne interaksjonen er kraftig, med AG = -8,0 kJ/mol. Ved &
miste en sé sterk interaksjon mot substratet er det rimelig a anta at den er viktig for grad av
prosessivitet. Siden dette inneberer & holde enzymet bundet til substratet under og etter

hydrolysen.
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5.3 Temperaturavhengigheten til bindingsreaksjonen mellom ChiB og KOS
Det var enskelig & finne temperaturavhengigheten til reaksjonen. Dette viste seg & vare
vanskelig, da reaksjonen gar veldig raskt, som gjor at det er f4 datapunkter tilgjengelig for
analysen. Hadde kg veert lavere, ville det veert storre sannsynlighet for at man kunne bestemt

kg med starre presisjon som kanskje kunne gitt temperaturavhengigheten.

Det er likevel mulig & observere en trend, 1 alle fall for (GlcNAc)g, se figur 4.2.26. ky viser
god reproduserbarhet, og det kan se ut til & veere en lineeer sammenheng dersom man ser bort i
fra observasjonene ved 30 °C. Det er uansett ikke mulig & finne en linezer modell som passer

godt til disse dataene.

5.4 Videre arbeid

Det er igangsatt videre arbeid med Biacore, og CM5 sensorchipen. Det er enskelig & oke
datamaterialet for bindingsreaksjonen mellom ChiB og (GlcNAc)s, (GlcNAc)4, (GIcNAc)s og
(GIcNAc)s. Blant annet er det er onskelig & bestemme temperaturavhengigheten, AH for
bindingsreaksjonene. Dette gir endring i varmekapasiteten (AC,) som igjen er proporsjonal
med endring i solvateringsentropien. Med tilgang til denne kan endring i

konformasjonsentropien ogsa estimeres.

Videre er det onskelig & gjore flere forsek hvor His;o-ChiB-E144Q er immobilisert til anti-his
antibody for 4 fa til en ”gobal fit”. Dette vil gi mer pélitelige data.
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