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SAMMENDRAG 
Kitin er et uløselig og lineært polysakkarid som består av N-acetylglukosaminenheter bundet 

sammen med β-1,4-bindinger. Kitin finnes ikke naturlig i kroppen, men mennesker kan 

likevel produsere humane kitinaser som degraderer kitin. De to humane kitinasene vi kjenner 

til i dag er Acidic Mammalian Chitinase (AMCase) og Human Chitotriosidase (HCHT). Både 

AMCase og HCHT er klassifisert som familie 18 kitinaser. De to humane kitinasene er en del 

av vårt medfødte immunsystem. HCHT er vist blant annet å motvirke soppinfeksjoner og kan 

være kilde til nyttige kitooligosakkarider ved transglykosylering. Det er blitt observert 

produksjon av AMCase og HCHT i sammenheng med mange ulike sykdommer som for 

eksempel henholdsvis astma og Gauchers sykdom.  

 

Inhibering av AMCase har blitt forslått som behandlingsmetode for astma. Dersom HCHT har 

en positiv effekt på immunforsvaret kan det være ugunstig å inhibere denne kitinasen. For å 

finne selektive inhibitorer for AMCase og HCHT er det interessant å studere ulikheter mellom 

bindesetene til disse to enzymene.  

 

Målet med denne oppgaven er å utføre seterettet mutagenes på ulike aminosyrer i bindesetet 

til HCHT. Det skal utføres mutasjoner som endrer aminosyrer i HCHT til aminosyren ved 

tilsvarende posisjon i AMCase. Mutasjonene som ble utført til dette formålet var Q145R, 

Y190N, Q188I og S240Y i subsetene +2 og +3. Det ble også utført seterettet mutagenese på 

to aminosyrer som forventes å være gunstig ved transglykosylering; disse mutasjonene var 

W218F ved subsete +2 og D138N i TIM-barrel ved subsete -1. Det ble gjennomført 

vellykkede fremstilling av alle de seks seterettede mutantene. Alle mutantene viste 

kitinaseaktivitet ved overekspresjon i Pichia pastoris.  

 

I tillegg ble AMCase-villtype forsøkt isolert ved ionebyttekromatografi. Ved isolering av 

AMCase ble det benyttet samme betingelser som for tidligere isolering av HCHT. Det viste 

seg at ionebytterkromatografi under disse betingelsene ikke ga vellykket isolering av 

AMCase. Dette kan for eksempel være på grunn av at AMCase har lavere pH optimum enn 

HCHT. 
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ABSTRACT 
Chitin is an insoluble and linear polysaccharide consisting of N-acetylglucosamine units 

connected by β-1,4-bonds. Chitin is not produces in the human body, but humans can still 

produce chitinases that degrades chitin. The two human chitinases known today is Acidic 

Mammalian Chitinase (AMCase) and Human Chitotriosidase (HCHT). Both AMCase and 

HCHT are classified as family 18 chitinases. These two human chitinases are a part of our 

innate immune system. HCHT has been shown to have an anti-fungal effect and can be a 

source of chito-oligosaccharides by transglycosylation. It has been observed that AMCase and 

HCHT are produced in the presence of many different diseases such as asthma and Gauchers 

disease, respectively. 

 

Inhibition of AMCase has been suggested as treatment for asthma. If HCHT has a positive 

effect on the immune system it can be unfavorable to inhibit this chitinase. In order to find 

selective inhibitors of AMCase and HCHT it is interesting to study the differences between 

the active sites of the two enzymes. 

 

The aim of this thesis is to perform site-directed mutagenesis of various amino acids in the 

active site of HCHT. Amino acids in HCHT are going to be altered to the amino acids at the 

corresponding position in AMCase. The mutants made for this purpose were Q145R, Y190N, 

Q188I and S240Y, located by subsites +2 and +3. It was also performed site-directed 

mutagenesis on two amino acids that are expected to be beneficial for transglycosylation; 

these mutations were W218F close to subsite +2 and D138N in the TIM-barrel by subsite -1. 

All the six mutants where successfully produced and all mutants showed chitinase activity by 

overexpression in Pichia pastoris. 

 

In addition, it was attempted to isolate AMCase-wild-type by ion change chromatography. 

The conditions used for the isolation of AMCase were the same conditions used for previous 

isolation of HCHT. It turned out that ion change chromatography with these conditions did 

not give successful isolation of AMCase. This may be because AMCase has a lower pH-

optimum than HCHT.
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FORKORTELSER 

 
10xD  20 % dekstrose 

10xGY 10 % glyserol 

10xM  5 % metanol 

10xYNB  13 % Yeast Nitrogen Base 

4-MU 4-metylumbelliferon 

4-MU-(GlcNac)2 4-metylumbelliferyl-β-D-N,N’-diacetylkitobiose 

500xB 0,02 % biotin 

A Adenin 

A (Ala) Alanin 

AMCase Acidic mammalian chitinase 

AOX Alkohol oksidase 

BMGY Buffered glycerol-complex medie 

BMMY Buffered methanol-complex medie 

BSA Bovine serum albumin 

C Cytosin 

C (Cys) Cystein 

CBM  Carbohydrate Binding Motif 

ChiA ChitinaseA 

ChiB ChitinaseB 

ChiC ChitinaseC 

CIAP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase 

D (Asp) Asparginsyre 

DMSO Dimetyl sulfoxid 

DNA Deoksyribonukleinsyre 

E (Glu) Glutaminsyre/glutamat 

F (Phe) Fenylalanin 

FPLC Fast Polynucleotide Liquid Chromatography 

G Guanin 

G (Gly) Glycin 

GlcNAc N-acetylglukosamin 
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H (His) Histidin 

HCHT Human chitotriosidase  

I (Ile) Isoleucin 

IUB International Union of Biochemistry 

K (Lys) Lysin 

L (Leu) Leucin 

LB Luria-Bertani 

M (Met) Metionin 

MD Minimal Dextrose 

MOPS 3-(N-morpholino)propansulfonic acid 

MWCO  Molecular Weight Cut-Off 

N (Asn) Asparagin 

NEB1-buffer New England Biolabs buffer #1 

OD Absorbanseenheter for celletetthet 

P (Pro) Prolin 

PAGE Polyacrylamide Gel Electophoresis 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride 

Q (Gln) Glutamin 

R (Arg) Arginin 

RNA Ribonukleinsyre 

S (Ser)  Serin 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electophoresis 

T Tymin 

T (Thr) Treonin 

TAE-buffer Tris-Acetat-EDTA-buffer 

V (Val) Valin 

W (Trp) Tryptofan 

Y (Tyr) Tyrosin 

YPD Yeast Peptone Dextrose 
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1 INTRODUKSJON 

1.1 Humant immunforsvar mot kitininneholdende patogener. 

1.1.1 Kitin  

Kitin er et uløselig og lineært polysakkarid som består av N-acetylglukosaminenheter 

(GlcNAc-enheter) bundet sammen med β-1,4-bindinger. Hver nabo-sukkerenhet er rotert 180° 

i forhold til hverandre, slik at annenhver acetoamidgruppe peker motsatt vei.1 Kitin er det nest 

mest vanlige polysakkaridet i naturen etter cellulose, og finnes blant annet i eksoskjellettet 

hos krepsdyr og insekter og i celleveggen til ulike patogener som parasitter,  sopp og 

nematoder (rundormer). Kitin beskytter patogener fra tøffe forhold i vertsorganismen.2,3 

Strukturen til kitin er vist i figur 1.  

 

 
Figur 1: Viser strukturen til kitin som består av N-acetylglukosaminenheter bundet sammen 
av β(1-4)-bindinger. 
 

1.1.2 Kitosan  

Kitosan er en kopolymer som består delvis av GlcNAc-enheter og delvis av         

D-glukosaminenheter bundet sammen av β-1,4-bindinger.4 Strukturen av kitosan er vist i figur 

2. Delvis deacetylering av kitin gir kitosan og fremstillingen skjer som oftest ved 

syrebehandling av kitin.1,5 Kitosan blir ofte brukt til å studere de enzymatiske egenskapene til 

kitinaser fordi det, i motsetning til kitin, er vannløselig og dermed enklere å gjøre 

undersøkelser på. 6 Den gode vannløseligheten skyldes hydrogenbindingene som oppstår på 

grunn av amin- og hydroksylgrupper i D-glukosaminenhetene. Selv om kitosan og kitin har 

mange strukturelle likheter kan det ikke trekkes konklusjoner om kitin ut ifra undersøkelser på 

kitosan.4 Zakariassen et al. utførte i 2009 undersøkelser av prosessivitet til kitinasene 

ChitinaseA (ChiA) og ChitinaseB (ChiB) fra Serratia marcescens ved å endre aminosyrer i 

Kitin 
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det aktive setet. Det viste lavere prosessivitet og enzymaktivitet ved nedbrytning av kitin, men 

høyere prosessivitet ved nedbryting av kitosan. Studier på cellulaser av Li et al. i 2007 og 

Zhou et al. i 2004 viste den samme negative korrelasjonen mellom det uløselige 

polysakkaridet cellulose og det mer løselige polysakkaridet karboksylmetylcellulose.7  

 

 
Figur 2: Viser strukturen til kitosan som består delvis av GlcNAc-enheter og delvis av          
D-glukosaminenheter bundet sammen med β-1,4-bindinger.  
 

 

1.1.3 Kitinaser og humant immunforsvar 

Enzymene som bryter ned kitin kalles kitinaser. Selv om kitin ikke finnes naturlig i kroppen 

kan mennesker produsere humane kitinaser som degraderer kitin. Mekanismen for hvordan 

kitinaser degraderer kitin er beskrevet i avsnitt 1.2.2.8 Kitin finnes blant annet i celleveggen til 

sopp. Kitinaser er derfor en viktig bestanddel ved medfødt respons mot soppinfeksjon.9 De to 

humane kitinasene vi kjenner til er Acidic Mammalian Chitinase (AMCase) og Human 

Chitotriosidase (HCHT). Disse to er en del av vårt medfødte immunsystem. AMCase finnes i 

magen, i tårer, i nesen (sinus mucosa) og i lungene, mens HCHT blir uttrykt i humane 

makrofager.8 HCHT har potensiale for høy transglykosyleringsaktivitet og kan derfor gi 

opphav til flere kitooligosakkarider med ulik biologisk aktivitet.10 Eksempler på biologisk 

aktivitet til kitooligosakkarider som er kjent i dag er antifungal aktivitet, antibakteriell 

aktivitet, at de kan motvirke kreft og at de kan ha en positiv effekt på immunforsvaret.11 

HCHT bidrar blant annet til produksjon av kitooligosakkaridet kitotetraose. Studier har vist at 

kitotetraose kan være et viktig signalmolekyl for viktige reguleringer i planter og har blant 

annet vist å påvirke embryogenesen i sebrafisk. Det er interessant å se om kitininneholdende 

organismer i mennesker kan føre til lokal kitotetraosedannelse som kan gi respons til lokale 

celler og til immunforsvaret.10 

 

Kitosan 
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1.1.4 Sykdommer forbundet med kitinaser 

Både HCHT og AMCase er funnet oppregulert ved ulike sykdommer. HCHT ble første gang 

oppdaget i plasmaet til pasienter med Gauchers sykdom ved at aktiviteten mot det kunstige 

substratet 4-metylumbelliferyl-kitotriose økte flere hundre ganger i forhold til i plasmaet hos 

friske personer. Gauchers sykdom oppstår på grunn av en arvelig mangel på enzymet 

glukocerebrosidase.3,12 HCHT er i tillegg oppregulert ved blant annet prostatakreft, Niemann-

Picks sykdom og malaria.13 Det blitt observert mangel av HCHT ved infeksjon av Wuchereria 

bancrofti, som fører til filariasis.3 Filariasis er en infeksjonssykdom som ofte oppstår i 

tropiske land. HCHT-genet er ikke essensielt for mennesker, men omtrent 35 % er 

heterozygote og 6 % er homozygote for en inaktivert form av genet.14 Denne inaktive formen 

har 24 basepar insersjon i exon 10 av kitotriosidasegenet som hindrer produksjon av et aktivt 

enzym. Et studie har vist at mennesker med den inaktive formen av HCHT-genet er mer utsatt 

for nematodale infeksjoner. Parasittiske nematoder syntetiserer kitin i løpet av sin livssyklus 

og kitinaser kan forstyrre disse prosessene.  

 

Det kommer stadig mer beviser som styrker at soppinfeksjon og produksjon av AMCase i 

lungene spiller en rolle ved utvikling av astma. Et studie av Goldman et. al. i 2011 har vist at 

produksjonen av AMCase blir aktivert i luftveiene hos barn med alvorlig astma. Ulike 

sopptyper kan være involvert, men Aspergillus fumigates ser ut til å være den mest utbredte.9 

En inhibitor til enzymet har blitt foreslått som behandling, men dette må undersøkes nærmere 

for å ikke forstyrre de anti-patogene egenskapene til kitinasene.3 Flere inhibitorer har blitt 

identifisert for de humane kitinasene, blant annet allosamidin, styloguanidiner, argifin og 

argadin.15 Pseudosakkaridet allosamidin er den viktigste inhibitoren for familie 18 kitinaser i 

dag. Strukturen til allosamidin vises i figur 3.8 Familie 18 inhibitorer kan blant annet brukes 

ved å detektere familie 19 kitinaser som forblir aktive ved introduksjon av disse 

inhibitorene.16 

 
Figur 3: Viser strukturen til allosamidin, som i dag er den vanligste inhibitoren for familie 18 
kitinaser.  

Allosamidin 
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1.2 Glykosyl hydrolaser  
Glykosyl hydrolaser er enzymer som bryter ned polysakkarider. Det er utrolig høy diversitet 

innen polysakkarider blant annet fordi karbohydrater har høy evne til stereokjemisk variasjon. 

På grunn av dette har polysakkarider ofte mange biologiske roller i levende organismer, blant 

annet lagring av energi, oppbygging av cellevegger og som spesifikke signalmolekyler. En 

konsekvens av denne diversiteten er at det må et stort antall ulike glykosyl hydrolaser til for å 

kunne hydrolysere de ulike glykosidbindingene. Mangel på disse enzymene er ofte arvelige 

og kan være årsak til mange ulike sykdommer, for eksempel laktose intoleranse.17  

1.2.1 Klassifisering og struktur 

Glykosyl hydrolaser klassifiseres etter likhet i aminosyresekvens og det fins nå over 100 

forskjellige familier.17,18 Klassifisering i familier skal gi informasjon om de ulike strukturene 

og funksjonene til enzymene. Enzymer med ulik substratspesifisitet kan høre til i samme 

familie og enzymer som hydrolyserer samme substrat kan høre til i ulike familier. Denne 

typen klassifisering er altså ulik fra IUBs (International Union of Biochemistry) nomenklatur, 

som hovedsakelig baserer seg på substratspesifisitet. Bindesetene til glykosyl hydrolaser deles 

inn i tre typer hovedstrukturer som kalles lomme-, kløft- og tunnelstruktur. Disse tre 

strukturene vises i figur 4.17 

 

 
  

Figur 4: Viser tre hovedstrukturer ved glykosyl hydrolaser. (A) Lommestruktur. (B) 
Kløftstruktur. (C) Tunnelstruktur.17 

 
 

1.2.2 Mekanisme  

Hydrolyse av glykosidbinding ved glykosyl hydrolaser skjer ved syrekatalyse og det finnes to 

hovedmekanismer som kalles bevarende og inverterende. Mekanismene er vist i figur 5. Den 

   A B C 
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bevarende mekanismen skjer ved at oksygenet i den glykosidiske bindingen blir protonert av 

en syre og at en base på enzymet angriper sukkerresten. Glykosyl-enzymbindingen blir 

hydrolysert av et vannmolekyl, og det anomere karbonet på sukkeret vil til slutt ha samme 

stereokjemi som substratet. Ved denne mekanismen er basen posisjonert så den lett kan danne 

hydrogenbinding med glykosidoksygenet. Ved inverterende mekanisme er denne avstanden 

større og det trengs derfor et vannmolekyl mellom basen og sukkeret for å få reaksjonen til å 

skje. Basen aktiverer vannmolekylet til å angripe det anomeriske senteret, og det dannes 

motsatt stereokjemi av substratet. Ved bevarende mekanisme og inverterende mekanisme er 

avstanden mellom syren og basen på enzymet henholdsvis 5,5 og 10 Å.17  

 
Figur 5: Viser hovedmekanismene for hydrolyse av glykosidbindinger ved glykosyl 
hydrolaser. (a) Bevarende mekanisme fører til samme stereokjemi i produkt og substrat.      
(b) Inverterende mekanisme fører til motsatt stereokjemi i produkt og substrat.17 

 

1.2.3 Biomassekonvertering 

Det er interessant å studere glykosyl hydrolaser for å finne gode måter å konvertere biomasse 

til bioenergi.6 Biomassekonvertering er av stor biologisk og økonomisk interesse og det blir 

produsert biopolymerer av cellulose og kitin på henholdsvis en trillion og 100 billioner tonn i 

året. Cellulose er en polymer av β-1,4-glukose-enheter og har stor strukturell likhet med 

kitin.7 Studier av enzymatisk degradering av disse to polysakkaridene er problematisk fordi de 

er uløselige. På grunn av dette er det vanskelig å arbeide med blant annet intermediater og 

oligosakkaridprodukter. Bruk av det løselige polysakkaridet kitosan gir en unik mulighet til 

enklere å kunne studere mekanismen til kitinaser.1 Kunnskap om effektiv degradering av kitin 

og kitosan kan gi tilgang til bioaktive kitooligosakkarider som har potensiale for bruk i blant 

annet jordbruk og medisin.7 Fordi kitin og cellulose har lignende struktur kan kitosan brukes i 

modellsystemer for å studere visse enzymatiske aspekter hos både kitinaser og cellulaser.1  
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The wealth of information provided by the recent structure determinations
of many different glycosyl hydrolases shows that the substrate specificity
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of their three-dimensional structures rather than by their global fold.
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Carbohydrates show wide stereochemical variation and
can be assembled in so many different fashions that there
are over 1012 possible isomers for a reducing hexasaccha-
ride [1]. Living organisms take advantage of this diversity
by using oligosaccharides and polysaccharides for a
multitude of biological functions, from storage and struc-
ture to highly specific signalling roles. Selective hydrolysis
of glycosidic bonds is therefore crucial for energy uptake,
cell wall expansion and degradation, and turnover of sig-
nalling molecules. As a consequence of saccharide diver-
sity, there is great variety amongst the enzymes that
hydrolyze glycosidic bonds, the O-glycosyl hydrolases
(EC 3.2.1.x). Heritable deficiencies in glycosyl hydro-
lases, for example lactose intolerance [2] and a number of
lysosomal storage diseases [3], are among the most
frequent genetically based syndromes in man.

Mechanisms
Enzymatic hydrolysis of the glycosidic bond takes place
via general acid catalysis that requires two critical residues:
a proton donor and a nucleophile/base [4,5] (Fig. 1). This
hydrolysis occurs via two major mechanisms giving rise to
either an overall retention, or an inversion, of anomeric
configuration [4]. In both the retaining and the inverting
mechanisms, the position of the proton donor is identical,
in other words it is within hydrogen-bonding distance of
the glycosidic oxygen. In retaining enzymes, the nucleo-
philic catalytic base is in close vicinity of the sugar
anomeric carbon. This base, however, is more distant in
inverting enzymes which must accommodate a water
molecule between the base and the sugar. This difference
results in an average distance between the two catalytic
residues of -5.5 A in retaining enzymes as opposed to
-10 A in inverting enzymes [6].

Lysozymes were the first glycosyl hydrolases to have their
three-dimensional (3D) structures solved [7,8]. The two
catalytic amino acids were identified as aspartate and
glutamate residues. In most glycosyl hydrolases studied
since, only aspartate and/or glutamate residues have been
found to perform catalysis. Recent data, however, suggest
that other residues may sometimes be involved in
glycosidic bond cleavage. Typical examples are viral
neuraminidase and bacterial sialidase, where the
transition state is thought to be stabilized with the help of
a tyrosine [9,10].
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Fig. 1. The two major mechanisms of enzymatic glycosidic bond
hydrolysis as first proposed by Koshland 4]. (a) The retaining
mechanism, in which the glycosidic oxygen is protonated by the
acid catalyst (AH) and nucleophilic assistance to aglycon depar-
ture is provided by the base B-. The resulting glycosyl enzyme is
hydrolyzed by a water molecule and this second nucleophilic
substitution at the anomeric carbon generates a product with the
same stereochemistry as the substrate. (b) The inverting mecha-
nism, in which protonation of the glycosidic oxygen and aglycon
departure are accompanied by a concomitant attack of a water
molecule that is activated by the base residue (B-). This single
nucleophilic substitution yields a product with opposite stereo-
chemistry to the substrate.

Enzymatic hydrolysis of certain oligosaccharides may also
take advantage of the natural chemistry of the substrate.
Participation of the substrate C2 acetamido group in
catalysis by lysozymes and some retaining chitinases has
been suggested from several underrated sources. Hydro-
lysis by hen egg white lysozyme (HEWL) of N-acetyl-
chitobioside substrates with either a C2 hydroxyl or C2
acetamido group has been studied in detail [11].
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1.3 Humane kitinaser 

1.3.1 Klassifisering av kitinaser 

Kitinaser, eller kitin hydrolaser, er enzymer som hydrolyserer kitin.19 Enzymene er delt inn i 

familie 18 og 19 glykosyl hydrolaser. De to familiene har ulikheter ved både 

aminosyresekvens og tredimensjonal struktur, og de antas å ha ulik evolusjonær opprinnelse.16  

 

Familie 18 kitinaser kommer fra bakterier, sopp, virus, dyr og noen planter. Familie 18 

kitinaser fra planter er delt inn i klasse III og V på grunn av små strukturelle ulikheter. Det 

katalytiske domenet til familie 18 kitinaser har en TIM-barrel-struktur, og kitin hydrolyseres 

ved bevarende mekanisme, beskrevet i avsnitt 1.2.2. I motsetning til familie 19 har familie 18 

kitinaser vist seg å bli inhibert av allosamidin. Familie 19 kitinaser finnes i bakterier og i 

planter som klasse I, II og IV kitinaser. Det katalytiske domenet har blant annet høyt innhold 

av α-helikser, og hydrolyseringen skjer ved inverterende mekanisme, beskrevet i avsnitt 

1.2.2.16  

De to humane kitinasene vi kjenner til i dag, AMCase og HCHT, er begge kategorisert som 

familie 18 glykosyl hydrolaser. AMCase og HCHT deler stor likhet ved struktur, men mye 

tyder på at de to kitinasene har flere funksjonelle ulikheter.13  

 

 
Figur 6: (A) Krystallstruktur av AMCase med metylallosamidin i bindesetet. Katalytiske baser 
er merket med rødt.20 (B) Krystallstruktur HCHT med substrat i det aktive setet. Katalytiske 
baser er merket med blått.19 

 

 A B 
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1.3.2 Acidic mammilian chitinase  

AMCase har en størrelse på 50 kDa og består av et 35 kDa N-terminalt katalytisk domene og 

et C-terminalt kitinbindende domene. Disse to domenene blir holdt sammen av et hengsel.21 

AMCase er et eksoenzym og kutter kitin fra den ikke-reduserende enden av kitinkjeden.7,8 I 

mus har AMCase to pH-optimum, ett på 2 og ett mellom 3 og 6. Hos mennesker ligger      

pH-optimumet mellom 4 og 5. AMCase har vist seg å ha lav transglykosyleringsaktivitet. Se 

figur 6 for illustrasjon av AMCase.7 

 

1.3.3 Human chitotriosidase 

HCHT er i stor grad homolog med kitinasene i lavere organismer.10 Selv om enzymet blir 

transkribert fra et enkelt gen finnes det to versjoner av det, en på 39 kDa og en på 50 kDa. 

HCHT blir syntetisert som et 50-kDa protein som besår av et C-terminal-kitinbindende 

domene med et hengsel til den 39 kDa N-terminale delen. Det er kun fullengdeproteinet som 

blir sekrert ut i blodet, mens 39 kDa-proteinet kun finnes i makrofagenes lysozymer.3 En stor 

andel av 50 kDa versjonen konverteres til 39 kDa ved post-translasjon eller              

RNA-prosessering. Enzymet på 39 kDa kan også degradere kitin, men C-terminaldomenet er 

et kitinbindende domene og kan ha noe å si for prosessiviteten.10 HCHT er vist i figur 6. 

 

1.3.4 Chi-lektiner 

I tillegg til AMCase og HCHT har det blir oppdaget flere humane og i stor grad homologe 

proteiner. Disse proteinene mangler aktivitet fordi katalytiske sidegrupper er blitt substituert. 

Dette er sannsynligvis på grunn av spontane mutasjoner i det aktive setet gjennom 

evolusjonen. Disse proteinene blir kalt chi-lektiner. Selv om proteinene ikke har aktivitet kan 

de binde seg til karbohydrater. Chi-lektinene hører også til under familie 18 glykosyl 

hydrolaser og består av et 39 kDa-domene med en TIM-barrel-struktur. I motsetning til andre 

humane kitinaser mangler disse proteinene det konserverte kitinbindende domenet. Selv om 

det finnes mye informasjon om strukturen til chi-lektinene er det lite kunnskap om 

funksjonene.12 Chi-lektiner blir, i likhet med AMCase og HCHT, oppregulert ved ulike 

sykdommer. Et studie av Chupp et al. i 2007 viser at nivået av chi-lektinet YKL-40, også kalt 

human cartilage glycoprotein 39, er økt i både blodsirkulasjonen og i luftveiene til pasienter 

med alvorlig astma.22 
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1.4 Prosessivitet 
Et enzym er prosessivt dersom det kan utføre flere bindingsbrudd hver gang det fester seg til 

substratet. Prosessiv degradering antas å være viktig for enzymeffektiviteten fordi det 

reduserer antall ganger enzymet må feste seg på nytt, noe som er en energikrevende prosess. 

Prosessive enzymer har ofte lange og dype aktive seter.7  

 

I kitin og cellulose er nabo-sukkerenhetene rotert motsatt vei i forhold til hverandre. Det gjør 

at det minste produktet ved prosessiv aktivitet er et disakkarid fordi substratet flytter seg to 

subseter over kuttestedet etter hver hydrolyse, vist i figur 7. På grunn av manglende        

N-acetyl-sidekjeder i forhold til kitin vil det ved prosessiv nedbryting av kitosan kunne 

dannes partallenheter som er større enn dimere. Prosessiviteten til kitinaser kan blant annet 

måles ved å hydrolysere kitosan og studere forholdet mellom produkter med partallenheter og 

oddetallsenheter.1  

 

 
Figur 7: Illustrasjon av det aktive setet hos kitinasen ChiA fra S. marcescens som viser 
subsetene fra -4 til +2. Den svarte sukkerenheten illustrerer den reduserende enden av en 
substratet, som her er en kitinkjede. CBM er et karbohydratbindende domene som antas å 
være involvert i bindingen av substratet kitin. Den øverste pilen viser retningen til substratet 
gjennom det aktive setet. Glykosidbindingen blir brutt mellom subsete -1 og +1. Figuren viser 
hvordan plasseringen av N-acetyl-sidekjeden gjør at prosessivitet resulterer i dimere.1  
 

  

bution of odd- and even-numbered fragments. Product profiles
for the two other mutants showed a clear dominance of even-
numbered fragments, but the relative amounts of odd-num-
bered fragments were slightly higher compared with wild-type
ChiA (Fig. 3A). At! ! 0.14 (Fig. 3B), the reduced processivity of

themutants becamemore apparent,
in particular for theW167Amutant
(Fig. 3B). The oligomer fraction
from the W167A degradation had
an almost uniform distribution of
even- and odd-numbered frag-
ments. At ! ! 0.14 reduced proces-
sivity was also clearly visible for the
W275A and F396Amutants (shown
by the clearly visible peaks for odd-
numbered products), but the
observed effects were not as dra-
matic as for the W167A mutant.
The product spectrum observed for
the W167A/W275A mutant dif-
fered somewhat from the other
product profiles but still clearly
showed a lack of processivity (Fig.
3B). At the near end point of hydrol-
ysis (! ! 0.34; Fig. 3C), all of the
enzyme variants produced similar
oligomeric fractions.

The chromatograms for the
W167A and W167A/W275A
mutants showed some atypical fea-
tures such as the production of rel-
atively large amounts of fully acety-
lated trimers,A3, and tetramers,A4,
in the early stages of the reaction
(marked in Fig. 3,A andB), aswell as
heterogeneity in the pentamer and
hexamer peaks (visible in Fig. 3, B
and C). The presence of unusual

products (in addition to abundant standard end products such
as AA and DA dimers) was confirmed by matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight analyses, which showed
the presence of several oligomer species not observed for the
wild-type enzyme, including fully acetylated pentamers (A5)
and hexamers (A6) (results not shown).
Hydrolyzing Activity toward "-Chitin and Chitosan—Degra-

dation experiments with insoluble crystalline "-chitin showed
that all the mutants were considerably less efficient than wild-
type ChiA, both in terms of rate and the yield after 50 h of
degradation (Fig. 4). The W275A and F396A mutants showed
similar (reduced) initial rates and "50% of the wild-type yield.
The W167A mutant showed an even lower initial rate, and the
yield was only around 30% of the wild type. The double mutant
W167A/W275A showed the lowest efficiency toward "-chitin
and had practically no activity toward this insoluble substrate.

Fig. 5 shows that all mutants had considerably elevated activ-
ities toward the soluble chitosan polymer. The initial specific
activity of wild-type ChiA was calculated to be 12 s#1, and the
rate was constant up to ! ! 0.18. The W275A and F396A
mutants had specific initial rates that were calculated to be 219
and 80 s#1, respectively. The #3 subsite mutant, W167A
showed a similar initial rate as the W275A mutant, but already
in the early phase of reaction, at ! ! 0.08, the rate decreased
markedly. In contrast,W275A and F396A kept their high initial

FIGURE 1. Position of aromatic residues and enzyme-substrate interactions in ChiA and B from S. marc-
escens. A and B show the !-carbon chain of the complete ChiA (A; Protein Data Bank code 1EDQ) and ChiB (B;
Protein Data Bank code 1E15) enzyme as well as the aromatic side chains that line the substrate-binding cleft
of the catalytic domain and the surface of the chitin-binding domain (which points to the upper left in A and to
the lower right in B). The catalytic domains are oriented in approximately the same way. C and D show the
details of the crystal structure of ChiA-E315Q in complex with (GlcNAc)8 (C; Protein Data Bank code 1EHN) and
ChiB-E144Q in complex with (GlcNAc)5 (D; Protein Data Bank code 1E6N), with aromatic amino acids in dark
blue and the GlcNAc oligomer in light blue (carbon), dark blue (nitrogen), and red (oxygen). In all of the panels,
the side chain of the catalytic acid (Glu315 in ChiA and Glu144 in ChiB) is shown in green (in C and D, the catalytic
acid is shown for illustration purposes). The numbers indicate the subsite to which the sugar above is bound. In
ChiA (47, 62), the chitin-binding domain (comprising residues 24 –137) extends the substrate-binding cleft
toward the nonreducing end of the substrate; dimeric products are thought to be released from subsites $1
and $2. In ChiB (37, 48), the chitin-binding domain (comprising residues 451– 499) extends the substrate-
binding cleft toward the reducing end of the substrate; dimeric products are thought to be released from
subsites #1 and #2.

FIGURE 2. Schematic picture of ChiA from S. marcescens in complex with a
single chitin chain. The catalytic domain of the enzyme has six subsites,
numbered from #4 to $2. CBM indicates a FnIII-type carbohydrate-binding
module thought to be involved in chitin-binding (12). The reducing end sugar
is colored black. Approximate positions of important aromatic residues that
have hydrophobic interactions with sugar residues are shown. The glycosidic
bond between the sugar residues in subsite $1 and #1 is enzymatically
cleaved (illustrated with an arrow). A correctly positioned N-acetyl group
(shown as sticks) in the #1 subsite is essential for the substrate-assisted catal-
ysis (35–37). The scheme shows the situation during processive action when
only dimers are produced. The arrow indicates the supposed direction of the
sliding of the substrate through the active site cleft (48, 49). In the case of
chitosan, which consists of both N-acetylated glucosamines (GlcNAc or A
units) and glucosamines (GlcN or D units), complexes formed during proces-
sive action may be nonproductive because the sugar bound in the #1 subsite
may lack the catalytically crucial N-acetyl group. This leads to the production
of longer even-numbered oligomers, which is diagnostic for processivity (30,
31, 38).
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1.5 Transglykosylering 
Glykosyl hydrolaser utfører hovedsakelig hydrolyse av glykosidbindinger. Noen glykosyl 

hydrolaser katalyserer i tillegg transglykosyleringsreaksjoner. Transglykosyleringene skjer 

ved at det oppstår nye glykosidbindinger mellom donor- og akseptorsakkarider. 

Transglykosylerende kitinaser kan gi opphav til kitooligosakkarider med ny eller forbedret 

aktivitet. Disse kitooligosakkaridene kan dannes ved at mindre kitooligosakkarider blir koblet 

til hverandre eller til andre funksjonelle grupper.11  

 

1.5.1 Katalytisk mekanisme for transglykosylering ved familie 18 kitinaser 

Transglykosylerende enzymer gir som oftest et kovalent glykosyl-enzymintermediat. Noen 

familie 18 kitinaser gir derimot opphav til et intermediat som er et ikke-kovalent 

oksazoliniumion, vist i figur 8 ved trinn C. Figur 8 viser mekanismen til transglykosylering av 

familie 18 kitinasen ChiB fra S. marcescens. (A + B): Substratet bindes til enzymet og Asp142 

roterer mot Glu144. Substratbindingen fører til konformasjonsendring ved sukkerets subsete -1 

til båtkonformasjon. (B + C): Glu144 gir fra seg sitt hydrogen og protonerer 

glykosidoksygenet. Et nukleofilt angrep fra acetamidgruppen (R-NH-CO-CH3) til det 

anomeriske senteret på sukkerenheten fører til at den ugående gruppen (-ROH) faller av og et 

oksazoliniumion-intermediat dannes. (C + D): Glu144 opptrer nå som en base og aktiverer et 

akseptormolekyl (-R’OH) som angriper oksazoliniumionet. (D): Dersom den nye sidegruppen 

er vann har det skjedd en hydrolyse. Dersom den nye sidegruppen er et karbohydrat har det 

skjedd en transglykosylering. For at et enzym skal ha høy transglykosyleringsaktivitet må det 

favorisere binding av karbohydratmolekyler til intermediatet.11  

 

Hos ChiB fra S. marcescens antas Asp142 å være viktig for transglykosylering fordi den har 

egenskapen at den kan befinne seg ved to posisjoner; opp og interagere med Glu144 eller ned å 

interagere med Asp140. I et studie ved Zakariassen et al. i 2011ble det observert lavere 

stabilitet av oksazoliniumintermediatet ved mutasjon av Asp142 til Asn142.11 
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Figur 8: Viser mekanismen for transglykosylering av familie 18 kitinasen ChiB fra         
S. marcescens. Figuren viser -1 subsete sukkerenheten og utvalgte sidegrupper i enzymets 
aktive sete. (C)Viser strukturen til et oksazoliniumion.11  
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1.6 Sidegruppenes egenskaper 

1.6.1 Sammenligning av bindesetene til HCHT og AMCase 

AMCase og HCHT er enzymer som bidrar ved vårt humane immunforsvar og de blir begge 

oppregulert ved ulike sykdommer. Det er viktig å studere begge disse enzymene blant annet 

for å ha mulighet til å designe selektive inhibitorer. Figur 9 viser struktur av (A) HCHT og 

(B) AMCase med en nonamer modellert inn i bindesetet. 

 

Aromatmotivene ved subsetene -6 til +2 er like hos HCHT og AMCase. Subsetene inneholder 

strekk med et konservert Trp-Tyr-Trp-Trp-motiv. Subsetene +1 og +2 er sannsynligvis en 

utvidet bindende kløft hos begge enzymene. Fra subsete +2 er strukturen til HCHT og 

AMCase ulike; dette område er trangere hos HCHT. Det er to områder på HCHT som er ulik 

fra AMCase, som begge ser ut til å kunne interagere med +3 og/eller +4 sukker, enten direkte 

eller via et vannmolekyl. Disse to områdene er merket med I og II på bilde og er farget røde. I 

regionen merket med I på HCHT sitter de tre ikke-konserverte aminosyrene Glu188, Thr189, og 

Tyr190 på α-heliks 5 i en TIM-barrel og aminosyren Gln145 på en loop. På samme område i 

AMCase sitter henholdsvis Ile188, Ser189,  Asn190 og Arg145. Den røde regionen merket med II 

inneholder starten på α-heliks 6 i en TIM-barrel. Hos HCHT er denne aminosyresekvensen 

RQEESGAAAS fra residu 232 til 239 og i AMCase er sekvensen YPTDTGSNAY fra residu 

232 til 240. I motsetning til HCHT har AMCase høy toleranse for syrer. Dette er på grunn av 

aminosyrene His208, His269 og Arg145 nær det aktive setet, som hos HCHT er Asn208, Arg269 og 

Gln145.8  

 
Figur 9: (A) Krystallstruktur av HCHT. (B) Krystallstruktur av AMCase. Bildene illustrerer 
en nonamer modellert inn i bindesetet. Område farget med blått er aminosyrer som har vist 
seg å være viktige for binding av kitinkjeden og for enzymegenskapene. Områdene farget i 
rødt og nummerert I og II er områder som er ulike i HCHT og AMCase og som kan tenkes å 
interagere med ligand.8 

B A 
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1.6.2 Enzymatiske egenskaper hos HCHT ved sammenligning med ChiA, ChiB og ChiC 

Tidligere forsøk indikerer at HCHT har høy bindingsaffinitet i både subsete +2 og +3 og 

formodentlig også i +4. Dette betyr at HCHT sannsynligvis har en utvidet 

substratbindingskløft. Dette funnet styrker også påstanden om at HCHT har høy 

transglykosyleringsaktivitet fordi sterk binding er kjent for å forbedre 

transglykosyleringsaktivitet i familie 18 kitinaser.8 Mutasjonsanalyser på kitinasen ChiA fra 

S. marcescens har vist at introduksjon av Trp i subsete +2, som hos HCHT, øker 

transglykosyleringsaktiviteten betraktelig.13 Eliminering av aromatiske sidegrupper hos 

HCHT har vist seg å redusere transglykosyleringsaktivitet.11 

 

HCHT, ChiA og ChiB har alle dype bindeseter, noe som ofte indikerer eksoaktivitet. Alle 

disse enzymene har vist dominerende endoaktivitet ved hydrolyse av kitosan. Det er mulig at 

HCHT har eksoaktivitet ved hydrolysering av kitin. Kitosan er mer løselig enn kitosan og 

dermed mer tilgjengelig for enzymene. ChitinaseC (ChiC) er ansett som et endoenzyme og 

har et mye mer åpent bindesete enn HCHT, ChiA og ChiB, se figur 10.13 

 

ChiA og ChiB er begge prosessive enzymer som kutter kitin i motsatt retning og etterlater seg 

GlcNAc-dimere. HCHT har et aromatisk motiv fra subsete -6 til -3 som ligner motivet i ChiA 

(W71, Y34 og W31 i HCHT og F232, Y170 og W167 i Chi A). HCHT har også samme Trp-Trp 

motiv i subsetene +1 og +2 som ChiB (W99 og W218 i HCHT og W97 og W220 i ChiB ). For 

ChiB har W97 og W220 ved henholdsvis subsete +1 og +2 vist seg å være viktig for 

prosessiviteten. Mutasjoner ved tilsvarende posisjoner hos ChiA ga kun en liten reduksjon av 

prosessivitet. Alle familie 18 glykosyl hydrolaser har Trp ved subsete -1 (W539 i ChiA, W403 i 

ChiB og W321 i ChiC og W360 i HCHT). Aromatiske residuer i bindesetet antas å være viktig 

for substratbinding og prosessivitet. Det har også blitt observert kitinbindende domener hos 

ChiA og ChiB, som ikke finnes hos HCHT. HCHT har vist høy andel av partallsenheter ved 

nedbryting av kitosan, noe som tyder på prosessivitet, men muligens i lavere grad enn hos 

ChiA og ChiB. Høy transglykosyleringsaktivitet hos HCHT kan tenkes å bidra til å redusere 

prosessiviteten. Figur 10 viser strukturene til bindesetene for ChiA, ChiB, ChiC og HCHT 

merket med sidegruppene som er nevnt over.13 
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Figur 10: Krystallstrukturer av (A) ChiA fra S. marcescens, (B) 39 kDa-formen av HCHT, (C) 
det katalytiske domenet til ChiC fra Lactobacillus lactis og (D) ChiB fra S. marcescens. 
Strukturene viser bindesetene til enzymene hvor utvalgte sidegrupper er markert i blått.13 
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1.7 Seterettet mutagenese 
Seterettet mutagenese gjør det mulig å utføre spesifikke endringer i en gensekvens for et 

enzym for å studere sammenheng mellom dets struktur og funksjon. For kitinaser er det 

interessant å studere egenskaper som transglykosyleringsaktivitet, ekso-/endoaktivitet, 

prosessivitet eller om endring av struktur kan gjøre enzymet inaktivt.23 Seterettet mutagenese 

kan utføres ved bruk av en dobbelttrådet DNA-vektor med innsatt gen av interesse. I tillegg 

trengs det DNA-oligonukleotidprimer som inneholder den ønskede mutasjonen. For at 

primeren skal feste seg til riktig sted på gensekvensen må det være nok matchende 

nukleotider på begge sider av basen(e) som skal endres. Primerene kan forlenges ved PCR-

reaksjon (Polymerase Chain Reaction-reaksjon) ved bruk av DNAploymerase. 

Oligonukleotidet vil da basepare med nukleotider på utvalgt sted i gensekvensen, bortsett fra 

ved den korte delen med mis-match. Inkorporering av primerene gir mutert plasmid med 

nicks. Umutert DNA kan fjernes ved å bruke et restriksjonsenzym som denaturerer metylert 

DNA. Omtrent alt DNA isolert fra dam+ Escherichia coli er dam metylert og vil derfor bli 

brutt ned av blant annet endonulkeasen DpnI. Til slutt settes nukleotidsekvensen inn i en 

passende vektor. Vektoren transformeres inn i en vertscelle som reparerer nicksene i de 

muterte plasmidene.24 

1.7.1 Design av primere 

For å utføre punktmutasjonene benyttes det forward - og reverse primere med mellom 25 og 

45 basepar som inneholder den ønskede mutasjonen i midten. Begge mutageneseprimerne må 

være komplementære til sekvensen ved den ønskede mutasjonen. Minst 40 % av basene bør 

være guanin (G) og cytosin (C) og primeren bør ende med minst en G eller C.  Primerne må 

renses enten ved Fast Polynucleotide Liquid Chromatography (FPLC) eller ved 

Polyacrylamide Gel Electophoresis (PAGE) for å ikke få nedsatt mutasjonseffektivitet. 5’-

fosforyllering av primerne er ikke nødvendig. Smeltetemperaturen bør være over eller lik 78 

°C, se ligning 1 for beregning av smeltetemperatur.24 

 

Tm = 81,5+ 0,41! %!!" − !!"#! − (%!!"#!$%&ℎ)  (1) 

der, 

Tm: smeltetemperatur (°C)  

N: totalt antall nukleotider 

Verdiene for % GC og % mismatch er i heltall   
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1.8 Mål med oppgaven. 
Målet med denne oppgaven er å mutere aminosyrer i det bindesetet til HCHT som er ulike i 

forhold til AMCase. Disse aminosyrene i HCHT skal muteres til aminosyren i samme 

posisjon hos AMCase. Det skal også gjøres mutasjoner på aminosyrer i HCHT som kan 

tenkes å være assosiert med transglykosylering. 

 

HCHT kan isoleres ved ionebytterkromatografi med buffere med pH på mellom 4,2 og 6,8. I 

denne oppgaven skal det undersøkes om AMCase kan isoleres på samme måte som for HCHT 

ved ionebytterkromatografi. 
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2 MATERIALER 

2.1 Kjemikalier 

Kjemikalie Leverandør 

10xLoadingbuffer TaKaRa 

10xNEB1-buffer, New England Biolabs buffer #1 New England Biolabs 

100xBSA purified (10 mg/mL) New England Biolabs 

4-MU, 4-metylumbelliferon ((1,0 µM) Sigma-Aldrich 

4-MU-(GlcNac)2,  

4-metylumbelliferyl-N-acetyl-β-D-glukosaminid   

Sigma-Aldrich 

6xLoadingbuffer New England Biolabs 

Agar, BactoTM Agar Merck 

Agarose, SeaKem® LE Agarose Cambrex Bio Science 

Ampicillin sodium salt Sigma 

Biotin, C10H16N2O3S Sigma-Aldrich 

Coomassie Brillant Blue (0,1 %) Bio-Rad 

D(+)-glukose, C6H12O6 Merck 

Eddiksyre purex analytical grade  

(99,8 %), C2H4O2 

SDS 

EDTA, C10H16N2O8 Sigma 

Etidiumbromid, H20BrN3 Sigma-Aldrich 

Geneticin Active GIBCO (50 mg/mL) Invitrogen 

Gjærekstrakt, Technical, BactoTM  BD 

Glyserol (87 %), C3H8O3 Sigma-Aldrich 

Glysin, C2H5NO3 Merch 

Kaliumsulfat, K2HPO4 Sigma-Aldrich 

1 kb DNA Ladder New England Biolabs 

Bench MarkTM Protein Ladder Invitrogen 

Metanol (100 %), CH4O Sigma-Aldrich 

MOPS SDS Running Buffer,  

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid, NuPage (20x) 

Invitrogen  
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Natriumacetat, C2H3NaO2 Sigma-Aldrich 

Natriumfosfat, HNa2O4P Fluka 

Natriumhydroksid, HNaO Sigma-Aldrich 

Natriumklorid, NaCl Merck 

Pepton, BactoTM BD 

PMSF Protease inhibitor, 

Phenylmethanesulfonylfluoride (5mM) 

Sigma 

Trizma® base Sigma 

Sitronsyre, C6H8O7!H2O VWR International 

Trypton, BactoTM BD 

YNB, Yeast Nitrogen Base med ammoniumsulfat uten 

aminosyrer 

Invitrogen 

 

2.2 Instrumenter 
Instrument Leverandør 

Fluorometer, DyNA Quant200 Hoefer 

Fluorometer, QubitTM Invitrogen 

Gel-kamera, Chemi Doc XRS Bio-Rad 

Kromatografisystem, Biologic LP Bio-Rad 

NanoDrop, ND 1000 Thermo Scientific 

PCR-maskin, Thermal Cycler DOPPIO VWR 

pH-meter, MP 200 Mettler-Toledo 

Spektrofotometer, Bio Photometer Eppendorf 

Spenningskilde til DNA-gelelektroforese, 

Power PackTM Basic 

Bio-Rad 

Spenningskilde til SDS-PAGE, 

PowerSource 250 V 

VWR 
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2.3 Laboratorieutstyr  
Laboratorieutstyr Leverandør 

Amicon®-rør Ultra Centrifugal Filters, 10000 

MWCO 

Millipore 

Analysevekt, Extend ED2245 Sartorius 

Assayrør, QubitTM Invitrogen 

Dialyseslanger, Snake Skin® Pleated Dialysis 

Tubing, 10 000 MWCO 

Thermo Scientific 

Ionebytterkolonne, HiTrapTM CMFF GE Healthcare 

Kyvetter QS  

Millipore Vivaflow 200 PES, 10 000 MWCO Millipore Amicon 

OD-måler, CO8000 Cell Density Meter WPA Biowave 

Ristebad, OLS200 Grant 

Risteinkubator, Multitron Standard Infors HT 

Sentrifuge, AvantiTM J-25 Beckman CoulterTM 

Sentrifuge, Heraeus Pico 21 Thermo Scientific 

Sentrifugerotor, JA-10 Beckman CoulterTM 

Sentrifugerør (500 mL) Nalgene 

Sterile strykepinner Sarstedt 

Sterilfiltreringsutstyr, GP Millepore Express® 

PLUS Membrane, 0,22 µL 

Millipore 

UVette kyvetter Eppendorf 

Vannbad, EcoTemp TW12 Julabo 

Vortex, MS2 Minishaker IKA 

 

2.4 Programvarer 

Programvare Leverandør 

CLC DNA Workbench, versjon 6 CLC bio 

LP dataview Bio Rad 

ND-1000, versjon 3.3.0 Thermo Scientific 

Quantity One, versjon 4.4.1 Bio-Rad 
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2.5 Kit 
Kit Innhold Leverandør 

E.N.Z.A. 

Plasmid 

Miniprep Kit I 

V-Spin 

Control  

Solution I 

Solution II 

Solution III 

Buffer HB 

DNA Wash Buffer 

Elution Buffer 

RNase A 

HiBind® DNA Column I  

2 ml Collection Tubes 

Omega 

Biotek 

Novex® 

NuPAGE® 

SDS-PAGE 

Gel System 

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels 

NuPAGE® LDS Sample buffer (4x) 

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) 

Systemet XCell SureLock® Mini-Cell 

Life 

Technologies 

Pichia 

EasyCompTM-

kit 

Solution I 

Solution II 

Solution III 

Invitrogen 

QuikChange II 

XL Site-

Directed 

Mutagenesis 

Kit 

10x reaksjonsbuffer 

pWhitescrips 4,5 kb kontrollplasmid (5 ng/µL) 

oligonukleotid kontrollprimer #1 (100 ng/µL) 

- 5 ́ 

CCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCAC 

3 ́ 

oligonukleotid kontrollprimer #2 (100 ng/µL) 

- 5 ́ 

GTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGG 

3 ́ 

dNTP-mix 

PfuUltra High Fidelity DNA polymerase (2,5 U/µL) 

DpnI restriksjonsenzym (10 U/µL) 

pUC18 kontrollplasmid (0,1 ng/µL i TE-buffer) 

XL1-Blue superkompetente celler 

Agilent 

Technologies 
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Quant-iTTM 

Protein Assay 

Kit 

Proteinbuffer  

Proteinreagent  

Standarder, 0, 200 og 400 ng/µL 

Invitrogen 

 

2.6 Vektorer, gener og primere 

Primer Leverandør 

HCHT-gen i pPIC9K vektor, kodonoptimalisert, se appendiks 

A for nukleotidsekvens og aminosyresekvens til HCHT og 

nukleotidsekvens for pPIC9K-vektoren 

GenScript og 

Invitrogen,  

se avsnitt 3.1.1. 

Primere for tillaging av seterettede mutanter Y190N, Q145R, 

Q188I, S240Y, W218F og D138N, se tabell 1 for sekvensene 

Invitrogen 

Primere for sekvensering av HCHT 

! AOX fwd (5`) - GACTGGTTCCAATTGACAAGC 

! AOX rev (3`) - GCAAATGGCATTCTGACATCC 

! Fwd Seq HCHT - GCAAATGGCATTCTGACATCC 

! Rew Seq HCHT - CCAACCCACTGGTTGTCTCT 

Invitrogen 

 

2.7 Enzymer 
Enzym Leverandør 

CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) New England Biolabs 

SacI, restriksjonsenzym New England Biolabs 

 

2.8 Celler 
Celler Leverandør 

P. pastoris fra stamme KM71, frysestock Invitrogen 

P. pastoris med innsatt kodonoptimalisert 

AMCase-gen i pPIC9K-vektor, se 

appendiks A for nukleotidsekvens og 

aminosyresekvens til AMCase 

GenScript og Invitrogen, se avsnitt 3.1.1. 
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2.9 Medier 
Medie Innhold 

BMGY (Buffered 

glycerol-complex 

medie) 

 

10 g gjærekstrakt 

20 g pepton  

700 mL dH2O 

Autoklaveres og kjøles til romtemperatur. 

100 mL 1 M kaliumfosfatbuffer, pH 6,0 (K2HPO4) 

100 mL 10xYNB 

2 mL 500xB 

100 mL 10xGY 
BMMY (Buffered 

methanol-complex 

medie) 

10 g gjærekstrakt 

20 g pepton  

700 mL dH2O 

Autoklaveres og kjøles til romtemperatur. 

100 mL 1 M kaliumfosfatbuffer pH 6,0 (K2HPO4) 

100 mL 10xYNB 

2 mL 500xB  

100 mL 10xM 
LB (Luria-Bertani) 10 g trypton 

5 g gjærekstrakt 

10 g natriumklorid 

1 L dH2O 

pH justeres til 7 med natriumhydroksid 
MD-plater 

(Minimal Dextrose) 

med 50 mg/mL 

geneticin 

 

800 mL dH2O 

15 g agar 

Autoklaveres og avkjøles til 60 °C . 

100 mL 10xYNB 

2 mL 500x biotin 

100 mL 10x dekstrose 

5,00 mL 50 mg/mL geneticin 
YPD (Yeast 

Peptone Dextrose) 

10 g gjærekstrakt 

20 g pepton 

Løses i 900 mL dH2O og autoklaveres. 

100 mL 10xD 
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2.10 Løsninger 
Løsning Innhold 

1xSDS Running Buffer 100 mL MOPS SDS Running Buffer 

1900 mL dH2O 

10xD (20 % dekstrose) 200 g D-glukose 

1 L dH2O 

Sterilfiltreres og oppbevares ved 

romtemperatur. 

10xGY (10 % glyserol) 23 mL 87 % glyserol 

177 mL dH2O 

Autoklaveres og oppbevares ved 

romtemperatur. 

10xM (5 % metanol) 5 mL 100 % metanol 

95 mL dH2O 

Sterilfiltreres og oppbevares ved 4 °C. 

10xYNB (13 % Yeast Nitrogen Base) 134 g YNB  

1 L dH2O 

Sterilfiltreres og oppbevares ved 4 °C. 

500xB (0,02 % biotin) 20 mg biotin 

100 mL dH2O 

Sterilfiltreres og oppbevares ved 4 °C. 

Avfargingsløsning 50 mL 10 % metanol 

50 mL 10 % eddiksyre 

400 mL dH2O 

Citrat-fosfat-buffer pH 5,2 23,3 mL 0,1 M sitronsyre 

26,7 mL 0,2 M natriumfosfat 

50 mL dH2O 

Fargeløsning med Coomassie Brilliant Blue 0,25 g 0,1 % Coomassie Brillant Blue 

125 mL 50 % metanol 

25 mL 100 % eddiksyre 

100 mL dH2O 
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Glysin/NaOH pH 10,6 (0,3 M) 50 mL 0,3 M Glysin 

45,5 mL 0,3 M NaOH 

104,5 mL dH2O 

Kaliumfosfatbuffer (1 M K2HPO4) 87,1 g K2HPO4  

500 mL dH2O 

Autoklaveres og oppbevares ved 

romtemperatur 

TAE-buffer (Tris-Acetat-EDTA-buffer) 242 g Tris-base 

57,1 mL eddiksyre (konsentrasjon) 

100 mL EDTA, pH 8,0 

Fortynnes til 1 L med dH2O 
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3 METODER 

3.1 Tillaging av plasmid 

3.1.1 Oppkonsentrering og rensing av villtype Human Chitotriosidase-plasmid 

For å lage de ulike mutantene trengs det først et villtypeplasmid. Plasmidet som ble brukt var 

HCHT-gen innsatt i P. pastoris-vektoren pPIC9K. HCHT-gen ble levert fra GenScript i en 

pUK57-vektor. HCHT-genet ble kuttet ut av pUK57-vektoren og ligert inn i pPIC9K-

vektoren fra Invitrogen ved hjelp av restriksjonsenzymet EcoRI. pPIC9K-vektoren har 

stoppkodon for HCHT og restriksjonsseter for SacI og SacII til bruk ved linearisering. 

Vektoren er resistent mot kanamycin i bakterieceller og mot geneticin i P. pastoris-celler. 

HCHT-genet som ble brukt var kodonoptimalisert. Kodonoptimalisering blir gjort for å 

maksimere ekspresjonsnivået og for å tilpasse genet til vertscellen.25 

 

Rensingen av plasmidet ble utført ved bruk at E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin 

Control. Det blir benyttet en HiBind® DNA kolonne som binder DNA og RNA ved gitte 

forhold, noe som gjør at proteiner, cellerester og andre forurensinger vaskes bort. DNA og 

RNA kan elueres ut med destillert vann eller saltbuffer.26 

 

Materialer 

• P. pastoris vektoren  pPIC9K med innsatt HCHT-gen 

• LB-medie 

• Ampicillin sodium salt 

• E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin Control 

• Sentrifuge, AvantiTM J-25 

 

Prosedyre 

! P. pastoris-vektoren pPIC9K med HCHT-gen innsatt ble pirket fra frysestock og 

overført til dyrkningsrør med ca. 4 mL LB-medie med 50 µL/mL ampicillin. Røret ble 

satt på risteinkubator ved 32 °C.  

! 1,5 mL cellekultur ble overført til eppendorfrør.  

! Cellene ble pelletert ved å sentrifugere ved 10 000 x g i ett minutt ved romtemperatur. 

Mediet ble helt av.  
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! Pelleten ble resuspendert i 250 µL Solution I/Rnase A. Deretter ble det tilsatt 250 µL 

Solution II. Løsningen ble blandet forsiktig ved å vende røret forsiktig flere ganger til 

det ble et klart lysat. Inkubasjon i noen minutter kunne være nødvendig, men 

inkubasjonen skulle ikke overstige fem minutter.  

! Det ble tilsatt 350 µL Solution III. Løsningen ble blandet umiddelbart ved å vende 

forsiktig på røret flere ganger til det ble dannet en hvit utfelling.  

! Løsningen ble sentrifugert ved 13 000 x g i ti minutter.  

! Miniprepkolonnen ble tilsatt 100 µL ekvilibrasjonsbuffer og plassert i et 2 mL 

oppsamlingsrør. Kolonnen ble sentrifugert ved 13 000 x g i ett minutt og flow-through 

ble helt av.  

! Den klare supernatanten fra eppendorfrøret ble overført til kolonnen og deretter ble 

kolonnen sentrifugert ved 13 000 x g i ett minutt. Flow-through ble helt av.  

! 500 µL buffer HB ble tilsatt for å vaske kolonnen som deretter ble sentrifugert ved    

13 000 x g i ett minutt. Flow-through ble helt av.  

! Den tomme kolonnen ble sentrifugert ved 13 000 xg i to minutter for å tørke 

kolonnematriksen.  

! Kolonnen ble tilsatt 30 µL elueringsbuffer og satt i et rent 1,5 ml eppendorfrør. Disse 

ble sentrifugert ved 13 000 x g i ett minutt for å eluere DNA.  

! Renset plasmid ble oppbevart ved ca. -20 °C.  
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3.2 In vitro seterettet mutagenese 
In vitro seterettet mutagenese brukes for å utføre punktmutasjoner, delesjoner eller insersjoner 

i en DNA-sekvens. Her ble metoden brukt for å endre en aminosyre i HCHT for å se om 

egenskapene til enzymet forandret seg. Dette gir oss mulighet til å se sammenheng mellom 

enzymets struktur og funksjon. Mutasjonene som ble undersøkt i denne oppgaven var Y190N, 

Q145R, Q188I, S240Y, D138N og W218F.24  

 

3.2.1 Design av primere 

Det ble brukt to primere per mutasjon, en forward og en reverse. Tabell 1 viser sekvensene til 

alle primerene. Kodon og nukleotider som forandres ved de ulike mutasjonene er også oppgitt 

i tabell 1.  

 

Tabell 1: Oversikt over primerne som ble brukt for de ulike mutasjonene. For 
forwardprimerne er kodonene som ble endre understreket og basen(e) som ble forandret ved 
mutagenesen er uthevet. For de kodonene som ble endret er villtypekodon også oppgitt. 
 
Mutasjon-

navn 

Primere Villtype-

kodon 

Y190N Forward: 5’CGGTCAAACTAACGTTGATGCAG3’ 

Reverse: 5’CTGCATCAACGTTAGTTTGACCG3’ 

TAC 

Q145R Forward: 5’GAATATCCAGGTTCCCGAGGATCACCT3’ 

Reverse: 5’AGGTGATCCTCGGGAACCTGGATATTC3’ 

CAA 

Q188I Forward: 5’GTTCCAGCCGGTATAACTTACGTTGATG3’ 

Reverse: 5’CATCAACGTAAGTGATACCGGCTGGAAC3’ 

CAA 

S240Y Forward: 5’GTGCAGCTGCCTACTTGAATGTTGATG3’ 

Reverse: 5’CATCAACATTCAAGTAGGCAGCTGCAC3’ 

TCT 

D138N Forward: 5’GACGGTCTTGATTTGAACTGGGAATATCCAG3’ 

Reverse: 5’CTGGATATTCCCAGTTCAAATCAAGACCGTC3’ 

GAC 

W218F Forward: 5’CCATGGTAGTTTCGAGAAGGTCAC3’ 

Reverse: 5’GTGACCTTCTCGAAACTACCATGG3’ 

TGG 
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3.2.2 PCR-syntese av mutant  

Den seterettede mutagenesen ble utført ved bruk at QuikChange II Site-Directed Mutagenesis 

Kit fra Agilent Technologies. For å kunne selektere ut mutert DNA ble restriksjonsenzymet 

DpnI brukt. DpnI kutter i metylert og hemimetylert DNA. Kuttesetet for DpnI vises i 

appendiks B. Omtrent alt DNA isolert fra dam+ E. coli er dam metylert og vil derfor bli brutt 

ned av DpnI.24 

 

Materialer 

• QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit fra Agilent Technologies: 

• En forward- og en rewerseprimere per mutasjon, se tabell 1 

• PCR-maskin, Thermal Cycler 

 

Prosedyre 

! Det ble laget en kontrollreaksjon ved å tilsette følgende reagenser i PCR-rør: 

o 5 µL 10xreaction buffer 

o 10 ng pWhitescript 4,5 kb control plasmid (5 ng/ µL) 

o 130 ng oligonucleotide control primer # 1 (100 ng/µL) 

o 130 ng oligonucleotide control primer # 2 (100 ng/µL) 

o 1 µL dNTP mix  

o Tilsatte ddH2O til totalt 50 µL 

o Til slutt ble det tilsatt 1 µL PFU Ultra HF DNA polymerase (2,5 U/ µL) 

! Prøvereaksjonene for ønskede mutanter ble laget ved å tilsette følgende i PCR-rør: 

o 5 µL 10xreaction buffer 

o 10 ng dsDNA-templat, pPIC9K-plasimd med innsatt HCHT-gen (10 ng/ µL) 

o 130 ng forwardprimer med ønsket mutasjon, se tabell 1(130 ng/µL) 

o 130 ng rewerseprimer med ønsket mutasjon, se tabell 1 (100 ng/µL) 

o 1 µL dNTP mix  

o Tilsatte ddH2O til totalt 50 µL 

o Til slutt ble det tilsatt 1 µL PFU Ultra HF DNA polymerase (2,5 U/ µL) 

! Prøvene ble amplifisert ved PCR og programmet som ble benyttet er oppgitt i tabell 2. 

! Etter amplifisering ble det tilsatt 1 µL DpnI til hvert rør. Rørene ble satt på vannbad 

ved 37 °C i en time.  
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Tabell 2: PCR-programmet som ble benyttet ved seterettet mutagenese av HCHT-gen i 
pPIK9K-vektor. 
 
Trinn nummer Antall sykluser Temperatur (°C) Tid (sekunder) 

1 1 95 60 

2 

18 95 50 

 60 50 

 68 600a 

3 1 68 420 
a)60 sekunder per kb plasmidlengde 

 

3.2.3 Transformasjon til E. coli 

Ved transformasjon inn i XL1-Blue superkompetente celler ble pUC18-plasmid brukt som 

kontroll.  

 

Materialer 

• QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit fra Agilent Technologies 

• LB-medie 

• Ampicillin sodium salt 

 

Prosedyre 

! XL1-Blue superkompetente celler ble tint på is og 50 µL av celleløsningen ble 

overført til hver prøve. pUC18-vektor ble brukt som kontroll.  

! Prøvene ble inkubert på is i 30 minutter.  

! Det ble utført varmesjokk på cellene ved å sette de på vannbad ved 42°C i 45 sekunder 

og deretter rett på is i to minutter.  

! 500 µL LB-medie ble tilsatt til hvert rør og inkubert på risteinkubator i en time ved ca. 

37 °C og ca. 250 rpm.  

! 250 µL av reaksjonene ble spredd ut på hver sin plate med LB-medie med 50 mg/mL 

ampicillin. Platene ble inkubert ved 37 °C i 16 timer. 
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3.2.4 Isolering av plasmid 

Materialer 

• LB-medie 

• Ampicillin sodium salt 

• E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin Control 

• Sentrifuge, AvantiTM J-25 

 

Prosedyre 

! For å kunne rense plasmidet ble kolonier fra platene med prøvereaksjoner etter 

seterettet mutagenese valgt ut og pirket til reagensrør med 5 mL LB-medie med        

50 µL/mL ampicillin. 

! Rørene ble satt på risteinkubator ved 37 °C og 250 rpm over natt. 

! Plasmidene ble deretter renset ved hjelp av E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin 

Control som forklart i avsnitt 3.1.1. 

 

3.2.5 Test av transformanter 

DNA-gelelektroforese 

Etter isoleringen ble plasmidet undersøkt ved DNA-gelelektroforese. Dette ble gjort for å 

kontrollere at prøven inneholdt DNA på rett størrelse. Det ble også ved noen tilfeller laget gel 

før og/eller etter kutting med DpnI. P. pastoris-vektoren pPIC9K med HCHT-gen innsatt har 

en størrelse på ca. 10 000 kb. Hvis gelelektroforesen ikke ga et klart svar på om at rensingen 

av plasmid var vellykket, ble DNA konsentrasjon målt ved spektrometri eller NanoDrop. 

 

Materialer 

• Agarose 

• TAE-buffer  

• Etidiumbromid 

• 10xLoadingbuffer 

• 1 kb DNA Ladder 

• Spenningskilde til SDS-PAGE, PowerSource 250 V 

• Gel-kamera, Chemi Doc XRS med programvaren LP dataview 
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Prosedyre 

! Det ble brukt 1 % agarosegel løst i 50 mL 1xTAE ved DNA-gelelektroforesen. 2 µL 

etidiumbromid ble tilsatt til 50 mL agarosegel. 

! Prøveløsningene inneholdt 9 µL prøve og 1 µL 10x Loadingbuffer. For å spare på 

prøvematerialet ble det i visse tilfeller brukt 2 µL plasmidløsning fortynnet i destillert 

vann. 

! I brønnene ble det tilsatt 5 µL ladder eller 10 µL prøveløsning som inneholdt 1 µL 10 

x loadingbuffer.  

! Gelelektroforesen ble utført ved 90 V i ca. en time. 

! Gelen ble fotografert med TransUV som lyskilde. 

 

Måling av DNA-konsentrasjon ved spektrofotometer og NanoDrop 

Materialer 

• Kyvetter, Eppendorf UVette 

• Spektrofotometer, Bio Photometer 

 

• NanoDrop med programvare ND-1000 v3.3.0 

• Elueringsbuffer fra E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin Control-kit 

 

Prosedyrer 

! Spektrofotometeret ble nullstilt med destillert vann.  

! Prøvene ble fortynnet 1:100 i destillert vann før de ble målt.  

 

! NanoDrop-apparatet ble nullstilt med elueringsbuffer E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I 

V-Spin Control og prøvestørrelsene var på 2 µL.  

 

 

 

 

 

 

 



  METODER 

41 

 

3.2.6 Sekvensering av plasmid 

Plasmidene ble sekvensert av GATC Biotech.  

 

Materialer 

• Primere for sekvensering av HCHT-gen. Sekvensene er oppgitt i avsnitt 2.6. 

• Elueringsbuffer fra E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit I V-Spin Control-kit 

• Programvaren CLC DNA Workbench 

 

Prosedyre 

! Hvert eppendorfrør inneholdt 5 µL 80-100 ng/µL plasmidløsning fortynnet i 

elueringsbuffer og 5 µL av en 5 pmol/ µL primer fortynnet i destillert vann.  

! For P. pastoris-vektoren pPIC9K med HCHT-gen innsatt ble det benyttet fire primere, 

altså fire rør som ble sendt inn for hvert plasmid. 

! Programmet CLC DNA Workbench ble brukt for å lese sekvensene og sammenligne 

de muterte sekvensene med HCHT villtype. 
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3.3 Transformasjon inn i kompetente Pichia pastoris-celler 
Dersom sekvenseringen viste at en mutasjon var vellykket ble plasmidet transformert inn i 

kompetente P. pastoris-celler. Dette ble gjort for å senere kunne dyrke utvalgte kolonier for å 

se om cellene produserte ønsket kitinase. Tillaging av kompetente celler og transformering ble 

utført ved hjelp av Pichia EasyCompTM-kit. Kittet inneholder tre løsninger kalt Solution I, II 

og III. Solution I er en sorbitolløsning som inneholder etylenglykol og DMSO (dimethyl 

sulfoxide) og er for tillaging av kompetente celler. Solution II er en polyetylenglykolløsning 

til transformasjonen og Solution III er en saltløsning til vasking og utplating av de 

transformerte cellene.27  

 

3.3.1 Tillaging av kompetente celler 

Materialer 

• P. pastoris-celler fra stamme KM71 

• YPD-medie  

• Sentrifuge, AvantiTM J-25 

• Solution I fra Pichia EasyCompTM-kit 

 

Prosedyre 

! Det ble laget en forkultur av P. pastoris-celler fra stammen KM71 som ble dyrket i   

10 mL YPD-medie ved 30 °C og 250 rpm over natt. 

! 1 mL av forkulturen ble tilsatt i 9 mL nytt YPD-medie. Dette ble inkubert ved 28 °C 

og 230 rpm til OD lå mellom 0,6 - 1,0.  

! Kulturen ble sentrifugert i fem minutter ved 1700 rpm og supernatanten ble helt av. 

! Cellene ble klargjort ved å resuspendere pelleten i 10 mL Solution I fra Pichia 

EasyCompTM-kittet. Suspensjonen ble sentrifugert i fem minutter ved 1700 rpm før 

supernatanten ble helt av. 

! Pelleten ble resuspendert i 1 mL Solution I. 

! Det ble tatt ut aliquots på 50 µL som ble overført til 1,5 mL sterile cryorør.  
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3.3.2 Linearisering av plasmid  

For å kunne transformere inn i de kompetente cellene måtte plasmidet lineariseres. 

Lineariseringen ble gjort med restriksjonsenzymet SacI som kutter ved restriksjonssetet vist i 

appendiks B. Underveis i prosessen ble SacI oppbevart i kjøleblokk da det er et varmesensitivt 

enzym. SacI var den siste komponenten som ble tilsatt før blandingen ble satt i vannbad. 

Enzymet Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) katalyserer hydrolyse av 5’-

fosfatgruppen på DNA-kjeden.28  

 

Materialer 

• 10xBSA 

• 10xNEB1-buffer 

• Sac I, restriksjonsenzym 

• CIAP 

 
Prosedyre 

! Følgende ble blandet sammen i et eppendorfrør: 

o 30 µL plasmid 

o 5 µL 10xBSA 

o 5 µL 10xNEB1-buffer 

o 3 µL SacI restriksjonsenzym ble tilsatt til slutt 

! Reaksjonen ble satt på vannbad ved 37 °C i en time.  

! 1 µL CIAP ble tilsatt og løsningen ble inkubert ved 37 °C i 30 minutter. 

! Ytterligere 1 µL CIAP ble tilsatt og løsningen ble inkubert ved 56 °C i 15 minutter. 

! Det ble tatt ut 2 µL lineært plasmid til DNA-gelelektroforese for å kontrollere om 

lineariseringen var vellykket. Se avsnitt 3.2.5 for prosedyre for DNA-gelelektroforese. 
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3.3.3 Transformasjonen inn i kompetente Pichia pastoris-celler 

Materialer 

• Solution II og III fra Pichia EasyCompTM-kit 

• Sentrifuge, AvantiTM J-25 

• MD-plater med 50 mg/mL geneticin 

 

Prosedyre 

! Ett cryorør med 50 µL kompetente P. Pastoris-celler ble tint og tilsatt 3 µg linearisert 

plasmid, maksimalt 5 µL. 

! 1 mL Solution II ble tilsatt og løsningen ble vortexet godt.  

! Løsningen ble inkubert i en time i et vannbad ved 30 °C og vortexet hvert 15. minutt. 

! Cellene ble påført et varmesjokk i et vannbad ved 42 °C i ti minutter. 

! Etter varmesjokket ble cellene spunnet ned ved 3000 rpm i fem minutter og 

supernatanten ble helt av. 

! Cellene ble resuspendert i 1 mL Solution III.  

! Løsningen ble sentrifugert ved 3000 rpm i fem minutter og supernatanten ble helt av. 

! Cellene ble resuspendert i 100 µL Solution III. 

! Transformantene ble sådd ut på MD-plater med 0,25 mg/mL geneticin som ble 

inkubert ved 30 °C til det hadde vokst frem transformanter. Dette tok ca. tre døgn. 

! Kolonier fra MD-platen ble renstrøket på en ny MD-plate med 0,25 mg/mL geneticin. 

Renstrykingen ble utført ved å stryke en 

koloni fra ”hjørnet” og inn mot midten på 

den nye platen med en steril strykepinne. 

Deretter ble ført en ny steril strykepinne i 

sikk-sakk over utstrykningen, som vist i 

figur 11.  

! Etter at kolonier hadde vokst fram på den 

nye MD-platen ble kolonier på denne 

renstrøket ut på nytt på enda en ny MD-

plate. Dette ble gjort for å sikre at arbeidet 

videre skjer med transformanter fra kun en 

ren koloni.  

Figur 11: Illustrasjonen viser hvordan 
renstryking av P. pastoris-
transformantene ble utført. 
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3.4 Overekspresjon av Human Chitotriosidase-mutanter i Pichia pastoris 

3.4.1 Dyrking av Pichia pastoris med mutert Human Chitotriosidase 

Dyrking av P. pastoris med innsatt pPIC9K-plasmid med muterte HCHT-gener ble utført for 

å se om de muterte enzymene ble uttrykt og om de hadde aktivitet. P. pastoris med pPIC9K-

vektor er godt egnet for å dyrke frem kitinaser fordi enzymene skilles ut direkte ut i kulturen. 

Det ble ikke brukt antibiotika under forsøket, så det var derfor viktig å jobbe sterilt. Det ble 

brukt sterilt avtrekkskap, autoklavert utstyr og autoklaverte løsninger.29 

 

Materialer 

• BMGY-medie 

• Sentrifuge, AvantiTM J-25 

• BMMY-medie 

• Metanol (100 %) 

 

Prosedyre 

! Kolonier med transformanter fra de renstrøkte MD-platene ble dyrket i 1 L 

dyrkningskolber med 100 mL BMGY-medie. Det også ble forsøkt å dyrke i 2 L 

dyrkningskolber tilsatt 200 mL BMGY.  

! Kulturene ble inkubert ved 30 °C og 200 rpm til OD lå mellom 2,0 - 6,0.  

! Cellene ble spunnet ned ved 3000 rpm i fem minutter og supernatanten ble helt av.  

! Cellene ble resuspendert i 40 mL BMMY-medie og overført til 250 mL 

dyrkningskolber. 

! Kolbene stod ved 30 °C og 200 rpm over natt. 

! Etter ett døgn ble det tilsatt 100 % metanol til en sluttkonsentrasjonen lik 0,5 % for å 

opprettholde ekspresjonen av HCHT. Det ble også tatt ut prøver på 500 µL til 

aktivitetstest og SDS-PAGE. Dette trinnet ble gjentatt hvert døgn, totalt fem ganger,. 

Prøvene ble oppbevart ved -80 °C. 
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3.4.2 Aktivitetstest 

For å kontrollere at HCHT var tilstede og aktivt ble det utført aktivitetstester på prøver som 

ble tatt ut hvert døgn under overekspresjonen. Selve aktiviteten ble målt ved at supernatant fra 

cellekulturene ble tilsatt 4-metylumbelliferyl-N-acetyl-β-D-glukosaminid (4-MU-(GlcNac)2) 

som fikk reagere i ti minutter. Når glykosidaser degraderer sukker bundet til 4-

metylumbelliferyl (4-MU) blir 4-MU frigjort. 4-MU er fluoriserende, noe som betyr at det 

sender ut synlig lys når det blir utsatt for av UV-lys. Det ble utført fire paralleller for hver 

prøve.30 

 

Materialer 

• Citrat-fosfat-buffer pH 5,2 

• 100xBSA 

• 4-MU-(GlcNac)2  

• Glysin/NaOH pH 10,6 (0,3 M) 

• Fluorometer, DyNA Quant200 

• 4-MU (1,0 µM) 

 

Prosedyre 

! 4,95 mL Citrat-fosfat-buffer og 50 µL 100xBSA ble blandet i et reagensrør. 

! 8 µL 1 mg/mL 4-MU-(GlcNac)2 ble tilsatt i nye reagensrør sammen med 87 µL av 

Citrat-fosfat-buffer/100xBSA-blandingen. Disse ble satt på vannbad med risting ved 

37 °C.  

! Det ble tilsatt 5 µL prøvemateriale i hvert rør. Blindprøve ble tilsatt 5 µL Citrat-fosfat-

buffer/100xBSA-blanding. Etter nøyaktig ti minutter ble reaksjonen stoppet ved å 

tilsette 1,9 mL 0,3 M glysin/NaOH.   

 

Aktiviteten ble målt ved bruk av DyNA Quant200 fluorometer: 

! Fluorometeret ble nullstilt ved å tilsette 1,9 mL 0,3 M glysin/NaOH. Deretter ble 

instrumentet kalibrert til 500 ved å tilsette 100 µL 1,0 µM 4-MU. Dette punktet ble 

utført to ganger. 

! Prøven ble tilsatt i kyvetten og aktiviteten ble lest av. Ved behov ble prøvene fortynnet 

1:10 eller 1:100. 

 



  METODER 

47 

 

3.4.3 SDS-PAGE 

Det ble utført SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electophoresis) på 

prøvene som ble tatt ut hvert døgn ved overekspresjon av HCHT-mutanter. Dette var for å 

kontrollere at det var HCHT tilstede i løsningene. HCHT har en størrelse på 50 kDa. Kittet 

som ble brukt var Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System. Gelene som ble brukt var 

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels. Dette er ferdigstøpte polyakrylamidgeler som er 

designet for å separere proteiner med medium størrelse. NuPAGE® LDS Sample buffer 

denaturerer og reduserer disulfidbindinger i proteinene og NuPAGE® Sample Reducing Agent 

brukes for å holde proteinene ved redusert tilstand under elektroforesen.31 

 

Materialer 

• Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System 

• 1:20 MOPS SDS Running Buffer  

• Bench MarkTM Protein Ladder  

• Gelspenningskilde, PowerSource 250 V  

• Fargeløsning med Coomassie Brilliant Blue 

• Avfargingsløsning 

• Gel-kamera, Chemi Doc XRS med programvaren LP dataview 

 

Prosedyre 

! Følgende ble tilsatt i eppendorfrør: 

o 10 µL prøve 

o 5 µL NuPAGE® LDS Sample buffer (4x) 

o 2 µL NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) 

o 3 µL destillert vann 

! Prøvene ble denaturert i vannbad ved 70 °C i ti minutter. 

! Systemet XCell SureLock® Mini-Cell ble satt opp med NuPAGE® Novex® Bis-Tris 

Mini Gels. Det ble tilsatt 1:20 MOPS SDS Running Buffer mellom gelene.  

! 10 µL ladder eller 20 µL prøve ble applisert i brønnene.  

! Gelelektroforesen ble utført ved 200 V, 0,25 A og 50 W i 50 minutter. 

! Gelen ble deretter tatt ut og tilsatt fargeløsning med Coomassie Brilliant Blue og satt 

på risting i 30 minutter.  
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! Fargeløsningen ble helt av og det ble tilsatt avfargingsløsning. Gelen stod ved behov i 

ett til to døgn og avfargingsløsningen ble skiftet ut med jevne mellomrom fordi 

avfargingsløsningen blir mettet. 

! Gelen ble fotografert med EpiWhite som lyskilde på hvitt underlag. 

 

3.5 Tillaging av frysestock 
Dersom en koloni etter transformering i P. pastoris viste kitinaseaktivitet ved 

overekspresjonen ble det laget frysestock av den. 

 

Materialer 

• BMGY-medie 

• Autoklavert glyserol (87%) 

 

Prosedyre 

! Koloni som det skulle lages frysestock av ble dyrket i en 250 mL dyrkningskolbe med 

40 mL BMGY-medie og satt til inkubering ved 28 °C og 200 rpm til OD lå på mellom 

0,2 og 0,6.  

! 1050 µL kultur ble tilsatt sammen med 450 µL 87 % autoklavert glyserol til et 

cryorør. Frysestocker ble oppbevart ved -80 °C . 

 

For å forenkle metoden ved stort antall kolonier ble også forsøkt å dyrke opp kulturene i 5 mL 

BMGY i dyrkningsrør.  
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3.6 Overekspresjon og isolering av AMCase villtype 

3.6.1 Overekspresjon av AMCase villtype i Pichia pastoris 

AMCase ble uttrykt ved P. pastoris på samme måte som tidligere beskrevet for HCHT. Som 

for HCHT var AMCase-genet satt inn i en pPIC9K-plasmidvektor som hadde blitt 

transformert inn i P. pastoris. 

 

Materialer 

• Koloni av P. pastoris med pPIC9K-vektor med innsatt AMCase-gen fra plate eller 

frysestock  

• BMGY-medie 

• Sentrifugerør (500 mL) 

• Sentrifuge, Heraeus Pico 21 

• Sentrifugerotor, JA-10 

• BMMY-medie 

• Metanol (100 %) 

• Sterilfiltreringsutstyr, GP Millepore Express® PLUS Membrane, 0,22 µL  

• PMSF Protease inhibitor (5mM) 

• Millipore Vivaflow 200 PES, 10 000 MWCO 

• Dialyseslanger, Snake SkinTM 

• Natriumacetat  

 

Prosedyre 

! Koloni av P. pastoris, med AMCase-villtypegen, fra plate eller frysestock ble dyrket i 

100 mL BMGY-medie og inkubert på risteinkubator ved 23 ⁰ C og 230 rpm til OD lå 

mellom 0,2 og 0,6 i 1 L dyrkningskolbe.  

! 5 mL av denne kulturen ble tilsatt i 500 mL BMGY-medie og satt tilbake på 

risteinkubator til OD ble målt til mellom 2 og 6 i 2 L dyrkningskolbe.  

! Kulturen ble overført til sentrifugerør og ble spunnet ned med JA10-rotor i                

50 minutter ved 3000 rpm. 

! Supernatant ble helt av og pelleten ble resuspendert i 100 mL BMMY. Kulturen ble 

satt tilbake på risteinkubator i 1 L kolbe.  
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! Hver 24. time ble det tilsatt 100 % metanol til metanolkonsentrasjonen var 0,5 %. 

Metanol ble tilsatt med ett døgns mellomrom for å opprettholde ekspresjonen av 

AMCase.  

! 24 timer etter siste mating med metanol ble kulturene sentrifugert i NUNC-rør i        

30 minutter ved 20 ⁰C og 3500 rpm.  

! Supernatanten ble sterilfiltrert gjennom 0,22 µL filter og tilsatt 200 µL 

proteasehemmer, 5 mM PMSF, per 100 mL løsning.  

! Supernatanten ble oppkonsentrert til ca. 50 mL ved bruk av Millipore Vivaflow 200 

PES med 10 000 MWCO. Membranen ble oppbevart i etanol i kjøleskap. 

! Den oppkonsentrerte løsningen ble overført til Snake Skin™ dialyseslanger som ble 

lagt i 5 L 50 mM natriumacetat med pH 4,2 og satt på magnetrører ved 4 ⁰C. 

Dialyseslangene lå i bufferen i tre døgn. Bufferen ble skiftet hvert døgn.  

! Den dialyserte løsningen ble sentrifugert i to til tre minutter ved ca. 6000 rpm og 

supernatanten ble overført til nye rør. 

3.6.2 Isolering av AMCase ved ionebytterkromatografi  

P. pastoris-cellene skiller ut mange ulike stoffer i kulturen ved dyrking. Supernatanten av P. 

pastoris-kulturen inneholder dermed flere komponenter enn AMCase, som bør fjernes før 

videre arbeid med enzymet.  

 

Materialer 

• Kromatografisystem, Biologic LP 

• Ionebytterkolonne, HiTrapTM CMFF 

• Natriumacetat pH 4,2 (50 mM) Buffer A 

• Natriumacetat pH 6,8 (50 mM) Buffer B 

• Amicon®-rør Ultra Centrifugal Filters, 10000 MWCO  

 

Prosedyre 

! Buffer A ble satt på med flow på 2,5 mL/min og ble kjørt til baseline ble oppnådd. 

UV-detektoren ble nullstilt med buffer A. 

! Mellom 10 og 30 µL prøve ble kjørt inn i systemet med flow på 1,00 mL/min sammen 

med buffer A til baseline ble oppnådd. 
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! Med gradient: Buffer B ble påsatt med gradient på 0 – 100 % på 120 minutter med 

flow på 2,5 mL/min. Oppsamlingsrør ble byttet ved hver 10 % og ved eventuelle 

topper. 

Uten gradient: 100 % Buffer B ble påsatt etter at baseline med Buffer A var oppnådd.  

! Buffer B ble kjørt i noen minutter og deretter ble systemet vasket med buffer A i fem 

til ti minutter og med 20 % etanol i fem minutter. 

! Tilslutt ble proteinløsningen oppkonsentrert ønsket volum ved sentrifugering i 

Amiconrør. 

 

3.6.3 Måling av proteinkonsentrasjon 

Proteinkonsentrasjon ble målt ved Quant-iTTM Protein Assay Kit hvor det benyttes 

fargereagenser som gir fluorescens ved binding til proteiner. Quant-iTTM Protein Assay Kit 

har deteksjonsgrense på 0,25 til 5 µL.32 

 

Materialer 

• Quant-iTTM Protein Assay Kit   

• QubitTM assayrør  

• QubitTM Fluorometer   

 

Prosedyre  

! Det ble laget en arbeidsløsning bestående av 1x n µL proteinreagent og 199 x n µL. n 

er antall prøver og standarder som skal måles.  

! 10 µL av de tre standardene med BSA-konsentrasjoner på 0, 200 og 400 ng/µL ble 

blandet med 190 µL arbeidsløsning og overført til hvert sitt QubitTM assayrør.  

! 1 µL prøvemateriale ble tilsatt til 199 µL arbeidsløsning i et assayrør.  

! Alle rørene ble vortexet før de ble inkubert ved romtemperatur i 15 minutter.  

! Prøvene ble målt på QubitTM fluorometeret, med innstillingen Quant-iT Protein. 

Standardene målt før prøvene.  
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3.6.4 Aktivitetstest 

For å kontrollere at AMCase var tilstede under overekspresjon og etter isolering ble utført 

aktivitetstester jevnlig ved å ta ut prøver underveis, se avsnitt 3.4.2 for prosedyre. Det ble 

gjort to paralleller for hver prøve.  

 

3.6.5 Test av transformanter 

SDS-PAGE 

Det ble utført SDS-PAGE for å kontrollere at det var AMCase tilstede i prøvene, avsnitt 3.4.3 

for prosedyre. AMCase har en størrelse på 50 kDa. 
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4 RESULTATER 

4.1 Mutasjonsanalyse 
I denne oppgaven ble det utført det seterettet mutagenese på HCHT ved seks ulike residuer,  

D138N, W218F, Q145R, Y190N, Q188I og S240Y. Plasseringen til disse aminosyrene i 

HCHT vises i figur 12.  

 

Q145R, Y190N, Q188I og S240Y er mutasjoner som gjør om aminosyrene i HCHT til de 

aminosyrene som sitter ved tilsvarende posisjon i AMCase. Disse aminosyrene befinner seg i 

subsetene +2 og +3. Ved disse subsetene er det aktive setet til HCHT trangere enn for 

AMCase. Studier av ChiA, ChiB og ChiC har vist at et trangere bindesete kan være gunstig 

for endoaktivitet ved nedbrytning av kitin. Som nevnt ved avsnitt 1.3.2 er Arg145 med på å 

gjøre AMCase mer tolerant for syrer.  

 

 

 
 

Figur 12: Illustrerer HCHT sett fra to ulike perspektiver og viser struktur og plassering til 
aminosyrene som ble skulle muteres i denne oppgaven. (A) Viser plassering for mutasjonene 
D138N og W218F som antas å påvirke transglykosyleringen. (B) Viser plassering for 
mutasjonene Q145R, Y190N, Q188I og S240Y hvor aminosyrene endres til de ved samme 
posisjon i AMCase.  
 

Tyr190 Ser240 

Glu145 

Glu188 

Trp218 

Asp138 
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W218 og D138 ligger henholdsvis ved subsete +2 og i TIM-barrel ved subsete -1 hos HCHT. 

Mutagenese utføres på disse to aminosyrene hovedsakelig for å undersøke om det påvirker 

transglykosyleringen. Sterk binding har vist seg å være en fordel for transglykosylering hos 

familie 18 kitinaser. Trp (W) har vist å gi høy transglykosylering i forhold til Phe (F), se 

avsnitt 1.6.2. Mutanten W218F forventes derfor å gi lavere transglykosylering enn villtypen. 

Mutanten D138N vil også forventes derimot å gi høyere transglykosyleringsaktivitet enn 

villtypen fordi vann kan hindres å komme inn til oksazolinintermediatet, se avsnitt 1.5.1.  
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4.2 Seterettet mutagenese av Human Chitotriosidase og isolering av 

plasmid 
Mutasjonene som ble utført ved seterettet mutagenese er beskrevet i avsnitt 4.1. Mutagenesen 

ble utført på et HCHT-villtypegen satt inn i pPIC9K-plasmidvektor.  

 

4.2.1 Isolering av plasmid 

Etter seterettet mutagenese ble isolert plasmid undersøkt ved DNA-gelelektroforese for å 

kontrollere at løsningene inneholdt DNA på riktig størrelse, se figur 13. Dette ble gjort ved å 

sammenligne vandringslengden på prøven med kjent ladder. pPIC9K-plasmidvektor med 

innsatt HCHT-gen har en størrelse på 10 000 kb. 

 
Figur 13: Innholdet i de ulike brønnene fra venstre til høyre: (A) Ladder og renset plasmid 
med Y190N koloni 1-6. (B) Ladder og renset plasmid med Q145R 1, 3, 4, 2, 5 og 6. (C) 
Ladder og renset plasmid med D138N koloni 1-4 og W218F koloni 1-6. (D) Ladder og renset 
plasmid med S240Y koloni 1-2 og 4-6. (E) Ladder og plasmid med Q188I koloni 1-3 og 5-6. 
Ladder som ble brukt var 1 kb DNA Ladder og DNA-størrelsene vises i oversikten til høyre. 

A B 

E 

C D 



  RESULTATER 

56 

 

4.2.2 Sekvensering av plasmid 

Plasmidkonsentrasjonene ble målt ved bruk av NanoDrop før hver prøve ble sendt til 

sekvensering. DNA-konsentrasjonene lå gjennomsnittlig på 398 ng/µL med standardavvik på 

61 ng/µL. Se appendiks C for alle konsentrasjonene som ble målt før sekvensering.  

 

Tabell 3 viser hvor mange kolonier av hver mutasjon som ble plukket ut, hvilke kolonier som 

ble sekvensert og hvilke av disse som gav positivt resultat ved sekvenseringen. 

 

Tabell 3: Hvilke kolonier av hver mutasjon som det ble utført rensing av plasmid fra, hvilke 
kolonier som ble sendt inn til sekvensering og hvilke som gav positivt resultat ved 
sekvenseringen. 
 
Mutasjon Kolonier Kolonier sendt til 

sekvensering 

Kolonier med 

vellykket mutasjon 

Y190N 1, 2, 3, 4, 5 og 6 3 3 

Q188I 1, 2, 3, 5 og 6 1, 2 og 3 2 og 3 

Q145R 1, 2, 3, 4, 5 og 6 1, 2, 3 og 6 1 og 2 

D138N 1, 2, 3 og 4 2 2 

W218F 1, 2, 3, 4, 5 og 6 3 3 

S240Y 1, 2, 4, 5 og 6 4 4 

 

 

D138N koloni 3 og 4 og S240Y koloni 2 og 5 ble ikke sekvensert på bakgrunn av DNA-

gelelektroforesen, se figur 13. Bortsett fra denne vurderingen ble valget av hvilke kolonier 

som ble sekvensert gjort tilfeldig. Programmet som ble brukt til å lese av og analysere DNA-

sekvensene var CLC DNA Workbench. Figur 14 viser utsnitt fra programmet for å vise 

fremstilling av vellykket mutasjon i henholdsvis DNA- og aminosyresekvens. 
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Figur 15: Viser utsnitt fra programmet CLC DNA Workbench. Disse bildene viser vellykket 
mutasjon S240Y hvor cytosin (C) og tymin (T) i HCHT kodonoptimalisert DNA er endret til 
henholdsvis adenin (A) og C i mutanten. (Venstre) Den nederste DNA-sekvensen er 
konsensussekvens av de fire sekvenseringene fra primerne som ble brukt for sekvensering av 
mutant, se avsnitt 2.6. Den øverste DNA-sekvensen viser utsnitt av kodonoptimalisert HCHT-
villtypegen. (Høyre) Den øverste linjen er konsensussekvens oversatt til aminosyresekvens. 
Den nederste linjen viser konsensus mellom mutantprotein og villtypeprotein.  
 

4.3 Transformasjon inn i kompetente Pichia pastoris-celler 
Ved vellykket mutasjon av HCHT-gen i pPIC9K-vektor ble mutantplasmid transformert inn i 

P. pastoris. For å kunne transformere inn plasmidet måtte det først lineariseres. Dette ble 

utført med restriksjonsenzymet SacI. Transformanten ble sådd ut på MB-plater med 50 µg/mL 

geneticin. Etter første utplating ble det gjort to renstrykinger som vist for mutant Q145R i 

figur 15. Det ble gjennomfør vellykket transformasjonen for alle mutantene, bortsett fra 

Q188I som ikke viste vekst på første utplating. Transformasjon for Q188I ble ikke gjentatt på 

grunn av tidsmangel. 

 
Figur 15: Bildet viser renstryking av koloni 5-8 for P. pastoris-transformant med HCHT-
mutasjon Q145R.  
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4.4 Overekspresjon av Human Chitotriosidase-mutanter i Pichia pastoris 

4.4.1 Dyrking av Pichia pastoris med mutert Human Chitotriosidase 

P. pastoris med innsatt pPIC9K-vektor med HCHT-mutantgen ble dyrket for å se om de 

muterte enzymene ble uttrykt og om de hadde kitinaseaktivitet. Koloniene ble hentet fra   

MD-platene med renstryking nummer to. Det tok i underkant av 24 timer før OD lå på 

mellom 2,0 og 6,0. Tabell 4 viser inkubasjonstid og OD som ble målt for alle koloniene rett 

før dyrking i BMMY. Kulturene med Q145R og S240Y hadde OD på mellom 6,6 og 8,7 før 

nedspinning av cellene selv om OD optimalt skulle ligge mellom 2,0 og 6,0. Det var ingen 

tydelig forskjell ved OD i kulturene som ble dyrket i 1 L dyrkningskolber og 2 L 

dyrkningskolber. 

4.4.2 Aktivitetstester ved overekspresjon av Human Chitotriosidase-mutanter  

Etter dyrkingen ble det utført overekspresjon av HCHT-mutanter ved å dyrke cellene videre i 

BMMY. For å opprettholde ekspresjonen ble det tilsatt metanol til sluttkonsentrasjon på      

0,5 % metanol en gang i døgnet. Ved tilsetting av metanol ble det i tillegg tatt ut prøver som 

det ble utført aktivitetstest på for å se om kulturen inneholdt aktiv kitinase. Aktivitetstesten 

ble utført ved at supernatant fra kulturene fikk reagere med 4-MU-(GlcNac)2 i ti minutter. Når 

4-MU-(GlcNac)2 blir hydrolysert frigis 4-MU som er fluoriserende.  

 

Figur 16 og 17 viser målt fluorescens som funksjon av tiden for henholdsvis Y190N koloni  

1-3, D138N koloni 1-3, W218F koloni 1-3 og for Q145R koloni 1-5 og S240Y koloni 1-5. 

Det ble gjort fire paralleller for hver koloni til hvert tidspunkt. Prøvene ble fortynnet 1:10 før 

fluorescens ble målt. Se appendiks D for alle verdiene som ble brukt for fremstilling av 

grafene.
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Tabell 4: OD målt etter dyrking av P. pastoris med innsatt pPIC9K-vektor med HCHT-
mutantgen i BMGY-medie pirket fra MD-plater med 50 mg/mL geneticin. 1 L dyrkningskolber 
ble tilsatt 100 mL BMGY og 2 L flakser ble tilsatt 200 mL BMGY. Y190N, D138N og W218F 
stod til inkubering i ca. to timer etter fortynning. Q145R og S240Y ble spunnet ned direkte 
etter fortynning. 

Mutasjon-

navn 

Koloni 

nr. 

Type 

dyrkningskolbe  

(L) 

Fortynning 

før måling 

av OD 

Total 

inkubasjonstid 

(timer) 

OD 

 
1 2 1:20 45 1,27 

Y190N 2 2 1:20 45 1,63 

 
3 1 1:10 45 1,69 

 
1 2 1:20 45 1,34 

D138N 2 2 1:20 45 1,49 

 
3 1 1:10 45 1,64 

 
1 2 1:20 45 1,56 

W218F 2 2 1:20 45 1,56 

 
3 1 1:10 45 1,57 

 
1 1 - 24 1,43 

 
2 1 1:2 24 8,1 

Q145R 3 1 1:2 24 8,0 

 
4 1 1:2 24 8,0 

 
5 1 1:2 24 8,7 

 
1 1 1:2 24 - 

 
2 1 1:2 24 6,6 

S240Y 3 1 1:2 24 6,6 

 
4 1 1:2 24 7,6 

 
5 1 1:2 24 7,3 
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Figur 16: Målt fluorescens som funksjon av tid etter aktivitetstest av 
supernatant fra kultur med P. pastoris med HCHT-mutant Y190N 
koloni 1-3, W218F koloni 1-3 og D138N koloni 1-3. Fluorescens ble 
målt etter at prøven var fortynnet 1:10 og det ble gjort fire paralleller 
for hver prøve. Standardavvik er ikke vist for å gjøre figuren enklere 
å lese. Gjennomsnittlig prosent standardavvik var på henholdsvis 18, 
28 og 46 %. Appendiks D viser verdiene som ble brukt for å lage 
grafene. 
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Figur 17: Målt fluorescens som funksjon av tid etter aktivitetstest av supernatant fra kultur med P. pastoris med HCHT-mutant Q145R koloni 1-5 
og S240Y koloni 1-5. Fluorescens ble målt etter at prøven var fortynnet 1:10 og det ble gjort fire paralleller for hver prøve. Standardavvik er 
ikke vist for å gjøre figuren enklere å lese. Gjennomsnittlig prosent standardavvik var på henholdsvis 43 og 25 %. Se appendiks D for verdiene 
som ble brukt for å lage grafene.   
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3.4.3 SDS-PAGE 

Det ble også utført SDS-PAGE på alle prøvene for å kontrollere at protein på størrelse med 

HCHT, 50 kDa, var tilstede. Det var ofte mulig å se svakt bånd ved 50 kDa. Gel som ble laget 

av Q145R koloni 1-5 og S240Y koloni 1-4 som ble tatt ut etter 24 timer viste de tydeligste 

båndene. Figur 18 viser bilde av denne gelen. 

 
Figur 18: Bilde av SDS-PAGE-gel hvor bønnene inneholder (fra venstre) ladder, Q145R 
koloni 1-5 og S240Y koloni 1-4. Pilen viser båndet på ladderen som representerer 50 kDa.  
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4.5 Tillaging av frysestock 
Dyrkingen av kolonier til frysestock skulle skje i 250 mL dyrkningskolbe med 40 mL BMGY. 

For å forenkle metoden betraktelig ved stort antall kolonier ble det også forsøkt å dyrke 

kulturene i 5 mL BMGY i dyrkningsrør. For å sammenligne de to metodene ble det dyrket 

kulturer for tre mutasjoner for hver metode samtidig. De tre koloniene som ble valgt ut var 

W218F koloni 3, Q145R koloni 3 og S240Y koloni 2. Figur 19 viser målt OD etter 24 timer 

for alle kulturene.  

 
Figur 19: Målt OD etter inkubasjon ved 30 °C og 20 rpm i 24 timer for P. pastoris med 
mutasjon Q145R, S240Y og W218F dyrket i 40 mL BMGY i dyrkningskolber eller 5 mL 
BMGY i dyrkningsrør. 
 

Dyrking i både rør og kolber ga ønsket OD på mellom 0,2 og 0,6 i løpet av ca. 24 timer. Fordi 

dyrking i rør er en enklere metode ble denne metoden brukt for å lage frysestock av kolonier 

til følgende mutanter:  

! Q145R: Koloni 1-5 

! S240Y: Koloni 1-5 

! Y190N: Koloni 1-3 

! W218F: Koloni 1-3 

! D138N: Koloni 1-3 

For inkuberingstid og målt OD for hver koloni før tillaging av frysestock, se appendiks E. 
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4.6 Overekspresjon og isolering av AMCase 

4.6.1 Overekspresjon av Acidic Mammalian Chitinase-villtype i Pichia pastoris 

Det ble dyrket opp AMCase-villtype i P. pastoris på samme måte som for HCHT-mutantene. 

Ved inkubering ble det tilsatt metanol hvert døgn for å sette i gang ekspresjonen. Det ble også 

tatt ut prøver av cellekulturen hvert døgn for å undersøke aktiviteten til kitinasen. Ved disse 

aktivitetstestene ble det utført to paralleller for hver prøve. Figur 20 viser fluorescens som ble 

målt ved aktivitetstest for tre ulike paralleller av AMCase-villtypekoloni fra frysestock 4 over 

48 timer. Merk at fluorescensen her ble målt av ufortynnede prøver, mens for HCHT var 

prøvene fortynnet 1:10. Verdiene som ble brukt for å lage grafene er oppgitt i appendiks F. 

 

 
Figur 20: Målt fluorescens som funksjon av tid etter aktivitetstest av supernatant av kultur 
med P. pastoris med AMCase-villtypekoloni fra frysestock 4. Prøvene ble målt ufortynnet. Se 
appendiks F for verdiene som ble brukt for å lage grafene. 
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4.6.2 Isolering av AMCase ved ionebytterkromatografi  

Etter overekspresjonen ble det forsøkt å isolere AMCase-villtype ved ionebytterkromatografi. 

Kolonnen som ble brukt var HiTrapTM CMFF fra GE Healthcare. Buffer A og B var 5mM 

natriumacetat med pH på henholdsvis 4,2 og 6,8. Det ble forsøkt å rense AMCase både med 

og uten gradient. 

 

Betingelsene, som i utgangspunktet er for isolering av HCHT, viste seg å være dårlig egnet 

for isolering av AMCase. Rensing med gradient resulterte i ingen eller kun en liten topp på 

kromatogrammet. AMCase kunne ved noen tilfeller observeres på SDS-PAGE-gel og 

aktivitetstest av fraksjoner ved disse små toppene etter store oppkonsentreringer. Ved å gjøre 

prosedyren ved samme betingelser, men uten gradient, viste det seg en stor topp etter buffer B 

ble påsatt kolonnen. Eluat fra denne toppen viste lav kitinaseaktivitet. Etter oppkonsentrering 

og undersøkelse med SDS-PAGE viste at innholdet ikke var rent.  

 

Både med og uten gradient ble det observert relativt høy kitinaseaktivitet fra uttak av 

wastetopp, altså før baseline ble oppnådd med Buffer A.  
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5 DISKUSJON 
Det er interessant å studere mekanismer og funksjoner til HCHT fordi enzymet er en del av 

vårt medfødte immunsystem og fordi enzymet er blitt knyttet til flere sykdommer. Inhibering 

av AMCase har blitt forslått som behandlingsmetode for astma. HCHT er vist å blant annet 

motvirke soppinfeksjoner og kan være kilde til dannelse av kitooligosakkarider ved 

transglykosylering. Kitooligosakkaridene kan fungere som signalmolekyler. Dersom det er 

ønskelig å kun fjerne effekten av den ene kitinasen er det viktig å studere ulikheter mellom 

bindesetene til AMCase og HCHT slik at det skal bli mulig å finne selektive inhibitorer.13 

5.1 In vitro seterettet mutagenese 
I denne oppgaven ble det brukt in vitro seterettet mutagenese for å utføre punktmutasjoner på 

HCHT i det aktive setet. Det hadde på forhånd blitt designet primere for å lage mutasjonene 

Y190N, Q145R, Q188I, S240Y, D138M og W218F. Amplifisering med PCR gav godt 

brukbare plasmidkonsentrasjoner på gjennomsnittlig 398 ng/µL med standardavvik på          

61 ng/µL. DNA-gelelektroforese av løsningene viste nesten utelukkende bånd ved 10 000 kb, 

som er størrelsen til pPIC9K-plasmidet med innsatt HCHT-gen. DNA-gelene viser også at 

prøven ikke inneholder annet DNA, altså har rensingen av plasmidene vært vellykket. Selv 

om DNA-molekylene var på riktig størrelse var det ikke gitt av de ønskede mutasjonene var 

blitt gjennomført. For å kontrollere at primerene hadde festet seg på riktig sted på         

HCHT-genet og at de riktige basene hadde blitt byttet ut ble genene sekvensert. Etter 

sekvenseringen ble det funnet vellykket fremstilling av alle seks mutantene i kolonier som ble 

benyttet videre. Sekvenseringen viste også at ikke alle koloniene innehold riktige mutasjoner. 

Dette kan skyldes at plasmidene som ble brukt festet seg dårligere på grunn av dannelse av 

hårnålstruktur eller lignende. Sannsynligvis er utfallet av hvilke kolonier som hadde 

vellykkede mutasjoner tilfeldig. 

5.2 Transformasjon inn i Pichia pastoris-celler 
For å kunne dyrke opp celler som produserte HCHT-mutantene, ble plasmid med mutant-gen 

transformert inn i P. pastoris. Utplating av transformantene på MD-plater med 50 µg/mL 

geneticin var vellykket for alle mutantene, bortsett fra for Q188I. Dette utfallet er 

sannsynligvis en tilfeldighet og det ble ikke gjort nytt forsøk på transformasjon av Q188I på 

grunn av tidsmangel. 
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5.3 Overekspresjon av HCHT-mutanter i Pichia pastoris 
HCHT skilles direkte ut i kulturen ved overekspresjon i P. pastoris. Kitinaseaktiviten i 

kulturene for de ulike mutantene ble målt hver 24. time fram til 96 timer. Alle vekstkurvene er 

vist i figur 16 og 17  og viser noenlunde jevnt økende fluorescens, altså jevnt økende aktivitet. 

Noen av kurvene flater også ut eller synker mot slutten. Det var stor usikkerhet ved metoden 

og standardavvikene lå på mellom ca. 20 og 50 % for hver prøve. Fremstillingen gir likevel et 

inntrykk av hvordan kitinase aktiviteten hos mutantene forandre seg med tiden. 

 

Ved dyrking i BMGY-medium, før nedspinning og tilsetting av metanol, hadde noen av 

koloniene for høy OD. For disse lå OD mellom 6,6 og 8,7 selv om de optimalt skulle være 

mellom 2,0 og 6,0, se tabell 4. I disse kulturene var sannsynligvis cellene sent i logfasen, noe 

som ikke er optimalt for dyrkingen av enzymene. I løpet av de første 96 timene kunne det 

ikke observeres noen tydelige forskjell på aktiviteten i disse kulturene og aktiviteten til de 

som hadde OD på riktig nivå.  Det var heller ingen tydelig forskjell i OD for dyrking i 1 L- og 

2 L-dyrkningskolber.  

 

5.3.1 SDS-PAGE 

Det ble også utført SDS-PAGE på alle prøvene som ble tatt ut til aktivitetstest. De fleste 

gelene viste protein ved 50 kDa, som er størrelsen på HCHT. Båndene var som oftest for 

svake for å synes på utskrift. Man kan imidlertid se at prøvene inneholder en del andre 

proteiner og at rensing av kulturen er nødvendig.   
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5.4 Tillaging av frysestocker 
Det ble laget frysestocker av HCHT-mutantkoloniene fra P. pastoris-transformanter dersom 

det ble påvist kitinaseaktivitet ved overekspresjonen. Dette ble gjort ved å dyrke koloniene i 

BMGY-medie til OD var mellom 0,2 og 0,6 og deretter tilsette glyserol. Det ble forsøkt å 

dyrke i 250 mL dyrkningskolber med 40 mL BMGY-medie og i dyrkningsrør med 5 mL 

BMGY-medie.  

 

For de tre koloniene W218F koloni 3, Q145R koloni 3 og S240Y koloni 2 ble det forsøkt å 

dyrke i dyrkningskolber og i dyrkningsrør parallelt for å kunne sammenligne veksthastighet 

mellom de to metodene. Etter 24 timer viste alle koloniene i rør høyere OD enn samme koloni 

i kolber. Alle kulturene, både i dyrkningskolber og rør, hadde OD mellom 0,2 og 0,6 etter ca. 

24 timer. Disse resultatene viser at ved tillaging av frysestocker er både dyrkningskolber og 

dyrkningsrør godt egnet for inkubering av P. pastoris i BMGY-mediene. Resultatene kan 

også tyde på at P. pastoris vokser litt hurtigere i dyrkningsrør enn i dyrkningskolber.   
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5.5 Overekspresjon og isolering av AMCase 

5.5.1 Overekspresjon av AMCase villtype i Pichia pastoris  

Aktiviteten til ulike kolonier av AMCase villtype ble undersøkt ved å dyrke opp P. pastoris 

som inneholdt villtypegenet. Det ble tatt ut prøver fra kulturene hvert døgn ved 

overekspresjon som ble testet for kitinaseaktivitet. Figur 20 viser tre prøver fra samme koloni. 

To av prøvene hadde veldig lav aktivitet. En prøve hadde aktivitet som økte mot ca. 16 000 

fluorescensenheter i løpet av 48 timer. De aller fleste koloniene, også de som ikke ble 

fremstilt i denne oppgaven, viste økt kitinaseaktivitet med tid. AMCase-villtype viste generelt 

mindre aktivitet enn HCHT-mutantene, derfor ble ikke AMCase-prøvene fortynnet 1:10 ved 

måling av fluoriserende som gjort for HCHT. Fortynning var nødvendig ved høy aktivitet 

fordi da mettes fluorescenssignalet og er ikke lenger lineært. 

5.5.2 Isolering av AMCase ved ionebytterkromatografi  

Ved overekspresjon av AMCase i P. pastoris skiller det seg i tillegg ut andre komponenter i 

kulturen. Det er viktig å finne gode rensemetoder for AMCase for å kunne studere enzymet 

nærmere. I denne oppgaven ble det forsøkt å rense med en HiTrapTM CMFF ionbytterkolonne 

fra GE Healthcare med buffer A og B som 5mM natriumacetat med pH på henholdsvis 4,2 og 

6,8. Isolering med gradient resulterte i ingen eller små fraksjoner. AMCase ble observert i 

noen av disse fraksjonene ved aktivitetstest og ved SDS-PAGE, men kun etter kraftige 

oppkonsentreringer. Selv om AMCase ble observert var det mindre mengder enn det som 

burde forventes hvis all AMCasen hadde blitt eluert ut ved disse fraksjonene. Ved å gjøre 

prosedyren ved samme betingelser, men uten gradient, kom det ut én stor fraksjon som viste 

lav kitinaseaktivitet. Etter oppkonsentrering og undersøkelse med SDS-PAGE viste det deg at 

fraksjonen ikke var ren. 

 

Aktivitetstest på fraksjoner som ble tatt ut av waste-topp viste relativt stor kitinaseaktivitet. 

Det ser ut til at AMCase kanskje forsvinner med waste før baseline er oppnådd og det er 

derfor grunn til å tro at problemet ligger ved buffer A. Isolering ved ionebytterkromatografi 

under de samme betingelsene har tidligere vist seg å være effektivt for isolering av HCHT. 

AMCase har et lavere pH optimum enn HCHT. For å få til effektiv rensing bør det prøves ut 

buffere med annen pH. Det kan også være aktuelt å prøve andre kolonner som for eksempel 

HIC (Hydrophobic Interaction Chromatography) eller med kitinkuler.  
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Appendiks A 

Nukleotidsekvensen til AMCase-villtypegen: 
 
ATGGCTACTAAATTGATTTTACTTACTGGTTTGGTACTGATCCTTAATTTGCAACTAGGTTCAGCCT

ATCAATTAACATGTTATTTTACTAACTGGGCTCAATACAGACCAGGATTGGGTAGATTCATGCCTG

ACAATATAGATCCATGCTTGTGTACCCACTTGATCTATGCTTTTGCTGGTAGACAAAATAATGAAAT

CACTACAATTGAGTGGAATGATGTAACTCTGTACCAGGCTTTCAATGGACTGAAAAACAAGAACTC

ACAACTAAAGACATTGCTTGCAATTGGAGGTTGGAACTTTGGAACTGCTCCTTTTACAGCTATGGTT

AGTACACCAGAAAATAGACAAACTTTCATTACTTCAGTTATTAAGTTCCTTAGACAATATGAATTTG

ATGGCCTAGACTTTGACTGGGAATATCCAGGCTCTAGAGGTTCACCCCCTCAAGACAAGCATTTGT

TCACTGTATTAGTACAAGAGATGAGAGAAGCTTTTGAACAGGAGGCAAAGCAAATTAACAAACCA

AGATTGATGGTTACTGCTGCAGTAGCAGCAGGTATATCTAATATTCAATCTGGTTATGAAATTCCCC

AATTGAGTCAATACTTGGATTACATCCATGTGATGACCTATGACCTACATGGTAGCTGGGAGGGAT

ATACTGGAGAAAATAGTCCATTATACAAGTATCCTACTGATACAGGTTCAAATGCCTACTTAAATG

TAGATTATGTTATGAATTATTGGAAAGATAATGGTGCTCCAGCTGAAAAGCTGATTGTTGGTTTTCC

CACTTATGGTCACAATTTTATTCTGAGTAATCCTTCCAACACAGGTATTGGTGCCCCTACCTCTGGA

GCAGGACCAGCAGGTCCATATGCCAAGGAATCTGGAATATGGGCTTACTATGAAATCTGTACTTTC

TTGAAGAATGGTGCTACCCAGGGTTGGGATGCTCCTCAGGAAGTGCCTTATGCCTATCAAGGTAAT

GTTTGGGTTGGTTATGACAACATTAAATCTTTTGATATTAAGGCCCAATGGTTGAAGCACAATAAG

TTTGGTGGAGCAATGGTTTGGGCTATTGATCTTGATGATTTTACAGGTACATTCTGCAATCAAGGAA

AATTCCCTCTAATATCTACTTTGAAGAAGGCACTTGGTTTACAGTCTGCTAGTTGCACAGCTCCTGC

TCAGCCTATTGAACCTATCACTGCAGCACCCTCAGGATCAGGTAATGGATCAGGTTCATCATCCTCT

GGTGGTTCTTCTGGTGGATCTGGTTTCTGTGCTGTTAGAGCCAATGGTTTATACCCAGTTGCTAATA

ATAGGAATGCTTTTTGGCACTGTGTCAATGGAGTTACTTACCAACAAAATTGCCAGGCTGGTTTGGT

ATTTGATACCTCATGTGATTGTTGTAACTGGGCTTAATGACGAATTCTGCA 

 

Aminosyresekvensen til HCHT-villtypeprotein. Lederpeptid er markert med rød farge og 
kitinbindende domene type II er markert med grønn farge: 
 
MVRSVAWAGFMVLLMIPWGSAAKLVCYFTNWAQYRQGEARFLPKDLDPSLCTHLIYAFAGMTNHQL

STTEWNDETLYQEFNGLKKMNPKLKTLLAIGGWNFGTQKFTDMVATANNRQTFVNSAIRFLRKYSFD

GLDLDWEYPGSQGSPAVDKERFTTLVQDLANAFQQEAQTSGKERLLLSAAVPAGQTYVDAGYEVDKI

AQNLDFVNLMAYDFHGSWEKVTGHNSPLYKRQEESGAAASLNVDAAVQQWLQKGTPASKLILGMPT

YGRSFTLASSSDTRVGAPATGSGTPGPFTKEGGMLAYYEVCSWKGATKQRIQDQKVPYIFRDNQWVGF

DDVESFKTKVSYLKQKGLGGAMVWALDLDDFAGFSCNQGRYPLIQTLRQELSLPYLPSGTPELEVPKP

GQPSEPEHGPSPGQDTFCQGKADGLYPNPRERSSFYSCAAGRLFQQSCPTGLVFSNSCKCCTWN  
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Nukleotidsekvensen til kodonoptimalisert HCHT-villtypegen. Basene som endres ved 
seterettet mutagenese er uthevet. Endringen og mutasjonsnavnet er oppgitt i parentes: 
 
TAGAATTCGCTAAACTTGTTTGCTACTTCACTAACTGGGCTCAATATAGACAGGGAGAGGCTAGAT

TCCTTCCTAAAGATTTGGACCCATCACTTTGTACTCATTTGATCTACGCTTTTGCCGGTATGACCAA

CCACCAATTGTCTACTACCGAATGGAATGATGAGACTCTTTATCAGGAGTTTAACGGTTTGAAGAA

AATGAACCCAAAGCTTAAGACCTTGCTTGCTATTGGTGGATGGAACTTTGGAACCCAAAAATTCAC

AGATATGGTTGCAACAGCTAACAATAGACAGACTTTTGTCAATTCCGCTATCAGATTTTTGAGAAA 

GTACTCATTCGACGGTCTTGATTTGG (A i D138N) ACTGGGAATATCCAGGTTCC CA (G i Q145R) A 

GGATCACCTGCCGTTGATAAAGAGAGATTCACTACTCTTGTCCAAGACTTGGCCAACGCATTCCAA

CAGGAAGCTCAGACAAGTGGTAAAGAGAGATTGCTTTTGTCTGCTGCCGTTCCAGCCGGTCAAACT

T (A i Y140N) ACGTTGATGCAGGATATGAAGTTGATAAGATTGCTCAGAACCTTGATTTTGTTAATT 

TGATGGCCTACGACTTCCATGGTAGTTGG (T C i W218F) GAGAAGGTCACTGGACACAACTCTCCT 

TTGTATAAAAGACAAGAAGAGAGTGGTGCAGCTGCCTCT(AC i S240N) TTGAATGTTGATGCAGCT 

GTCCAACAGTGGTTGCAGAAGGGAACTCCAGCCTC CA (AT i Q188I) AACTTATCTTGGGTATGCCT 

ACCTACGGAAGATCTTTTACTTTGGCATCTTCCTCAGACACCAGAGTTGGTGCTCCAGCCACTGGTA

GTGGAACCCCAGGACCTTTCACAAAAGAAGGTGGAATGTTGGCATACTATGAGGTTTGTTCTTGGA

AGGGTGCTACCAAACAAAGAATCCAAGATCAGAAGGTTCCTTACATCTTTAGAGACAACCAGTGG

GTTGGTTTTGATGACGTCGAATCCTTCAAGACTAAAGTTTCATATCTTAAGCAAAAGGGATTGGGT

GGAGCAATGGTCTGGGCTCTTGATTTGGATGACTTTGCTGGTTTCTCCTGCAATCAAGGAAGATACC

CACTTATCCAAACATTGAGACAGGAGCTTAGTTTGCCATATTTGCCTTCTGGTACTCCTGAACTTGA

GGTTCCAAAGCCTGGACAACCATCCGAACCTGAGCATGGTCCATCACCTGGACAAGATACTTTCTG

TCAGGGTAAAGCTGACGGATTGTACCCAAACCCTAGAGAAAGAAGTTCTTTCTACTCTTGCGCCGC

AGGTAGATTGTTCCAGCAGTCTTGCCCTACTGGTCTTGTCTTTTCTAACTCCTGTAAATGTTGCACTT

GGAACTGAGAATTCTA 

 

Aminosyresekvensen til AMCase-villtypeprotein: 
MATKLILLTGLVLILNLQLGSAYQLTCYFTNWAQYRPGLGRFMPDNIDPCLCTHLIYAFAGRQNNEITTI

EWNDVTLYQAFNGLKNKNSQLKTLLAIGGWNFGTAPFTAMVSTPENRQTFITSVIKFLRQYEFDGLDFD

WEYPGSRGSPPQDKHLFTVLVQEMREAFEQEAKQINKPRLMVTAAVAAGISNIQSGYEIPQLSQYLDYI

HVMTYDLHGSWEGYTGENSPLYKYPTDTGSNAYLNVDYVMNYWKDNGAPAEKLIVGFPTYGHNFILS

NPSNTGIGAPTSGAGPAGPYAKESGIWAYYEICTFLKNGATQGWDAPQEVPYAYQGNVWVGYDNIKSF

DIKAQWLKHNKFGGAMVWAIDLDDFTGTFCNQGKFPLISTLKKALGLQSASCTAPAQPIEPITAAPSGS

GNGSGSSSSGGSSGGSGFCAVRANGLYPVANNRNAFWHCVNGVTYQQNCQAGLVFDTSCDCCNWA—

RIL 
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Nukleotidsekvensen til pPIC9K-vektoren. Posisjon hvor HCHT- og AMCase har blitt 
inkorporert i vektoren ved hjelp av EcoRI er merket med KITINASE: 
 
AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCAT

TCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAG

GACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTT

GATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCT

ATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCC

GAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCC

CAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATG

AACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGCCA

TACCGTTTGTCTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAG

TCTCTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTT

GGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCT

AACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAATATATAAACAGAAGGAAG

CTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCA

ATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTA

TTCGAAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGC

ATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCAT

CGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAAC

GGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAG

AAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTCTAGCGCCGCCACCATGGCTACTAAATTGATTTTACT

TACTGGTTTGGTACTGATCCTTAATTT KITINASE AAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGA 

GGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCT

ATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCT

CGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTA

TTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAG

CTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAAC

AATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCG

GTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGTGCTG

CTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTG

GCCGCCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCA

CACCCGTCCTGTGGATCTATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCC

AGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGCATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCC

ATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTACGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGA

AGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTTGGCAAAGTGTGGTTGGTAC

CGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAACACAGATCCAGCGTGTTGT

ACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTG

GACATTTCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGT

ACAATTTCAACCCTTGGCAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCT
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TGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAATCACCTGGGAATCAATACCATGTTCAGCTTGAGACAGAA

GGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTATCAGCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAG

CAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGTCATTTTGAACCATCATCTTGGCAGCAGTAACGA

ACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCATAGCAGC

TACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGAC

TTCTGGGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAAC

TTTGGCAGGAACACCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGA

GGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAAACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCA

ACGTCTCCGTTAGTTGAGCTTCATGGAATTTCCTGACGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTT

AACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCTAACACAGGTGTCTTCAAAGC

GACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAACATTGTCGACA

ATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTT

CTTGTGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTT

TAGGTTTGGATTCTTCTTTAGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTG

ACCTTTAGGGACTTCATATCCAGGTTTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATC

TAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGC

AAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAACTTCGTCGTCAAATAACCGTTTGGTA

TAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGCTTCCATGGCTCTAAGACCCTTTG

ATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATT

TCAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACC

TTTATACCACAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAAT

AGACTTTTTGGACGAGTACACCAGGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGA

ATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGACGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGA

CATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATCAATAATGGGGATTATACCAGAAG

CAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTCTACTACCGC

CATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCG

GGCAAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGG

ACAACTCTTTCTGCCAAATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCA

AGTTGTCGATCAGCTCCTCAAATTGGTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAG

CTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGTGCAGCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTT

TCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTATGCAGGTAGCAAGGGAAATGT

CATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTTTTATTATCAGTGA

GTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGACCTGCAGGGGGGGGGGGGGCG

CTGAGGTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAG

CCAGAAAGTGAGGGAGCCACGGTTGATGAGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTGATTTTGAA

CTTTTGCTTTGCCACGGAACGGTCTGCGTTGTCGGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCAACTCAGCA

AAAGTTCGATTTATTCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACA

ACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATAT

CAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGC

AGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAAC



  APPENDIKS 

78 

 

CTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAAT

CCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCT

CGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAA

ATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACT

GCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCC

CGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGA

AGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTA

CCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCAC

CTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAA

TCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATG

TAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTT

GAGACACAACGTGGCTTTCCCCCCCCCCCCTGCAGGTCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTG

CTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCG

CTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGC

ATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCA

GGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGCAT

TCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCAACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCA

TGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGACTATCTCGGTTATGACAGC

AGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGTTATCAGGAAC

AAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGG

AATGGAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATG

CCAACTTCAGTGACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTT

GTCTACTATTGATCCAAGCCAGTGCGGTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCAT

CTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAATAATCTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAA

ATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTATTAAACCCCAAATCAGCT

CGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGGAGATGCGAT

ATCGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTC

GGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCG

GATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGC

CATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATT

GTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCAT

CAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTA

TCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT

GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA

GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA

GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGC

CGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTG

TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG

CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCG

CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTT
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CTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAA

GCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGG

TGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGAT

CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATT

ATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTAT

ATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG

TCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTA

CCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA

ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG

TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTG

CCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCA

ACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCC

GATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT

CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAG

AATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATA

GCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC

CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTT

CACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCG

ACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATT

GTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACAT

TTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATA

GGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAG

CTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTATTC

G 
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Appendiks B 

Kuttesetene til restriksjonsenzymene som er blitt brukt i denne oppgaven:  

 

 

 

 

 

 

 

Figur B.1: Restriksjonssetet som DpnI kjenner igjen og kutter i.33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FigurB.2: Restriksjonssetet som SacI kjenner igjen og kutter i.24 

 

  

5’ … G - AMet      T   -   C … 3’ 

3’ … C   -   T       AMet - G …5’  

5’ … G  -  A - G - C - T      C … 3’ 

3’ … C      T - C - G - A   -  G … 5’ 
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Appendiks C 

Tabell C.1: Plasmidkonsentrasjon for prøver som ble sekvensert etter seterettet mutagenese 
og isolering av plasmid. Konsentrasjonene ble målt med NanoDrop. 
Plasmidnavn Koloni Konsentrasjon (ng/µL) 

Y190N 3 475,2 

Q145R 1 428,1 

Q145R 2 406,2 

Q145R 3 346,7 

Q145R 6 360,1 

D138N 2 431,6 

W218F 3 279,5 

S240Y 4 328,6 

Q188I 1 451,6 

Q188I 2 438,5 

Q188I 3 432,7 
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Appendiks D 

Tabell D.1: Målt fluorescens ved aktivitetstest av supernatant fra kultur med Pichia pastoris med Y190N koloni 1-3, W218F koloni 1-3 og 
D138N koloni 1-3. Prøver ble tatt ut etter 0, 24, 48, 72 og 96 timer etter tilsetting av metanol. Fluorescensen ble målt etter at prøven var 
fortynnet 1:10. Verdiene i denne tabellen er vist grafisk i figur 16. 
Tid (timer) Prøve Y190N W218F D138N 

Koloni 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Parallell          

0 1 5293 - 5335 - 5037 3140 121 a 112 a 147 a 
2 - 5722  4969 - - - 107 a 108 a 70 a 
3 5989 5634 4654 4893 6023 4512 334 177 259 
4 3863 5279 4450 4244 6015 4226 150 182 158 

24 1 6356 8459 7297 3901 6366 4432 1042 a 141 a 121 a 
2 5869 7614 5105 4164 6056 4820 388 a 128 a 116 a 
3 6845 8464 7509 5852 9466 7968 772 274 236 
4 6354 9292 6499 269 15464 5408 630 259 226 

48 1 11301 7248 7231 6653 456a 21808 1443 a 27698 28874 
2 11196 6881 7984 5804 186 a 22839 1386 a 23578 17628 
3 15647 10845 13460 11809 398 24940 1907 10334 23193 
4 15782 10793 10469 9658 264 24241 438 896 23558 

72 1 12671 19730 8162 7770 702 a 25552 1446 a 23849 24854 
2 12000 18688 8698 7900 317 a - 3030 a 22666 27577 
3 16185 27013 10962 11250 741 28420 3294 21474 28217 
4 15101 23672 10074 10288 409 21174 3252 28705 29646 

92 1 12034 31283 18997 17389 28965 8577 34776 b 24164 1585 
2 28003 8395 15672 17937 14973 8026 30745 22006 796 
3 23842 21912 15600 12014 11087 7430 11398 608 6135 
4 24493 25006 15885 9093 9584 7395 11493 712 6422 

a)Verdien oppgitt her ble beregnet fra målt verdi av ufortynnet prøve med forholdstall 7,0. Dette forholdstallet ble beregnet ved å ta gjennomsnitt av forhold mellom verdier 
fra prøver som ble målt både fortynnet og ufortynnet. De ufortynnede prøvene brukt i denne beregningen var på omtrent samme størrelse som de forholdstallet skulle brukes 
på. 
b)Verdien oppgitt her ble beregnet fra målt verdi for prøve fortynnet 1:100 fortynning  med forholdstall 7,0, se punkt a) for begrunnelse av forholdstallet. 
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Tabell D.2: Målt fluorescens ved aktivitetstest av supernatant fra kultur med Pichia pastoris med Q145R koloni 1-5 og S240Y koloni 1-5. Prøver 
ble tatt ut etter 0, 24, 48, 72 og 96 timer etter tilsetting av metanol. Fluorescensen ble målt etter at prøven var fortynnet 1:10. Verdiene i denne 
tabellen er vist grafisk i figur 17. 
 
Tid 
(timer) 

Prøve Q145R S240Y 
Koloni 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
Parallell           

0 1 - 657 715 1128 884 795 745 870 142 242 
2 - 645 607 1295 974 797 688 601 287 411 
3 3815 322 191 467 384 388 477 314 164 213 
4 5104 243 152 585 533 401 344 542 147 196 

24 1 16286 20913 19072 12924 22084 21463 19603 13557 19426 10523 
2 20655 21644 21342 19092 22353 20133 14825 -c 22238 11593 
3 6871 14756 12626 14714 26664 14885 15706 15609 10840 8057 
4 8213 4668 15440 2330 22437 7824 7264 14475 13515 5285 

48 1 19929 20454 18442 19250 19033 21608 20632 13841 15725 10570 
2 21939 17378 21607 17333 20108 15348 19057 20131 20011 10304 
3 15907 1511 13693 2607 7229 4093 13444 14249 13335 9516 
4 1977 11521 1971 3887 283 9648 15621 15590 14338 8762 

72 1 14119 23082 814 22666 16442 21486 22143 23826 18715 10589 
2 22809 19687 22640 14179 23400 22572 23627 23455 23661 11209 
3 19367 18357 20669 20765 20039 21811 19049 16623 20210 14268 
4 17971 14683 15295 16026 20969 19011 19106 23076 23708 18542 

92 1 17528 20883 14586 19361 21641 18747 17246 14628 22260 610 
2 21379 1237 18416 17533 16577 18160 21434 19738 -c 9799 
3 17778 23617 21851 1388 21565 - - 17611 20498 6923 
4 15613 22052 22324 22101 19116 21691 21950 19834 22123 9403 

c)Verdien ble vurdert som uteligger ved Dixons test.
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Appendiks E 

Tabell E.1: Målt OD og inkuberingstid ved tillaging av frysestocker.  
 

 Inkubasjonstid  22 timer 23 timer 25 timer 

Prøve Koloninummer OD  OD           OD 

 1   0,26 

 2  0,22  

Q145R 3   0,25 

 4  0,28  

 5   0,24 

 1  0,36  

 2 0,34   

S240Y 3  0,24  

 4  0,50  

 5   0,21 

 1 0,71   

Y190N 2 0,29   

 3 0,50   

 1 0,45   

W218F 2 0,61   

 3 0,34   

 1 0,70   

D138N 2 0,73   

 3 0,95   
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Appendiks F 

Tabell F.1: Gjennomsnittlig målt fluorescens fra to paralleller ved aktivitetstest av 
supernatant fra kultur med Pichia pastoris med AMCase villtype. Prøver ble ved 0, 24 og 48 
timer etter første tilsetting av metanol. Fluorescens ble målt av ufortynnede prøver. Disse 
verdiene er vist grafisk i figur 20. 
 
Prøve Prøvenummer 0 timer  24 timer 48 timer 

 

AMCase villtype 

1 471 684 820 

2 453 1772 3579 

3 389 2324 15851 
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