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SAMMENDRAG

SAMMENDRAG

Astma er en alvorlig lungesykdom som antas a ramme rundt 300 millioner mennesker verden

over og det er stadig flere som far det. Sykdommen er kronisk og svert kostbar for samfunnet.

Acidic mammalian chitinase (AMCase) er et humant enzym som kan bryte ned det ulgselige
karbohydratet kitin. Det er pavist en gkning av AMCase i lungeceller hos astmapasienter.
AMCase produseres av epitelceller og makrofager, og induserer en produksjon av kjemokiner.
Disse kjemokinene fgrer til en gkt rekruttering av T-celler, eosinofiler og makrofager til

lungene og fgrer til at inflammasjon og hypersensitivitet i luftveiene gker.

For a leere mer om hvordan AMCase binder til substrat og inhibitor, i tillegg til a leere mer om
enzymets eventuelle prosessivitet, er det ngdvendig med en rekombinant villtype av AMCase

som kan dyrkes opp 1 store mengder, samt ulike seterettede mutanter av enzymet.

I denne oppgaven har det blitt laget to plasmider hvor tryptofanresiduer i subsete — 1 og + 3
har blitt byttet ut med alaninresiduer. Dette fgrer til en endring i det substratbindende setet til
AMCase. Det har ogsa blitt laget et plasmid hvor den katalytiske syren glutamat har blitt
byttet ut med glutamin, slik at substrathydrolyse ikke lenger er mulig. Villtype-AMCase og én
av mutantene (W99A) har blitt dyrket opp og AMCase-protein har blitt produsert.

Ved a indusere lungeepitelceller med IL-13 utvikler cellene en astmaliknende respons.
Lungecellene ble dyrket i lett og tungt SILAC-medium og analysert ved hjelp av Orbitrap

massespektrometri.

I to paralleller ble det funnet til sammen 2150 identifiserte proteiner, hvorav 15 var opp- og
22 nedregulerte med en Benjamini-Hochberg korrigert p-verdi pa mindre enn 1 %. Det var

kun to proteiner som ble funnet i begge parallellene.
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SAMMENDRAG

Det ble funnet en rekke signifikant regulerte proteiner som viste en sammenheng med astma.
Flere proteiner som er involvert 1 kalsiumhomeostase, kollagensyntese, metabolisme og
immunrespons ble funnet. Disse deltar i blant annet cellesignalisering og endring av celler og
vev i luftveiene. Det ble ogsa funnet noen proteiner som tar del i samme reaksjonsvei. Det ble
for eksempel funnet to proteiner som deltar i “hematopoietic cell lineage”, en reaksjonsvei
som fgrer til at granulocytter, monocytter/makrofager, T-celler og B-celler blir produsert av

hematopoietiske stamceller.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Asthma is a serious lung disease that affects approximately 300 million people worldwide.

The disease is chronic and very costly for the community.

Acidic mammalian chitinase (AMCase) is a human enzyme that is capable of degrading the
insoluble carbohydrate chitin. An increased amount of AMCase is shown in the lung cells of
asthmatic patients. The great producers of AMCase are epithelial cells and macrophages.
AMCase induces the production of chemokines which recruit T cells, eosinophils and
macrophages to the lungs. This leads to an increased inflammation and hypersensitivity of the

airways.

To learn more about how AMCase binds to substrates and inhibitors, in addition to learning
more about any processivity AMCase might have, it is necessary to have recombinant wild
type AMCase that can be produced in a large quantum, as well as different site-directed

mutants of the enzyme.

In this thesis two plasmids has been made where tryptophan residues in subsites — 1 and + 3
were replaced with alanine residues. This leads to a change in the substrate binding site.
Another plasmid was made where the catalytic acid glutamic acid 140 was replaced with
glutamine. This leads to an inefficient substrate hydrolysis. Wild type and W99A have been

cultured and AMCase protein has been produced.

By inducing epithelial lung cells with interleukin-13, the cells will develop an asthma-like
response. Lung cells were cultured in light and heavy SILAC media and analyzed with

Orbitrap mass spectrometry.

In two parallels there were found 2150 identified proteins. 15 of these were upregulated and
22 were downregulated with a Benjamini-Hochberg corrected p-value set to 1 %. Only two

proteins were found in both parallels.
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ABSTRACT

Several significantly regulated proteins were found that might have an importance in human
asthma. There were found several proteins that were involved in calcium homeostasis,
collagen synthesis, metabolism and immune responses. These are involved in a number of
processes, including cell signaling and airway remodeling. There were also found some
proteins that were involved in the same pathways. Two proteins involved in the hematopoietic
cell lineage were found. This is a pathway that leads to the production of granulocytes,

monocytes/macrophages, T cells and B cells from hematopoietic stem cells.
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1 INTRODUKSJON

1 INTRODUKSJON

1.1 Forekomst av astma

Astma er en sveart alvorlig, kronisk lungesykdom som kjennetegnes av gjentatte episoder med

tungpustethet, hvesing, tetthet i brystet og hosting (Hammad & Lambrecht 2008).

Forekomsten av astma er gkende. Flere gutter enn jenter far sykdommen fgr 10-ars alder, og
omtrent 10 % av befolkningen vil pa et tidspunkt i livet ha astma. Mange er ikke engang klar
over at de lider av sykdommen og oppsgker derfor heller ikke lege for a fa behandling (Nhi.no
2002).

Astma forekommer 1 alle aldre. Omtrent 50 % av barn med astma blir kvitt sine plager
omkring pubertetsalder (Allergiviten.no 2005). Det er vanskelig a vite ngyaktig hvor mange
som lider av denne sykdommen; da det ofte brukes spgrreundersgkelser som diagnoseverktgy.
Formuleringen av spgrsmalene kan variere mye mellom undersgkelser og ha en avgjgrende
rolle 1 hvilke svar de spurte gir (Nystad 1999). Det antas likevel at omtrent 300 millioner
mennesker verden over lever med astma. Innen 2025 antas det at 400 millioner mennesker vil
lide av denne lungesykdommen. Mange astmatikere trenger kontinuerlig medisinsk hjelp og
er derfor en enorm gkonomisk byrde, bade med hensyn til medisinske utgifter og
sykemeldinger. Astma er ingen livstruende sykdom, men har trolig en avgjgrende rolle i 1 av

250 dgdsfall verden over (Shuhui et al. 2009).

1.2 Mekanismen til astma

Astma er en sykdom som karakteriseres av inflammasjon i luftveiene, overdrevet utskillelse
av slim og gkende innsnevring av bronkiene (Shuhui et al. 2009). Denne inflammasjonen
styres av en gkende ekspresjon av flere inflammatoriske proteiner, inkludert cytokiner,
kjemokiner, adhesjonsmolekyler og reseptorer. Akutte anfall oppstar nar intensiteten av
inflammasjonen gker. Astmatiske symptomer oppstar ofte ved inhalering av irritanter,

allergener eller kald luft, eller ved trening (Barnes 2008b).
1



1 INTRODUKSJON

Ved en astmatisk respons vil inhalerte allergener bli gjenkjent av immunsystemets celler og
indusere en immunrespons (figur 1.1). De viktigste immuncellene som er deltagende 1 en

astmatisk respons forklares i avsnitt 1.2.1.

Inhaled allergens

‘D’
L] -
e®

Eplthehal cei[s

» T5LP

CCU7 and Deu”d”f"
L o
ccn4
Smooth-muscle

cell r gk
% T, 24:ell
Anhbody -5

CCLN

Mast cell

Histamine, cysteinyl
leukotrienes and
prostaglandin D,

producti

CCR3

- DOB

| Eosinophilic inflammation|

E-cell

Figur 1.1: Inflammatoriske celler og immunceller involvert i astma. Inhalerte allergener
aktiverer mastceller ved a kryssbinde immunglobulin E (IgE)-molekyler pa overflaten. Dette
frigjor flere bronkiesammentrekkende mediatorer som histaminer, leukotriener og
prostaglandiner. Epitelceller frigjgr en stamcellefaktor (SCF) som er ngdvendig for d
opprettholde mastceller ved luftveienes overflate. Allergener blir behandlet av dendrittiske
celler som er avhengige av tymisk stromalt lymfopoietin (TLSP), som skilles ut av epitelceller
og mastceller, for a frigjgre kjemokinene CC-kjemokin ligand 17 (CCL17) og CCL22. Disse
kjemokinene virker pa CC-kjemokinreseptor 4 (CCR4) for a tiltrekke T-hjelper 2 (Ty2)-celler.
Ty2-celler har en sentral rolle i dirigeringen av inflammatoriske responser ved a frigjgre
interleukin (IL)-4 og IL-13, som stimulerer B-celler til a produsere IgE, IL-5 som er
ngdvendig for eosinofil inflammasjon og IL-9, som stimulerer mastcellenes celledelingen til.

Epitelceller frigipr CCL11 som rekrutterer eosinofiler via CCR3 (Barnes 2008b).



1 INTRODUKSJON

Det finnes to typer astma, hvor atopisk astma er den vanligste formen. Atopisk astma
kjennetegnes ved at pasienten har en allergisk inflammasjon. Immunglobulin E (IgE) er til
stede ved eksponering for vanlige allergener (Barnes 2008b). IgE er et antistoffmolekyl som
er virksomme ved betennelsesreaksjoner. IgE kan binde seg til overflaten av mastceller og
basofile granulocytter, da disse har en egen reseptor for IgE. Dersom IgE-molekyler
kryssbindes, for eksempel ved binding av antigen, vil det kunne fgre til aktivering av cellene,
fulgt av en frigjgring av betennelsesfremkallende stoffer som histamin, serotonin, ulike

cytokiner og forbindelser med kjemotaktiske egenskaper (figur 1.1) (Lea 2006).

Omtrent 5 % av alle pasienter med astma lider av ikke-atopisk astma. Inflammasjonen 1
bronkiene er lik den ved atopisk astma, men for pasienter med ikke-atopisk astma kan vanlige
medisiner vere ineffektive og det vil vare ngdvendig med nye terapeutiske

behandlingsmetoder (Barnes 2008b).

Hos friske personer vil antigenet oppfattes som ufarlig og dermed ikke sette i gang en

immunologisk respons (Lea 2006).

1.2.1 Immunforsvaret

Det humane immunforsvaret kan deles i to; det medfgdte og det adaptive immunforsvaret.
Den medfgdte immunresponsen bestar av blant annet komplementproteiner, akutt fase-
reaktanter, cytokiner, naturlige drepeceller og fagocytter og har evnen til a reagere raskt pa
egenskaper som er felles for mange mikroorganismer. Adaptiv immunrespons bestar blant
annet av antistoffer, cytokiner, B-celler, T-hjelperceller (Ty-celler), T-drepeceller og
regulatoriske T-celler. Den adaptive immunresponsen bruker tid pa a utvikle seg for a
respondere pa strukturer som er unike og karakteristiske for hver enkelt bakterie eller virus

(Lea 2006).
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Astma er forbundet med en gkning i T-hjelper 2 (Ty2)-celleresponsen. En liknende Ty2-
respons er ogsa sett ved parasittiske infeksjoner (Zhu et al. 2004). Det antas derfor at Ty2-
inflammasjonen oppstod for a hanskes med parasitter og at atopisk astma dermed oppstod
som en konsekvens av darlig kontrollerte Ty2-responser, fremprovosert uavhengig av en

parasittisk infeksjon (Elias et al. 2005).

En Ty2-celle er en CD4" T-celle som gjennom & produsere interleukin (IL)-4, IL-13 og andre
cytokiner, kan hjelpe B-celler med a produsere IgE og andre antistoffer, og som gjennom
utskillelse av blant annet IL-5 og IL-13 kan fremme en gkning av eosinofiler, basofiler og
mastceller (Hammad & Lambrecht 2008). T-celler produseres i beinmargen av stamceller som
differensieres. T-cellene forflytter seg til thymus for a utvikle seg til hgyt spesialiserte
celletyper. Her utstyres de med reseptorer for antigen og sendes ut i blod- og lymfesystemet
(Lea 2006). Dette er celler som er involvert 1 den humorale delen av immunforsvaret
(Hammad & Lambrecht 2008) som er ansvarlig for alle celler som skiller ut 1gselige
forbindelser og dermed pavirker immunsystemet (Lea 2006). Det kan derfor se ut som at
cytokiner produsert av Ty2-celler har en fordelaktig virkning i den adaptive delen av
immunforsvaret ved en parasittisk infeksjon. Ved en for hgy produksjon av disse cytokinene

vil de kunne bidra til en astmatisk inflammasjon (Zhu et al. 1999).

Tyl-celler er CD4" T-celler som har differensiert til cytokinproduserende celler som fremmer
cellemediert immunitet (Barnes 2008b). Ty2-celleresponsen motvirker Ty1-celleresponsen.
En ubalanse mellom Ty1- og Ty2-celleresponser antas a vaere medvirkende i patogenesen til
ulike infeksjoner, allergiske responser og autoimmune sykdommer. Hos pasienter med astma
gker antallet Ty2-celler 1 luftveiene, mens det hos personer uten astma er overveiende Tyl-

celler i1 luftveiene (Barnes 2008b).

B-lymfocytter er celler som produseres i beinmargen, av stamceller som differensierer. Her
utvikles cellene og far reseptorer for antigener fgr de sendes ut i blod- og lymfesystemet (Lea
2006). De har viktige roller i allergiske sykdommer, inkludert astma, gjennom frigjgring av
IgE. IL-4 og IL-13 induserer B-cellene til a produsere IgE gjennom et
immunglobulinklasseskifte (Barnes 2008b). Ustimulerte B-celler uttrykker kun monomert
IgM og IgD i membranen. Ved stimulering av B-cellene vil det kunne forega et skifte til

produksjon av andre immunglobulinklasser (Lea 2006).
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Dendrittiske celler

Dendrittiske celler finnes i blod, lymfoide organer og i annet kroppsvev. De kan vare relativt
stasjonare, men de har ogsa evnen til a bevege seg dersom de blir aktivert. Dendrittiske celler
kan bli aktivert ved a komme i kontakt med invaderende mikroorganismer, eller ved en
pagaende betennelsesprosess. Da vil de dendrittiske cellene bringe med seg informasjon i
form av forskjellige forbindelser fra inhalerte allergener, og via lymfearesystemet, bevege seg
til en nerliggende lymfeknute. Her vil de sgrge for at medbrakt informasjon blir presentert for
T-cellene (Lea 2006). Dendrittiske celler har dermed en viktig rolle i astma ved a fungere som

regulatorer av Ty2-celler (Barnes 2008b).

Granulocytter
Eosinofiler, basofiler og ngytrofiler gar under fellesbetegnelsen granulocytter. Dette er celler
som inneholder store vesikler fylt med ulike proteolytiske enzymer og en rekke forbindelser

med sterkt steriliserende effekt (Lea 2006).

Ngytrofile og eosinofile granulocytter finnes hovedsakelig i blodbanen, men dersom en
infeksjon oppstar, vil de raskt bevege seg til infeksjonsomradet ved at de tiltrekkes av
lavmolekyleare forbindelser som dannes pa betennelsesstedet. Ved ankomst vil de fagocyttere

mikroorganismer eller annet som er ansvarlig for infeksjonen (Lea 2006).

Basofile granulocytter uttrykker reseptorer for IgE pa overflaten sammen med
membranbundet IgE. Aktivering av basofiler resulterer i frigjgringen av en mengde
potensielle mediatorer, inkludert cytokiner som IL-4 og IL-13 (Macfarlane et al. 2000).
Basofiler sirkulerer i blodbanen og finnes normalt ikke i friskt vev, men rekrutteres inn i vevet
ved en immunologisk respons. Basofiler, i likhet med andre granulocytter, mangler evnen til
celledeling og antas a gjennomga apoptose etter at jobben de ble rekruttert til er gjort (Galli et
al. 2005).

Inflammasjonen i astma betegnes ofte som eosinofil. Dette er fordi det i astma skilles ut
eosinofile kjemotaktiske faktorer av epitelceller i luftveiene. Den funksjonelle rollen til

eosinofiler er enna ikke klar (Barnes 2008b).
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Mastceller

Mastceller er en nar slektning av basofile granulocytter, men i motsetning til basofilene,
finnes mastcellene i vevet. I likhet med basofilene, har ogsa mastcellene overflatereseptorer
for IgE. Mastcellene spiller en sentral rolle ved betennelsesreaksjoner og i utviklingen av
oyeblikkelige hypersensitivitetsreaksjoner. Nar mastcellene blir aktivert vil de frigjgre en

rekke forbindelser med kraftig virkning, bade lokalt i vevet og systemisk (Lea 2006).

Mastcellene frigjgr flere forbindelser som fgrer til en sammentrekning av bronkiene. Disse
forbindelsene er agenter som induserer en sammentrekning av den glatte muskulaturen i
luftveiene. Dette forer til at det blir vanskelig a puste. Nar de ulike forbindelsene frigjgres, vil
de gi en variabel sammentrekning av bronkiene, ettersom de frigjgres av diverse triggere,
blant annet allergener. Mastcellene frigjgr ogsa flere cytokiner, blant annet IL.-4, IL-5 og IL-

13, som har viktige roller i allergiske inflammasjoner (Barnes 2008b).

Makrofager

Makrofager er celler som fjerner mikroorganismer og dgde celler ved a omslutte dem og bryte
dem ned ved hjelp av fordgyelsesenzymer som proteaser og glukosidaser (Lea 2006). Antallet
makrofager gker i lungene hos personer med astma. Disse makrofagene kommer fra
sirkulerende monocytter i blodbanen som migrerer til lungene som et svar pa
kjemoattraktanter (Barnes 2008b). Makrofager initierer det medfgdte immunforsvaret ved a
gjenkjenne patogener, fagocyttere dem og skille ut inflammatoriske formidlere (Ozinsky et al.

2000).

@kt rekruttering av makrofager under en astmatisk prosess kan resultere i en akkumulering av
makrofager i vevet. Disse aktiveres av Ty2-cytokiner og fgrer til en Ty2-polarisert reaksjon
og inflammasjon (Gordon 2003). Rekrutterte lungemakrofager har dermed potensialet til a
fremme en astmatisk utvikling. Makrofager kan ha en proinflammatorisk effekt, siden de kan
fremme en eosinofil inflammasjon i luftveiene og bli stimulert av allergener til a produsere
proinflammatoriske cytokiner (Song et al. 2008). Andre studier har derimot vist det motsatte.
Her vises det at makrofager er avgjgrende for en nedregulering av allergisk astma.
Makrofager kan ha en hemmende effekt pa Ty2-celler ved a aktivere Tyl-celler og produsere

regulatoriske faktorer (Vissers et al. 2005).
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Vanskeligheten med a belyse rollen til lungemakrofager i astma kan skyldes makrofagenes

heterogenitet og plastisitet (Song et al. 2008).

1.2.2 Airway remodeling

Hos astmatikere endres strukturen til lungene. Dette kalles “airway remodeling” og omfatter
endringer 1 celler og vev hos astmatikere som ikke finnes i celler og vev hos friske personer.
Disse endringene inkluderer en gkning i stgrrelse og antall av glatte muskelceller 1 bronkiene
og en gkning av myofibroblaster som er produsenter av bade kollagene og ikke-kollagene
matriksmolekyler. En gkt avleiring av kollagen er en fglge av at det dannes flere
myofibroblaster. Dette fgrer til en fortykning av veggene i luftveiene. Dette bidrar til at

bronkiene trekker seg sammen og at luftveiene blir trangere (Elias 2000).

Ved normale omstendigheter danner epitelcellelaget i luftveiene en hgyt regulert og nesten
ugjennomtrengelig barriere. Ved astma blir epitelet skjgrere og permeabiliteten gker, noe som

forer til at allergener lettere trenger gjennom (Buc et al. 2009).

1.3 Cytokiner

Cytokiner er en gruppe lgselige signalmolekyler som virker som kjemiske
kommunikasjonsmidler mellom celler. De kan deles inn etter funksjon og struktur. Det finnes
for eksempel interferoner, interleukiner og kolonistimulerende faktorer. Det er 1 hovedsak

CD4" Ty-celler som er de store cytokinprodusentene blant blodcellene (Lea 2006).

Cytokiner har en sentral rolle som dirigenter av den kroniske inflammasjonen og de
strukturelle endringene i luftveiene som oppstar ved astma. Dette gjgr de ved a rekruttere,
aktivere og fremme levedyktigheten til en rekke inflammatoriske celler i luftveiene. Mer enn
50 cytokiner har blitt identifisert i luftveissykdommer (Barnes 2008a). Noen cytokiner som
har en innvirkning pa astma er IL-13, IL-4 og IL-5. Genene som koder for disse er lokalisert

pa kromosom 5g31 hos mennesker (Kasaian & Miller 2008).
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1.3.1 Interleukin-13

IL-13 er et 113 basepar (bp) stort cytokin bestaende av fire a-helikser (figur 1.2) som
syntetiseres av aktiverte CD4"- og CD8*-T-celler. En gkt ekspresjon av IL-13 mRNA har blitt
pavist i slimhinnene i luftveiene hos pasienter med bade atopisk og ikke-atopisk astma

(Chung & Barnes 1999).

Figur 1.2: Humant IL-13 (11JZ). IL-13 bestar av 113 basepar og fire a-helikser. (Bildet er

hentet fra www.pdb.org.)

IL-13 har en bioaktivitet som virker gjennom et reseptorkompleks bestaende av to
reseptormolekyler, IL-13Ral og IL-4Ra (figur 1.3). IL-13 binder til IL-13Ral/IL-4Rao-
reseptorkomplekset som finnes pa overflaten til blant annet B-celler, monocytter og
epitelceller. Heterodimeriseringen av IL-13Ral og IL-4Ra pa celleoverflaten setter i gang en
signalisering av IL-13 via rekruttering av tyrosin kinaser som fgrer til en fosforylering av
STATS®, et protein som er ansvarlig for signaloverfgring og aktivering av transkripsjon.
STATSG forflytter seg til kjernen hvor den er med pa a aktivere transkripsjon av en rekke
gener. Dette fgrer til IgE-produksjon, eosinofili og hypersensitivitetsreaksjoner i luftveiene. I
astmamodeller hos mus er det vist at de som mangler STAT6 ikke utvikler hypersensitivitet

og inflammasjon i luftveiene (Kasaian & Miller 2008).
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Figur 1.3: Binding av IL-13 til IL-4Ro/IL-13Ral-reseptorkomplekset aktiverer
fosforyleringen av tyrosinkinasene Jak 1 og Tyk 2. Disse forer til fosforyleringen av
tyrosinresiduer pd IL-R4o-kjeden (vist med smd, sorte prikker). Disse fosforylerte residuene
rekrutterer insulinreseptorsubstrat (IRS) og “signal transducer and activator of transcription
6”7 (STAT6). Dette medfprer at ogsd disse blir fosforylert. IRS aktiverer ulike kinaser (PI3K,
PKC, AKT og p70S6K) som forer til gkt celledeling og bedrer cellenes evne til overlevelse.
Fosforylert STAT6 dimeriserer og forflytter seg til kjernen, hvor den aktiverer transkripsjonen

av en rekke gener. Dette forer til IgE-produksjon, eosinofili og hypersensitivitetsreaksjoner i

luftveiene (Kasaian & Miller 2008).

IL-13 regulerer ekspresjonen av en rekke gener i inflammatoriske og strukturelle malceller;
som glatte muskelceller i luftveiene, makrofager og epitelceller. Den inflammatoriske
responsen styres av evnen IL-13 har til a stimulere produksjonen av et stort antall kjemokiner

som rekrutterer inflammatoriske celler til lungene (Elias et al. 2003).

I systemer hos gnagere har det blitt vist at blokkering av IL-13 effektivt begrenser astmatiske
responser. En rekke monoklonale antistoff som er rettet mot IL-13, er under utvikling for

behandling av astma (Kasaian & Miller 2008).
9
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1.3.2 Interleukin-4

IL-4 uttrykkes av CD4"- og CD8"-T-celler, eosinofiler og mastceller ved bide atopisk og
ikke-atopisk astma. Et gkt antall T-celler som uttrykker IL-4 mRNA er pavist i

bronkoalveolene etter et allergenangrep (Chung & Barnes 1999).

IL-4 spiller en viktig rolle i differensieringen av Ty2-celler. Ved & fremme produksjonen av
Ty2-celler blir produksjonen av Tyl-celler inhibert. Dette fgrere til en ytterligere forverring
av den astmatiske responsen (Barnes 2008a). IL-4 har ogsa en viktig rolle i aktiveringen av B-
celler. Den fremmer immunglobulinsyntesen til B-celler og bidrar til at B-cellenes produksjon

av IgG endres til IgE (Chung & Barnes 1999).

Bade IL-4 og IL-13 virker via IL-4Ra/IL-13Ra-reseptorkomplekset (figur 1.3). Fordi IL-4 i
tillegg kan binde seg til reseptorkomplekset IL-4Ra/y, har denne flere andre aktiviteter som
ikke er felles med IL-13. Dette inkluderer blant annet modning av T-celler og fgrer til en gkt
dannelse av Ty2-celler (Kasaian & Miller 2008).

1.3.3 Interleukin-5

IL-5 produseres av Ty-celler. Det er pavist en gkt ekspresjon av IL-5 mRNA i CD4"-Ty-celler
i luftveiene hos astmatikere (Chung & Barnes 1999), men ogsa i blere, hud, hjerte og tarmer

under en eosinofil, inflammatorisk reaksjon (Collins et al. 1995).

IL-5 regulerer spredningen, differensieringen og aktiveringen av eosinofiler. IL-5 er ansvarlig
for en rask mobilisering av eosinofiler fra ryggmargen til omrader hvor den allergiske

inflammasjonen er, ved hjelp av blant annet kjemokiner som eotaxin (Zhang et al. 1999).

Hos forsgksdyr kan blokkerende antistoffer som er spesifikke for IL-5 redusere antallet
eosinofiler i lungene og inhibere allergenresponser. Hos mennesker reduseres antallet
sirkulerende eosinofiler, men det er ingen endring i allergenresponsen. Dette kan skyldes at

antistoffene ikke eliminerer eosinofilene fullstendig (Barnes 2008a).

10
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1.4 Familie 18 glykosyl hydrolaser

Kitin er den nest mest forekomne polymeren 1 naturen, etter cellulose. Kitin er et linezrt
polysakkarid bestaende av N-acetyl-D-glukosaminer (GlcNAc) som er bundet sammen med

B(1—4) glykosidbindinger (Shuhui et al. 2009) (figur 1.4).

\///o

Figur 1.4: Kitin er en ulpselig homopolymer av GlcNAc-residuer. GIcNAc-enhetene er rotert

180° relativt til hverandre. Figuren er laget av Morten Sgrlie ved hjelp av ISIS Draw.

Kitin finnes blant annet i celleveggen hos sopp, i eksoskjelettet til krabber, reker og insekter

og 1 spisergret hos mange insekter (Boot et al. 2001).

Familie 18 glykosyl hydrolaser er en fellesbetegnelse pa enzymer som katalyserer hydrolyse
av glykosidbindinger og omfatter familie 18-kitinaser. Disse kitinasene katalyserer hydrolyse

av B(1—4) glykosidbindinger som finnes i kitin (Elias et al. 2005).

Kitinaser produseres hos organismer som beskyttelse mot patogener som inneholder kitin og
utgjgr i disse tilfellene en viktig del av det medfgdte immunforsvaret (Elias et al. 2005). Hos
organismer som har et ytre lag bestaende av kitin er det viktig a4 kunne bryte ned kitin ved
vekst og dgd. Hos organismer som spiser kitinholdig mat er kitinase viktig for & kunne bryte
ned kitinet til metabolitter som kan absorberes og dermed utnyttes energimessig (Shuhui et al.

2009).

Kitinaser kan bli klassifisert som endo- eller ekso-kitinaser. Endo-kitinaser kutter kitin
tilfeldig ved interne seter. Ekso-kitinaser katalyserer hydrolyse av kitin progressivt fra enten

den reduserende eller ikke-reduserende enden (Chou et al. 2006).

11
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Pattedyr produserer ikke kitin og er heller ikke avhengige av kitin som energikilde. Det har
derfor lenge vert trodd at pattedyr mangler kitinaser. Nyere forskning utf@grt hos mennesker
og gnagere viser derimot at dette ikke stemmer. Hos begge grupper har det blitt funnet bade
kitinaser med kitinolytisk aktivitet og kitinase-liknende proteiner (Elias et al. 2005). Det

humane genomet koder for atte familie 18-kitinaser (Jolles & Muzzarelli 1999). To av disse

har kitinolytisk aktivitet; human chitotriosidase (HCHT) og AMCase (Shuhui et al. 2009).

Felles for alle glykosyl hydrolaser er at de som regel bestar av flere domener; ett katalytisk
domene og ett eller flere ikke-katalytiske domener. De ikke-katalytiske domenene kan ha en
substratbindende funksjon som bidrar til en mer effektiv hydrolyse (Davies & Henrissat
1995). Det katalytiske domenet bestar blant annet av et aktivt sete med et konservert motiv,

DXXDXDXE, som finnes pa p-strand 4 (figur 1.5) (Aronson et al. 2006).

Figur 1.5: Krystallstruktur av HCHT (venstre) med et utsnitt av f-strand 4 (hgyre) med det
konserverte DXXDXDXE-motivet til familie 18-kitinaser (Fusetti et al. 2002).

Det aktive setet bestar av flere subseter hvor karbohydrater kan binde. Subsetene nummereres
fra —n til 4+ n, hvor — n representerer den ikke-reduserende enden og + n den reduserende
enden av sukkeret. Glykosidbindingen til substratet kuttes alltid mellom subsetene + 1 og — 1.
De resterende subsetene binder substratet og hjelper til med a stabilisere

konformasjonsendringer (Davies & Henrissat 1995).

12
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1.4.1 Human chitotriosidase (HCHT)

HCHT er én av to aktive humane familie 18-kitinaser. Human HCHT har 57 % sekvenslikhet

med human AMCase og basert pa krystallstruktur antas det at den er en endo-kitinase (Chou

et al. 2006).

HCHT ble forst oppdaget i plasma hos mennesker som lider av Gauchers sykdom, da det ble
pavist en stor gkning av HCHT-aktivitet i plasma hos disse pasientene (Hollak et al. 1994).
Enzymet uttrykkes i modne makrofager og er senere blitt assosiert med flere lysosomale

sykdommer, kroniske betennelsestilstander og malaria (Kzhyshkowska et al. 2007).

Den humane kitinasen kan inhibere patogene sopper og det kan derfor tyde pa at enzymet er

en del av menneskers medfgdte immunforsvar (van Eijk et al. 2005).

Kitinasen kan opptre i to ulike isoformer; 39 kDa med et isoelektrisk punkt (pI) lik 8 og 50
kDa med pl lik 7,2. 50 kDa-isoformen kan ved posttranslasjonelle modifikasjoner omdannes
til 39 kDa-isoformen (Renkema et al. 1995). 39 kDa-formen har kitinolytisk aktivitet og det
tyder pa at den 50 kDa store isoformen i tillegg har et kitinbindende domene (Fusetti et al.

2002).

1.4.2 Acidic mammalian chitinase (AMCase)

AMCase er et 50 kDa stort mammalsk protein som bestar av et 39 kDa N-terminalt katalytisk
domene (figur 1.6) og et C-terminalt kitinbindende domene som holdes sammen av en
hengselsregion (Boot et al. 2001). Enzymet er syrestabilt og har kitinasebioaktivitet (Elias et
al. 2005). Hos mus er det pavist et pH-optimum pa 2.0 og et annet pH-optimum rundt 3-6.
Hos mennesker er derimot pHen ~ 4-5. Det er vist en sekvenslikhet pa 82 % mellom AMCase
hos mus og AMCase hos mennesker (Chou et al. 2006). AMCase ble fgrst identifisert hos
mus pa grunn av deres lave pH som skilte seg betydelig fra pHen til HCHT (Boot et al. 2001).

13
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Figur 1.6: Det katalytiske domenet til AMCase bestar av 395 aminosyrer. Metylallosamidin
vises i midten. En disulfidbinding mellom Cys49 og Cys349 kobler sammen den C-terminale
enden (i rodt) med den N-terminale enden (i bldtt). Det katalytiske domenet bestar av en TIM-
barrel struktur (Olland et al. 2009).

Human AMCase antas a vare en ekso-kitinase, da det ser ut til at enzymet gjenkjenner og
kutter kitooligosakkaridsubstrater fra den ikke-reduserende enden og gir disakkarid- og

trisakkaridenheter som produkt (Chou et al. 2006).

AMCase finnes i store mengder i magen og tarmene, og i en mindre grad i lungene, leveren,
blodplasma og pa tungen hos mennesker og gnagere (Boot et al. 2001). Kitinaser finnes ofte
ved steder i kroppen hvor en inflammasjon har oppstatt, for eksempel etter en parasittisk
infeksjon. Dette tyder pa at mammalske kitinaser spiller en vesentlig rolle i forsvaret mot

parasitter og infeksjoner i kroppen (Elias et al. 2005).

1.4.3 Sammenheng mellom AMCase og astma

Lungeceller hos personer med astma inneholder betydelige mengder AMCase, mens det hos

friske personer ikke er detekterbare mengder av enzymet (Elias et al. 2005).
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Ved en parasittisk infeksjon vil immunresponsen hos en vert fgrst inkludere det medfgdte
immunforsvaret, som kontrollerer og eliminerer parasittiske infeksjoner. Over tid vil ogsa det
adaptive immunforsvaret, som kontrollerer parasitten ved hjelp av antistoff, bli inkludert
(Elias et al. 2005). Som nevnt tidligere er immunresponsen mot parasitter ofte Ty2-dominert

og gir gkt produksjon av IL-4, IL-5, IL-13, IgE og eosinofiler (Zhu et al. 2004).

AMCase oppreguleres som respons pa Ty2-styrt inflammasjon i lungene. IL-13 spiller en
viktig rolle ved a indusere AMCase-produksjon fra epitelceller og makrofager. Dette er celler
som har reseptorer for IL-13 pa overflaten. AMCase induserer produksjonen av kjemokiner
som fgrer til en gkt rekruttering av T-celler, eosinofiler og makrofager til lungene og som
ytterligere forverrer inflammasjonen og hypersensitiviteten i luftveiene (figur 1.7) (Kawada et

al. 2007).
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Figur 1.7: Rollen til AMCase i allergisk astma. Ty2-celler frigjor IL-13 som induserer
ekspresjonen av kitinase i epitelceller i luftveiene og i makrofager. Ekspresjonen av kitinase i
epitelceller kan stimulere frigjgpringen av monocytt kjemotaktisk protein (MCP)-1, MCP-2,
makrofag inflammatorisk protein (MIP)-1p, eotaxin, eotaxin-2 og ENA-78 som rekrutterer
henholdsvis monocytter, eosinofiler og ngytrofiler til luftveiene. Dette resulterer i en
inflammasjon i luftveiene. Ekspresjonen av kitinase i makrofager kan direkte fremkalle en
sammentrekning av den glatte muskulaturen som forer til en innsnevring av bronkiene. Dette

er et karakteristisk kjennetegn pa astma (Shuhui et al. 2009).
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Inhibering av AMCase, for eksempel ved bruk av allosamidin eller metylallosamidin, kan
hindre at IL-13-reaksjonsveier blir aktivert og at produksjonen av kjemokiner hemmes. Dette

forer til en nedgang i Ty2-inflammasjonen ved astma (Kawada et al. 2007; Zhu et al. 2004).

1.4.4 Prosessivitet

Familie 18-kitinaser er designet for a bryte ned ulgselige polymerer av kitin. I tillegg til det
katalytiske domenet, har kitinaser ofte en eller flere karbohydratbindende moduler. Disse kan
vare fordelaktige for enzymaktivitet fordi de kan binde til, og av og til endre substratet (Horn

et al. 20006).

Karbohydrater kan effektivt brytes ned ved prosessivitet. Det vil si at enzymet forblir bundet
til substratet mellom hydrolytiske reaksjoner for a forhindre dissosiasjon fra det ulgselige
substratet og re-assosiasjoner mellom enkelte polymerkjeder (Horn et al. 2006). Dette
reduserer antall ganger enzymet ma utfgre den energetisk ugunstige prosessen ved a binde til
det ulgselige substratet og a fa tilgang til enkeltpolymerer. De substratbindende setene hos
prosessive kitinaser er dekket med aromatiske residuer, spesielt tryptofanresiduer. Disse
residuene antas a drive prosessiviteten ved a fungere som fleksible og hydrofobe seter hvor
sukkerenhetene i kitin kan binde for a fa polymerkjeden til & gli mot det katalytiske senteret.

Den hydrofobe interaksjonen er ikke-spesifikk (Zakariassen et al. 2009).

En lang flate med aromatiske residuer hos AMCase, inkludert Tyr34, Trp71, Trp99, Trp218,
og Trp360, fungerer som bindingssete for kitin (figur 1.8). Disse aromatiske residuene er

veldig konserverte hos mange arter og antas a vare viktige for prosessiv hydrolyse i AMCase

(Horn et al. 2006; Olland et al. 2009).
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Figur 1.8: Krystallstruktur av AMCase. De aromatiske aminosyrene som er involvert i
kitinbinding er merket med rodt. Metylallosamidin vises i blatt. Enhetene som korresponderer
til —n-subsetene vises fra venstre mot hgyre. Positive subseter er mot venstre i denne figuren,

med subsete +1 ved Trp99 og +2 ved Trp218 (Olland et al. 2009).

Prosessive kitinaser kan bryte ned kitinkjeder i to retninger. Noen kitinaser antas a bevege seg
mot den reduserende enden pa sukkeret og dermed frigjgre dimere produkter fra — 1- og — 2-
subsetene. Andre kitinaser tror man beveger seg mot den ikke-reduserende enden pa

karbohydratet og frigjgr produkter fra 4+ 1- og + 2-subsetene (Zakariassen et al. 2009).

Mutasjoner i — 3-subsetet hos kitinase A (fra Serratia marcescens) fgrer til at prosessiviteten
blir borte, mens det fortsatt er prosessiv aktivitet etter en mutasjon i — 1-subsetet. Dette tyder
pa at kitinasen beveger seg mot den ikke-reduserende enden pa substratet og frigjgr produkter
fra subsetene + 1 og + 2. Hos kitinase B (fra S. marcescens) forsvinner prosessiviteten ved en
mutasjon i + 1-subsetet. Dette tyder pa at kitinasen beveger seg mot den reduserende enden pa

substratet og frigjgr produkter fra subsetene — 1 og — 2 (Zakariassen et al. 2009).

Krystallstrukturer viser at AMCase har et tryptofan-tyrosin-tryptofan (Trp-Tyr-Trp)-motiv fra
subsete — 6 til =3 (figur 1.8) (Olland et al. 2009). Dette kan tyde pa en nedbrytning av kitin
fra den reduserende enden. Det kitinbindende domenet til AMCase derimot, befinner seg pa
motsatt side av Trp-Tyr-Trp-motivet og indikerer at nedbrytningen av kitin foregar fra den

ikke-reduserende enden (Horn et al. 2006; Zakariassen et al. 2009).
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1.5 Kloning av AMCase ved bruk av Pichia pastoris

1.5.1 Genkloning

Genkloning bestar av a lage mange identiske kopier av et gnsket DNA-molekyl ved hjelp av
vektorer og restriksjonsenzymer. Det lages da et nytt DNA-molekyl som bestar av et DNA-
fragment som inneholder genet av interesse. Genet ’limes” fast til et annet DNA-molekyl, for
eksempel et plasmid. Plasmider er sma, sirkulere molekyler bestaende av dobbelttradet DNA
som kan replikere pa egen hand. Plasmider finnes naturlig i bakterieceller og utgjgr kun en
liten del av bakteriens totale DNA (Mathews et al. 2000). Plasmider er likevel enkle & isolere
fra resten av cellen pa grunn av dets lille stgrrelse i forhold til kromosomalt DNA, som feller
ut ved sentrifugering (Alberts 2008). Dette rekombinante DNA-molekylet blir sa introdusert
inn i en vertscelle. Etter hvert som verten vokser og deler seg blir ogsa det rekombinante

DNA-molekylet bli replikert sammen med vertscellen (Mathews et al. 2000).

1.5.2 Pichia pastoris som kloningsvert

Pichia pastoris er en metylotrof gjersopp som kan metabolisere metanol som sin eneste
karbonkilde. Det fgrste trinnet i metaboliseringen av metanol involverer oksidasjon av
metanol til formaldehyd og hydrogenperoksid ved hjelp av enzymet alkohol oksidase, AOX.
Hydrogenperoksid er toksisk, sa det fgrste trinnet i metanolmetabolismen foregar derfor i en
spesialisert organelle, peroksisomet. Denne organellen holder hydrogenperoksidet unna resten
av cellen. Enzymet katalase finnes i peroksisomet og er ansvarlig for at hydrogenperoksid
brytes ned til vann og oksygen. Noe formaldehyd forlater peroksisomet og oksideres videre
for & danne karbondioksid ved hjelp av to cytoplasmatiske dehydrogenaser. Denne reaksjonen

er kilden til energi for celler som vokser pa metanol (Cregg et al. 2000).
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De tre siste tiarene har Escherichia coli blitt mye brukt som en cellular vert for
proteinekspresjon. Proteiner fra eukaryote genomer krever korrekt folding og en rekke
posttranslasjonelle modifikasjoner (PTM) for a bli funksjonelt. E. coli er en prokaryot og
mangler derfor det indre maskineriet som kreves for korrekt folding av eukaryote proteiner. P.
pastoris er en eukaryot og er derfor mulig & benytte for a produsere lgselige, korrekt foldete
rekombinante proteiner som har gjennomgatt alle PTM som kreves for funksjonalitet.
Sammenligningsstudier som har blitt gjort ved & klone gener inn i bade E. coli og P. pastoris
viser at E. coli oftere produserer ulgselige proteiner enn det P. pastoris gjgr. P. pastoris er
spesielt gunstig a bruke nar det gnskede proteinet inneholder multiple disulfidbindinger eller

krever glykosyleringer og fosforyleringer (Daly & Hearn 2005).

Det er mange fordeler ved a bruke P. pastoris som kloningsvert. Den er enklere 8 manipulere
genetisk og dyrke enn celler fra pattedyr. Det er mulig a dyrke opp mye om gangen og
linearisert fremmed DNA kan settes inn med hgy effektivitet via homologe
rekombinasjonsprosedyrer slik at det dannes stabile cellelinjer. P. pastoris har sterke
promoterer som kan brukes til a uttrykke fremmede gener av interesse, og dermed apne for
produksjon av store mengder av et gnsket protein. Dette kan gjgres med relativt teknisk

enkelhet og til en lavere kostnad enn mange andre eukaryote systemer (Daly & Hearn 2005).

Ekspresjon av fremmede gener i P. pastoris krever tre grunnleggende trinn: (1) insersjon av
genet inn i en ekspresjonsvektor; (2) introduksjon av ekspresjonsvektoren inn i genomet til P.
pastoris; og (3) undersgkelse av ekspresjonsstammer for & detektere det fremmede

genproduktet (Cereghino & Cregg 2000).

Fremmede proteiner som uttrykkes i P. pastoris kan bli produsert enten intracellulert eller
ekstracellulert. Pa grunn av stabilitet og krav til folding av proteiner, er det kun fremmede
proteiner som blir utskilt av sine native verter som kan uttykkes ekstracellulart. Det er
imidlertid mulig a klone fremmede gener inn i leserammen til sekvenser som koder for et
sekresjonssignal i utvalgte vektorer. a-faktoren i pPIC9K-vektoren er et eksempel pa et slikt

sekresjonssignal (Cereghino & Cregg 2000).
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1.5.3 Pichia pastoris - ekspresjonsvektorer

Det finnes mange vektorer som kan brukes til a uttrykke fremmede gener i P. pastoris.
Vanlige vektorer er pPIC9K, pAO815 og pPIC3.5K (Invitrogen 2009). Det gnskede genet vil

bli satt inn i en vektor for a fa produsert fremmede proteiner ved hjelp av P. pastoris.

1.5.3.1 pPIC9K-ekspresjonsvektor

pPIC9K-vektoren har fire unike restriksjonsseter for kloning, SnaB I, EcoR I, Avr Il og Not I,
hvor et a-faktor sekresjonssignal medfgrer at det rekombinante proteinet blir skilt ut 1
supernatanten (figur 1.9). For a fa et genprodukt av interesse utskilt i mediet, ma genet klones

inn i sekresjonssignalets leseramme (Invitrogen 2009).

Figur 1.9: pPIC9K-vektor. Figuren viser de viktigste genene vektoren har og hvor ulike

restriksjonsenzymer kutter for linearisering av vektoren (Invitrogen 2009).
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pPIC9K-vektoren inneholder et kanamycinresistent gen som kan brukes til screening. I
bakterieceller er vektoren resistent mot kanamycin, mens den i P. pastoris er resistent mot
geneticin. Vektoren er 9276 basepar stort (Invitrogen 2009). Ettersom vektoren er sa stor kan
det vaere problematisk a bruke den til kloning. Integrering av sa store vektorer kan fgre til at

transformanter blir mindre stabile (Daly & Hearn 2005).

1.5.4 Pichia pastoris - ekspresjonsstammer

Alle P. pastoris-ekspresjonsstammer er derivater av NRRL-Y 11430 (Northern Regional
Research Laboratories, Peoria IL) (Li et al. 2007). Noen har mutasjoner i ett eller flere
auxotrofe gener. Dette er gener som mangler evnen til a lage ett eller flere naeringsstoffer og
disse kan da brukes til selektering av ekspresjonsvektorer som inneholder det fremmede genet
ved transformasjon. Fgr transformasjon kan alle P. pastoris-stammene vokse pa et komplekst
medium, men de krever supplementering av passende naringsstoffer for vekst pa minimalt

medium (Cereghino & Cregg 2000).

1.5.4.1 KM71-ekspresjonsstamme

De fleste P. pastoris-ekspresjonsstammene er villtype med hensyn til hvor fort metanol brytes
ned (Mut®, methanol utilizing plus fenotype). Det er to gener hos P. pastoris som koder for
alkohol oksidase; AOX1 og AOX2. AOX1-genet er ansvarlig for majoriteten av alkohol
oksidaseaktiviteten i cellen. Ekspresjon av AOX1-genet er meget strengt regulert og induseres
av metanol i store mengder (Cregg et al. 2000). Stammer med slettede AOX-gener kan noen
ganger vare bedre produsenter av fremmede proteiner enn villtypen, Mut® (Li et al. 2007). I
tillegg trenger disse mindre metanol ved ekspresjon enn Mut*-stammer (Cereghino & Cregg

2000).
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KMT71 er en ekspresjonsstamme hvor det kromosomale genet AOX/ er delvis fjernet og
erstattet med ARG 4-genet fra Saccharomyces cerevisiae. Denne stammen er derfor avhengig
av a fa alkoholoksidaseenzymet fra AOX2-genet. AOX2 fungerer likt som AOX1, men har en
mye svakere promotor, noe som fgrer til et lavere niva av ekspresjon. AOX2 er derfor kun i
stand til & bryte ned metanol svert sakte (Mut’, methanol utilizing slow fenotype) (Daly &
Hearn 2005). KM71 har mulighet for a indusere ekspresjon fra AOX1-promotoren selv om
AOX1-genet er fjernet (Li et al. 2007).

1.6 Bruk av cellekulturer som modellsystemer

Celler kan isoleres fra intakt vev og vil fortsette a vokse sa lenge de tilfgres passende
naringsstoffer og har egnede vilkar. En kultur far enkeltceller til & opptre som uavhengige
enheter. Cellene kan dele seg, gke i stgrrelse og vil fortsette & dele seg til betingelsene i

kulturen endres (Chaudry 2004).

Det er mange fordeler ved a jobbe med cellekulturer. Celler som dyrkes i kultur gir en mer
homogen populasjon og cellene kan bli observert over lengre tid. Effekten av tilsetting eller
fjerning av bioaktive molekyler, som for eksempel hormoner eller vekstfaktorer, kan lettere
studeres enn under in vivo forsgk (Alberts 2008). Den stgrste fordelen ved a bruke
cellekulturer som modellsystemer er reproduserbarheten av resultater som kan oppnas ved a

bruke en “batch” med klonede celler (Chaudry 2004).

En ulempe ved a bruke cellekulturer er at cellenes karakteristika etter en stund med
kontinuerlig vekst kan endres og bli annerledes enn de som opprinnelig ble funnet (Chaudry
2004). Det er heller ikke alle celler som kan dele seg i det uendelige. Friske celler vil normalt
bare dele seg et bestemt antall ganger for de gar inn i en tilstand hvor de slutter a dele seg
(Kiyono et al. 1998). Celler uten normal vekstkontroll, fra for eksempel svulster eller fra
pasienter med blodsykdommer som lymfoma og leukemi, vil kunne vokse kontinuerlig under

de rette betingelsene (Lea 2006).
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1.6.1 Epitelceller

Epitelceller, 1 forbindelse med det respiratoriske systemet, spiller en viktig rolle som en fysisk
barriere for a beskytte det underliggende vevet og for a opprettholde miljget i luftveiene
(Atsuta et al. 1997). Epitelcellene utgjgr en nermest ugjennomtrengelig barriere ved a danne
sakalte “tight junctions” mellom cellene. Cellelaget fungerer som et molekylert filter for a

holde inhalerte antigener og patogener ute (Buc et al. 2009).

Det finnes over 40 ulike celler in vivo i lungene (Ehrhardt et al. 2005). Av lungecellekulturer

er det spesielt to epitele cellelinjer som benyttes som in vitro modeller, BEAS-2B og A549.

1.6.1.1 BEAS-2B (Humane bronkiale epitelceller)

BEAS-2B-celler kommer fra normale humane bronkiale celler og har blitt “udgdeliggjort”
ved bruk av et DNA-virus (SV40 eller 12-SV40) (Reddel et al. 1988). De opprettholder typisk
morfologi og mange funksjonelle karakteristika til epitelceller (Atsuta et al. 1997).

BEAS-2B-celler er adherente og vokser 1 ett lag (Cheng et al. 2002).

Humane bronkiale epitelceller brukes ofte til studier som involverer astma. Epitelceller er de
fgrste cellene som mgter inhalerte allergener og de har en viktig rolle ved a aktivere
dendrittiske celler som tar opp allergener og presenterer dem som peptider for Ty2-celler (Buc

et al. 2009).

1.6.1.2 A549 (Human karsinom cellelinje)

Epitelet i lunger bestar i hovedsak av to typer celler, type I og type II. Type I-celler dekker
omtrent 96 % av overflaten til lungene og har ikke evne til celledeling. Type II-celler dekker
et mye mindre omrade, men er stgrre i antall. Type II-celler antas a vere opphav til type I-

celler (Foster et al. 1998).
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AS549-cellelinjen ble benyttet for forste gang i 1972 og har mange av de karakteristiske
kjennetegnene til type II alveolare epitelceller (Foster et al. 1998).

AS549-cellene er ansvarlige for diffusjon av substanser som vann og elektrolytter over
alveolene i lungene. Celler vokser, i likhet med BEAS-2B, adherent og i ett lag. De benyttes

hovedsakelig til studier av transport og metabolske reaksjonsveier (Ehrhardt et al. 2005).

1.7 Proteomikk

Proteomikk er definert som studiet av alle proteiner i en celle, et vev eller en organisme
(Downard 2004) og er en relativt ny retning innen biologisk forskning basert pa
identifikasjon, kvantifisering og karakterisering av proteiner og hvordan disse virker i forhold
til hverandre (Rappsilber et al. 2003). Proteiner er involvert i omtrent alle biologiske
aktiviteter, og alle proteiner i en celle utgjgr cellens proteom. Proteomet til en celle er derfor

en rik kilde til biologisk informasjon (Ashcroft 2003).

Komparativ proteomikk er en gren av proteomikken som baserer seg pa a studere endringer i
proteinuttrykk mellom to ulike biologiske tilstander. Komparative analyser av proteomer er
essensielle for a forsta proteomenes dynamikk i biologiske systemer, og slike

sammenstillinger involverer som regel kvantifisering (Liebler 2004).

Massespektrometri (MS) brukes som et kvantifiseringsverktgy til komparative analyser av to
eksperimentelt ulike tilstander. De fleste massespektrometriske kvantifiseringsmetodene
baserer seg pa en differensiell merking av stabile isotoper. Merkingen kan utfgres pa proteiner
eller peptider og kan skje metabolsk, kjemisk, enzymatisk eller ved syntetiske

peptidstandarder (Bantscheff et al. 2007).

Den enkleste fremgangsmaten for introduksjon av stabile, isotopmerkede peptider er ved a
kjemisk syntetisere dem og tilsette kjente mengder av dem til en préve som interne
standarder. De interne peptidstandardene introduseres sent i prgveopparbeidelsen. Mulige
kvantitative variasjoner i prgvene vil derfor ikke bli korrigert av den interne standarden (Ong

& Mann 2005).
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En annen fremgangsmate for introduksjon av stabile isotoper er ved a kjemisk modifisere de
to proteomene som skal studeres. Den ene blir merket med en lett kjemisk reagent og den
andre med en tung. De kjemiske reagentene binder seg til reaktive seter pa proteinet eller
peptidet. Ofte er merkingen ikke-spesifikk og ikke-komplett, noe som kompliserer MS-
identifikasjonen og kvantifiseringen (Ong & Mann 2005).

Stabil isotopmerking av aminosyrer i cellekultur baserer seg pa metabolsk merking. Det er

denne metoden som har blitt benyttet i denne oppgaven.

1.7.1 Stabil isotopmerking av aminosyrer i cellekultur (SILAC)

SILAC-teknologien er et verktgy som benyttes til kvantitativ analyse av blant annet opp- og
nedregulerte proteiner etter stimulering med et biologisk aktivt molekyl, posttranslasjonelle
modifiseringer og proteiner som er til stede 1 lave konsentrasjoner (Invitrogen 2006). Metoden
er basert pa inkorporering av stabile isotopmerkede aminosyrer i en cellekultur og kombineres

med MS for & identifisere og kvantifisere proteiner i komplekse blandinger (Ong et al. 2002).

SILAC-metoden baserer seg pa dyrking av to cellekulturer (figur 1.10). En cellekultur blir
dyrket i medium med tunge (isotopiske) aminosyrer, den andre cellekulturen blir dyrket i
medium med lette (normale) aminosyrer. Den naturlige metabolismen til cellene vil
inkorporere og merke alle cellenes proteiner med de aktuelle aminosyrene. Proteinene
gjennomgar trypsinproteolyse til peptider, og peptidene som stammer fra de to
cellepopulasjonene vil deretter kunne skilles pa grunn av masseskift (Ong et al. 2002). Det
benyttes som regel arginin og lysin som de merkede aminosyrene, da det er disse trypsin retter
seg mot. Slik sikres det at alle trypsinerte peptider inneholder de aminosyrene som man er

avhengige av for kvantifisering (Invitrogen 2006).
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Figur 1.10: Celler som har blitt dyrket i vanlig, lett medium overfgres til et medium som
inneholder tunge, isotopmerkede aminosyrer, som lysin med seks B¢ (merket i rodt).
Cellevekst, proteinsyntese og nedbrytning av proteiner fgrer til en metabolsk inkorporering av
de tunge aminosyrene i hele proteomet. Proteinene blir kuttet til mindre peptider av spesifikke
enzymer og analysert ved hjelp av massespektrometri. De tunge peptidene veier 6 Da mer enn

de lette, noe som gjor det enkelt a skille dem (Ong & Mann 2006 ).

De to cellepopulasjonene kan utsettes for ulike stimuli, og det er dermed mulig a evaluere
effekten av stimulien pa et stort antall proteiner i ett enkelt forsgk. For a kunne detektere
kvantitative forskjeller mellom cellepopulasjonene ma de ha et celletall som svarer til en ratio
pa 1:1 (Schmidt et al. 2007). Feil som kan oppsta under prgveopparbeidelse og MS kan
begrenses fordi begge populasjonene utsettes for de samme prosedyrene (Bantscheff et al.
2007). De to ulike populasjonene blandes fgr lysering, fraksjonering og rensing, og dermed
vil ikke kvantifiseringen pavirkes av systematiske feil. Basert pa den relative forskjellen i

intensitet mellom de isotopiske peptidparene er det mulig a kvantifisere proteiner (Invitrogen

2006).
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SILAC vil ikke ha noen innvirkning pa cellenes vekst, morfologi eller den enzymatiske
aktiviteten til proteinene (Ong et al. 2002). Dersom en liten andel aminosyrer i den tunge
parallellen ikke skulle bli merket, vil disse anses som umerkede og regnes med i den lette
parallellen. Dette vil gi en kvantifiseringsfeil, og understreker viktigheten av fullstendig

inkorporering (Ong & Mann 2006).

Etter fem celledelinger vil omtrent 97 % av proteinene ha tunge aminosyrer inkorporert (Ong

& Mann 2006).

Det er ikke alle cellelinjer som er egnet for metabolsk merking. Cellelinjer som er sensitive
mot endringer i mediet eller som er vanskelige a dyrke og opprettholde i kultur, kan vare
uegnet for a ta imot metabolsk merking. Noen cellelinjer krever ngyaktig titrering av mengde
arginin i mediet for a forhindre omdanning av arginin til prolin, en reaksjon som kan

komplisere senere dataanalyse (Bantscheff et al. 2007).

Isotopisk merking kan ufgres med bade "> C og "N, hvorav " C er vanligst, da '’N-merking
tidligere led under det faktum at det ikke fantes programmer for peptididentifisering som

handterte ’N-merkede prgver tilfredsstillende (Ong & Mann 2005).

1.8 Massespektrometri (MS)

MS er en teknikk for a studere massen til atomer, molekyler eller fragmenter av molekyler.
Den kan for eksempel brukes til a finne aminosyresekvensen til et protein, sekvensen til
nukleinsyrer i DNA og strukturen til komplekse karbohydrater (Harris 2007). MS brukes ofte
i forbindelse med proteomikk til identifisering, karakterisering og kvantifisering av

komponenter i biologiske systemer (Scigelova & Makarov 2006).

Et massespektrometer bestar av tre enheter; en ionekilde, en masseanalysator og en detektor. I
ionekilden blir molekylene i prgven ionisert og far en ladning. Ionene sendes inn i en
masseanalysator, hvor de separeres etter stgrrelse og ladning ved hjelp av elektriske og/eller
magnetiske felt. Til slutt sendes ionene inn i en detektor, hvor de produserer et elektrisk signal

som amplifiseres og detekteres (Downard 2004).
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1.8.1 Orbitrap

Orbitrap er en mye brukt masseanalysator som har evnen til a gi god massengyaktighet og hgy
opplgsning. Dette er sveert viktig for & oppna signifikante identifiseringer i proteomikk

(Scigelova & Makarov 2006).

Orbitrap-masseanalysatoren separerer ioner basert pa deres masse/ladning (m/z)-ratio.
Orbitrap fungerer nesten som en ionefelle, men i stedet for & bruke radiofrekvens eller
magneter for a holde ionene inni analysatoren, brukes et elektrostatisk felt. Det vil oppsta en
elektrostatisk tiltrekning mot den sentrale elektroden, og denne tiltrekningen kompenseres for
ved hjelp av sentrifugalkrefter som oppstar fra den initielle farten til ionene. Det
elektrostatiske feltet som ionene opplever inni Orbitrap, tvinger dem til a bevege seg i et

komplisert spiralliknende mgnster (figur 1.11) (Scigelova & Makarov 2006).

Figur 1.11: Modell av en Orbitrap masseanalysator. Den rgde pilen indikerer hvor ionene
injiseres inn i Orbitrap. lonene injiseres vinkelrett pa z-aksen og beveger seg i spiraler rundt

den sentrale elektroden (Hu et al. 2005).
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1 INTRODUKSJON

Selv om det er mulig a fragmentere ioner i Orbitrap, er det raskere og mer praktisk a fgrst
manipulere ionene i en annen masseanalysator og bruke Orbitrap som en detektor, slik man
gjor ved et linear trap quadrupole (LTQ)-Orbitrap oppsett. LTQ-Orbitrap er et system som
bestar av tre deler (figur 1.12). Ionene dannes i en ionekilde ved hjelp av
elektrosprayionisering fgr de separeres i en LTQ-ionefelle. lonene fgres inn i en
radiofrekvensstyrt kvadrupol kalt en C-felle, hvor ionene akkumuleres og oppbevares fgr de
fores inn 1 Orbitrap og detekteres. Dette systemet inneholder to masseanalysatorer; LTQ-
ionefellen og Orbitrap, som begge er i stand til a detektere ioner og ta opp spektra. De kan
brukes sammen eller hver for seg, avhengig av de ngdvendige analysebetingelsene (Scigelova

& Makarov 2006).

Orbitrap

Figur 1.12: Skjematisk fremstilling av LTQ-Orbitrap. lonene dannes ved hjelp av
elektrosprayionisering og introduseres for en LTQ-ionefelle som er i stand til a detektere MS-
0g MS"-spektra. lonene akkumuleres i en C-felle og injiseres inn i Orbitrap hvor deres signal

detekteres (Scigelova & Makarov 2006 ).
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1 INTRODUKSJON

1.9 Mal med oppgaven

Astma er en kronisk sykdom som rammer svart mange. For a leere mer om mekanismen til
astma, er malet med oppgaven a sette opp et modellsystem bestaende av BEAS-2B-
lungeepitelceller i kultur og indusere dem med IL-13 for a finne ut hva som skjer med
proteinene som blir produsert. Dette gjgres ved hjelp av kvantitativ og funksjonell

proteomikk.

Det er pavist en gkt mengde AMCase i lungeceller hos astmatikere og det er vist at hemming
av AMCase med inhibitoren allosamidin reduserer inflammasjon (Zhu et al. 2004). Inhibering
av AMCase kan derfor vare et terapeutisk mal innen astma. For a kunne studere AMCase mer
inngaende, er det ngdvendig med tilgang til en rekombinant villtype som kan produseres i
store mengder. Det er ogsa av interesse a vite hvordan substrater og inhibitorer binder til
enzymet og dermed finne ut om AMCase er et prosessivt enzym. For & kunne studere den
eventuelle prosessiviteten til AMCase, er det ngdvendig med tilgang til seterettede mutanter
av AMCase hvor aromatiske tryptofanresiduer i det aktive setet er byttet ut med ikke-
aromatiske alaninresiduer (W31A og W99A). I tillegg vil en mutant uten kitinolytisk aktivitet
kunne gi informasjon om binding av substrat (E140Q). Mélet med denne delen av oppgaven
er a fa tilgang til villtype og seterettede mutanter av AMCase gjennom a lage plasmider og

transformere disse inn i den metylotrofe gjersoppen P. pastoris.
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2 MATERIALER

2.1 Laboratorieutstyr og instrumenter

2.1.1 Laboratorieutstyr

2 MATERIALER

Laboratorieutstyr

Leverandgr

24-brgnnsplate

Becton Dickinson

Amiconrgr (Ultra-15, 10 kDa) Millipore
Autoklavteip VWR
Automatpipetter, Finnpipetter ThermoLabsystems
Avtrekkskap (AV-100) Telstar

Begerglass Fisherbrand
Blakorkflasker Schott Duran
BioLogic LP kromatografisystem Bio-Rad

Cg-materiale til STAGE TIPs

3M, Minneapolis, MN

Dialyseslanger (3,7 ml/cm, 10 000 MWCO) Pierce
Dialyseklemmer (55 mm) Spectrum
DyNA Quant™ 200 Fluorometer Hoefer
Dyrkingskolber Duran
Dyrkningsrgr Duran
Elektroforeseutstyr Invitrogen

¢ Gelkjgringskammer

e Gelspenningskilde

* Gelkniv
Eppendorfrgr Axygen
Filter (0,22 um) Millipore
GELloader tips Eppendorf
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2 MATERIALER

Laboratorieutstyr Leverandgr
Inkubator Infors

e Multitron Standard

e Multitron Eco
Ionebyttekolonne (HiTrap CM FF 5 ml) GE Healthcare
Mikrovekt Sartorius
Malekolber Schott Duran
Malesylinder Schott Duran
NanoDrop, ND 1000 Thermo Scientific
NuPAGE SDS geler og buffere Invitrogen
Oppkonsentrator (Amicon 8400) Millipore

Oppkonsentratorfilter (10 000 MWCO)

Sigma-Aldrich

PCR-maskin (Mastercycler gradient) Eppendorf
PCR-rgr Axygen
Petriskaler Heger

pH-meter (MP 220)

Mettler-Toledo

Pipettespisser

Thermo Scientific

Rgr m/skrukork, 15 og 50 ml

Greiner Bio One

Sekvenseringsmaskin (3100 Genetic Analyzer)

Applied Biosystems

Sentrifuge (Avanti " J-25)

Beckman Coulter

Sentrifuge (Centrifuge 5415 R)

Eppendorf

Sentrifugerotor (JA-14)

Beckman Coulter

Sentrifugergr (250 ml) Nalgene
Serologiske pipetter Sarstedt
Sonikatorbad (Transonic 460/H) Elma
Speed-Vac Heto
Sterile 75 cm” celledyrkingsflasker NUNC™
Sterile tannpirkere Jordan
Sterilbenk (AV-100) Telstar
Vannbad Julabo
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2 MATERIALER

Laboratorieinstrument Leverandgr
Vekt (Extend) Sartorius
Qubit™ Fluorometer Invitrogen

7.1 Coulter® cell and particle counter Beckman Coulter

2.1.2 Programvare til dataanalyse

Programvare Leverandgr

Mascot Daemon (versjon 2.2) Matrix Science

MaxQuant (versjon 1.0.13.13) Max Planck Institute of Biochemistry
Xcalibur (versjon 2.0.7) Thermo Fisher Scientific

2.2 Kjemikalier

2.2.1 Kjemikalier

Kjemikalier Leverandgr

6x loading buffer New England Biolabs
10x loading buffer TaKaRa

10x reaksjonsbuffer (ThermoPol) New England Biolabs
4-methylumbelliferyl B-D-N,N’-diacetylchitobioside, Sigma-Aldrich
Cy6H34N2013 * xH,0

4-methylumbelliferone (4-MU), CoHsO3 Sigma-Aldrich
Aceton, C3HqO Sigma-Aldrich
Acetonitril (AcN), CH;CN Sigma-Aldrich
Agarose, SeaKem® LE Agarose Cambrex Bio Science
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2 MATERIALER

Kjemikalier

Leverandor

Ammoniumbikarbonat (Ambic), CHsNOj3

Fluka Biochemika

Bacto™ Agar

Becton Dickinson

Bacto' " Gjarekstrakt

Becton Dickinson

Bacto' Pepton

Becton Dickinson

Bacto™ Trypton

Becton Dickinson

Biotin, CigH;6N.O3S

Sigma-Aldrich

Coomassie Brilliant Blue R250, C47Hs50N307S," Bio-Rad
dNTP-mix TaKaRa
Eddiksyre, C;H40; Prolab

EDTA, CioH¢N2Os

Sigma-Aldrich

Etidiumbromid, H,oBrN3

Sigma-Aldrich

Etanol, C,HsOH

Arcus

Ex Taq'" Buffer

TaKaRa

Glyserol, C3H5(OH)3

Riedel-de Haén

Iodoacetmid (IAA), C;H4INO Sigma
Isopropanol, C;H;OH Arcus
Kaliumklorid, KCI Merck
Kaliumdihydrogenfosfat, KH,PO, AppliChem
Magnesiumklorid, MgCl, Finnzymes
Magnesiumsulfat, MgSO4 Sigma

Maursyre, HCOOH

Riedel-de Haén

Metanol, CH;OH

Sigma-Aldrich

Natriumacetat, CoH3NaO,

Sigma-Aldrich

Natriumklorid, NaCl Merck
Natriumkarbonat, Na,CO; Merck
NEBuffer | New England Biolabs

Phosphate buffered saline (PBS)

PAA; The cell culture company

Trifluoroeddiksyre (TFA), C,HF;0,

Fluka Biochemika

Yeast Nitrogen Base med ammoniumsulfat, uten

aminosyrer

Sigma-Aldrich
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2 MATERIALER

2.3 Enzymer og proteiner

Enzym/protein Leverandgr

Bovine serum albumin (BSA), 100x, 10 mg/ml New England Biolabs
ExTaqTM HS Polymerase TaKaRa

ExTaq' " Polymerase (5 U/ul) TaKaRa

Interleukin 13 Sigma

Phusion™™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul) Finnzymes

Sacl New England Biolabs
Trypsin Promega

2.4 Medier

2.4.1 Selvlagde medier

Medium Innhold

BMGY 10 g Bacto gjerekstrakt
20 g Bacto trypton
700 ml dH,O
Autoklaver

100 ml 1 M kaliumfosfatbuffer, pH 6
100 ml 10x YNB

2 ml 500x biotin

100 ml 10x glyserol
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2 MATERIALER

Medium

Innhold

BMMY

10 g Bacto gjerekstrakt

20 g Bacto trypton

700 ml destillert vann

Autoklaver

100 ml 1 M kaliumfosfatbuffer, pH 6
100 ml 10x YNB

2 ml 500x biotin

100 ml 10x metanol

MD

800 ml destillert vann
15 g agar

Autoklaver

100 ml 10x YNB

2 ml 500x biotin

100 ml 10x dekstrose

YPD-medium

10 g Bacto gjerekstrakt
20 g Bacto pepton

900 ml destillert vann
Autoklaver

100 ml 10x dekstrose
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2.4.2 Ferdige medier

MATERIALER

Medium

Innhold

Leverandor

RPMI 1640

1 L RPMI 1640 tilsettes:

50 ml FCS (inaktivert kalveserum)
5 ml natrium pyruvat
5 ml ikke-essensielle aminosyrer

0,3 ml Garamycin

Invitrogen

SILAC™MRPMI
1640, lett SILAC

medium

1 L lett medium:

100 ml basalt medium erstattes med 100 ml dFBS
10 ml 100x L-glutamin

10 ml 100x Penicillin-Streptomycin

L-lysin HCL

L-arginine

Oppbevares ved 2-8 °C, i fraver av lys.

Invitrogen

SILAC™ RPMI
1640, tungt SILAC

medium

1 L tungt medium:

100 ml basalt medium erstattes med 100 ml dFBS
10 ml 100x L-glutamin

10 ml 100x Penicillin-Streptomycin
[U-"*Cg]-L-lysin HCL

[U-Cg "°N4]-L-arginin

Oppbevares ved 2-8 °C, i fraver av lys.

Invitrogen
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2 MATERIALER

2.5 Celler
Celler Leverandgr
BEAS-2B ATCC®
2.6 Kit
Kit Innhold Leverandgr
BigDye® Terminator | Ready Reaction Mix Applied
v3.1 Cycle pGEM®-3Zf(+) double-stranded DNA Control Biosystems
Sequencing Kit Template

—21 M13 Control Primer (forward)

BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X)
E.ZN.A.°Plasmid | HiBind"" Miniprep-kolonner Omega Bio-
Miniprep Kit 2 ml oppsamlingsrgr tek

Solution I

Solution II

Solution III

Buffer HB

Elution Buffer

Wash Buffer, konsentrat
RNase A, konsentrat

Equilibration Buffer
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2 MATERIALER

Kit

Innhold

Leverandor

Multi-copy Pichia

Expression Kit

Frysestocker:

GS115, KM71, GS115 Albumin,
GS115 B-Gal, TOP10F

Vectors:

pAO81S5, pPIC3.5K, pPICOK
Primere:

5’AOX1 sequencing primer (5°-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-
39

3’ AOX sequencing primer (5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-
3)

a-factor sequencing primer (5°-
TACTATTGCCAGCATTGCTGC-
3)

Medier:

YP Base Medium, YP Base Agar

Medium, Yeast Nitrogen Base

Invitrogen

NuPage® Electrophoresis

System

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini
Gels

20X NuPAGE® MOPS SDS
Running Buffer

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)
NuPAGE® Reducing Agent (10X)

Invitrogen

Pichia EasyComp Kit

Solution I
Solution II
Solution IIT

Invitrogen
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2 MATERIALER

Kit Innhold Leverandgr
ProteoExtract” Vaskebuffer Calbiochem
Subcellular Proteome Ekstraksjonsbuffer I
Extraction Kit, Mini Ekstraksjonsbuffer 11

Ekstraksjonsbuffer 111

Ekstraksjonsbuffer IV

Proteasehemmer

Benzonase® Nuklease
Quant-iT"" Protein Assay | Proteinbuffer Invitrogen
Kit Proteinreagent

Standarder, 0, 200 og 400 ng/ul
QuikChange Site-Directed | Pfu Turbo DNA polymerase (2.5 Stratagene

Mutagenesis Kit

U/ul)

10X reaction buffer

Dpn I restriction enzyme (10 U/ul)
Oligonucleotide control primer # 1
[34-mer (100 ng/ul)] 5°- CCA TGA
TTA CGC CAA GCG CGC AAT
TAACCCTCAC-3
Oligonucleotide control primer # 2
[34-mer (100 ng/ul)] 5°’- GTG
AGG GTT AAT TGC GCG CTT
GGC GTAATCATGG-3
pWhitescript 4.5-kb control
plasmid (5 ng/ul)

dNTP mix

XL1-Blue supercompetent cells
pUC18 control plasmid (0.1 ng/ul i
TE buffer)
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2.7 Buffere oglgsninger

2 MATERIALER

Buffer/lgsning

Innhold

100 mM ammoniumbikarbonat

(Ambic)

395,3 mg ammoniumbikarbonat

50 ml destillert vann

Avfargingslgsning for SDS-
PAGE

10 % (v/v) metanol
10 % (v/v) eddiksyre

Destillert vann

Biotin, 0,02 %

20 mg biotin
100 ml destillert vann
Sterilfiltrer

Buffer A, pH 4.2

264 ml 0.05 M natriumacetat (4,1 g NaAc lgsti 1 L dH,0)
736 ml 0.05 M eddiksyre (3 ml eddiksyre lgsti 1 L dH,0)

Buffer B, pH 6.5

990 ml 0.05 M natriumacetat
10 ml 0.05 M eddiksyre

Dekstrose, 20 %

200 g D-glukose
1000 ml destillert vann

Autoklaver

Dithiotreitol (DTT), 0.10 mM

15,4 mg dithiotreitol

1 ml 100 mM ammoniumbikarbonat

Dikaliumhydrogentosfat
(K,HPO,) IM

87,1 g KzHPO4
500 ml destillert vann

Autoklaver

Glyserol, 10 %

23,5 ml 85 % glyserol
176,5 ml destillert vann

Autoklaver

Iodoacetamid (IAA), 5.5 mM

10,17 mg iodoacetamid

1 ml 100 mM ammoniumbikarbonat

Kaliumdihydrogenfosfat
(KH,PO4)1 M

68 g KH2P04
500 ml destillert vann

Autoklaver
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2 MATERIALER

Buffer/lgsning Innhold

Mcllvain-buffer, pH 5.2 23,3 ml 0.1 M sitronsyre
26,7 0.2 M natriumfosfat
Fortynnes til 100 ml med destillert vann

Metanol, 5 % 5 ml metanol

95 ml destillert vann

Sterilfiltrer
Natriumkarbonat (Na,CO3), 2.12 g Na,COs
02M 100 ml destillert vann
TAE-buffer, 50x 242 g Tris-base

57,1 ml eddiksyre
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0
Destillert vann til 1 liter

Trypsinbuffer 10 % 100 mM Ambic
10 % 100 % AcN
80 % destillert vann

20 pg trypsin

YNB, 13.4 % 134 g YNB
1000 ml destillert vann

Sterilfiltrer
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2.8 Antibiotika

2 MATERIALER

Antibiotika Leverandgr
Ampicillin, C;6H9N304S Sigma
Geneticin, CogH49N4O19 Sigma
Kanamycin, C;gH36N4O1; Sigma

2.9 Molekylvektsmarkgrer

Molekylvekstmarkgrer Leverandgr
1 kb DNA Ladder New England Biolabs
BenchMark™ Protein Ladder Invitrogen

Precision Plus Protein Dual Color Standards

Bio-Rad Life Sciences
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3 METODER

3 METODER

3.1 Tillaging av plasmid

For a lage et plasmid med mutert AMCase-gen inkorporert, er det ngdvendig med et plasmid

med villtype (WT)-AMCase og primere som inneholder den gnskede mutasjonen.

Villtype-AMCase

AMCase-genet ble bestilt fra GenScript i en pUC57-vektor. Genet er kodonoptimalisert for P.
pastoris, og det er satt inn kutteseter for ECoORI. AMCase-genet ble kuttet ut av pUCS57-
vektoren og ligert sammen med pPIC9K-vektoren som fulgte med Multi-copy Pichia
Expression Kit fra Invitrogen. pPIC9K-vektoren ble kuttet ved hjelp av restriksjonsenzymet
EcoRI som kutter i vektorens leseramme for sekresjonssignalet, a-faktor, slik at AMCase-
genet ble inkorporert i denne leserammen. WT-AMCase 1 pPIC9K-vektoren ble transformert
inn i E. coli TOP10-celler og lagret ved — 80 °C.

Seterettet mutagenese
In vitro seterettet mutagenese er en teknikk som kan brukes til a studere forholdet mellom

proteiners struktur og funksjon, genekspresjon og for a utfgre modifikasjoner pa vektorer.

I denne oppgaven ble det benyttet et QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit fra
Stratagene. Dette kitet brukes for a lage punktmutasjoner, bytte aminosyrer og sette inn eller
fjerne en eller flere aminosyrer. Prosedyren baserer seg pa bruk av en dobbelttradet DNA-
vektor med genet av interesse innsatt og to syntetiske oligonukleotider som fungerer som
primere. Primerne forlenges gjennom en PCR-reaksjon ved hjelp av DNA polymerase.
Inkorporering av primerne gir et mutert plasmid som har “nicks”. Etter PCR-reaksjonen
behandles plasmidene med restriksjonsenzymet Dpn L. Dette er en endonuklease som er
spesifikk for metylert og hemimetylert DNA, og brukes til a fjerne plasmidene som har blitt

brukt som templat (Stratagene 2005).
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3 METODER

Plasmidene med de korrekte mutasjonene transformeres inn i XL-1 superkompetente celler
(E. coli). De superkompetente cellene reparerer “nicksene” 1 de muterte plasmidene

(Stratagene 2005).

Design av primere

Primere som brukes til seterettet mutagenese er korte DNA-sekvenser som inneholder mellom
25 og 45 basepar; med den gnskede mutasjonen i midten. Primeren bgr inneholde minst 40 %
G- og C-baser og primeren bgr ende med minst én G eller C. I tillegg bgr smeltetemperaturen

(Ty) vaere over eller lik 78 °C. Ty, kan finnes ved hjelp av denne likningen:

Tm=81,5+0,41 (% GC) - 675/N - % mismatch,

hvor N er lengden pa primeren i baser og verdiene for % GC og % mismatch er heltall

(Stratagene 2005).

Begge mutageneseprimerne ma inneholde den gnskede mutasjonen og veere komplementere

til den samme sekvensen pa motsatte DNA-trader i plasmidet (Stratagene 2005).

Primere ble laget ved hjelp av programvaren GENtle. Dette kan lastes ned gratis fra

http://gentle.magnusmanske.de/. Primerne ble bestilt fra Invitrogen.

Det ble laget til sammen seks primere; én forward og én reverse til hver av de tre seterettede
mutantene, W31A, W99A og E140Q (tabell 3.1). Hos W31A ble TGG (tryptofan) byttet ut
med GCG (alanin), hos W99A ble TGG (tryptofan) byttet ut med GCG (alanin) og hos
E140Q ble GAA (glutamat) byttet til CAA (glutamin). Det ble valgt a lage disse mutasjonene
basert pa tidligere forsgk gjort med kitinase A for a bestemme retning av substrathydrolyse
(Zakariassen et al. 2009). E140Q er en inaktiv mutant uten kitinolytisk aktivitet og kan brukes
til 2 male bindingsstyrke mellom enzym og substrat (Olland et al. 2009).
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3 METODER

Tabell 3.1: Mutageneseprimere. Mutasjonene er merket med uthevet skrift. For a se hvor i

AMCase-genet mutasjonene har foregatt, se appendiks 1.

Navn Sekvens

W31A Forward | 5'-TGTTATTTTACTAACGCGGCTCAATACAGACCAGG-3°

W3I1A Reverse | 5-CCTGGTCTGTATTGAGCCGCGTTAGTAAAATAACA-3

W99A Forward | 5°-GCTTGCAATTGGAGGTGCGAACTTTGGAACTGCTCC-3*

W99A Reverse | 5-GGAGCAGTTCCAAAGTTCGCACCTCCAATTGCAAGC-3

E140Q Forward | 5’-GCCTAGACTTTGACTGGCAATATCCAGGCTCTAGAGG-3"

E140Q Reverse | 5’-CCTCTAGAGCCTGGATATTGCCAGTCAAAGTCTAGGC-3

3.1.1 Isolering av plasmid

E.Z.N.A.™ Plasmid Miniprep Kit I Spin Protocol fra Omega Bio-Tek er et kit som gjgr det
enkelt 4 ekstrahere og rense nukleinsyrer fra ulike kilder. HiBind"™-kolonnematriksen binder
DNA og RNA reversibelt. Dette gjgr at proteiner og andre kontaminanter kan fjernes fgr
nukleinsyrene blir eluert ut ved hjelp av en buffer eller destillert vann. Metoden er

optimalisert for a gi rent DNA raskt (Omega 2009).

Materialer

e 100 % etanol
e E.ZN.A.™ Plasmid Miniprep Kit I Spin Protocol (Omega Bio-Tek)
e Frysestock med WT-pPIC9K-AMCase i E. coli-celler

e Luria-Bertani (LB)-medium med 200 pg/ml kanamycin

Prosedyre

e En steril tannpirker ble brukt til a overfgre celler fra frysestocken med WT-pPIC9K-
AMCase 1 E. coli-celler til en dyrkningskolbe med 10 ml LB-medium tilsatt 200 pg/ml

kanamycin.
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3 METODER

Kolben ble satt til inkubering ved 37 °C og risting ved 225 rpm over natt.

Cellene ble pelletert ved sentrifugering ved 10 000 x g i 1 minutt ved romtemperatur.
Supernatanten ble dekantert.

Pelleten ble resuspendert i 250 pl Solution I /RNAse A solution. Lgsningen ble
overfort til et nytt eppendorfrgr.

250 ul Solution II ble tilsatt og Igsningen ble blandet ved a snu rgret opp-ned et par
ganger.

350 ul Solution III ble tilsatt og lgsningen ble blandet ved & snu rgret opp-ned.
Lgsningen ble sentrifugert ved 16 000 x g1 10 minutter ved romtemperatur.

En HiBind™ DNA Miniprep-kolonne ble ekvilibrert ved 4 tilsette 100 ul
Equilibration Buffer og sentrifugere ved 16 000 x g i 1 minutt. Oppsamlingsrgret ble
tgmt og kolonnen ble satt tilbake igjen.

Supernatanten ble overfort til den ekvilibrerte kolonnen og sentrifugert ved 16 000 x g
i 1 minutt. Oppsamlingsrgret ble tgmt og kolonnen ble satt tilbake igjen.

Kolonnen ble vasket med 500 pl Buffer HB. Kolonnen ble sentrifugert i 1 minutt ved
16 000 x g. Oppsamlingsrgret ble tgmt og kolonnen ble satt tilbake igjen.

Kolonnen ble sa vasket med 700 ul DNA Wash Buffer fortynnet med 100 % etanol.
Kolonnen ble sentrifugert ved 16 000 x g i 1 minutt. Oppsamlingsrgret ble tgmt og
kolonnen ble satt tilbake igjen.

Den tomme kolonnen ble sentrifugert i 2 minutter ved 16 000 x g for a tgrke
kolonnematriksen.

Kolonnen ble plassert i et sterilt eppendorfrgr. 40 ul Elution Buffer ble tilsatt og

kolonnen ble sentrifugert i 1 minutt ved 16 000 x g for a fa eluert ut plasmidene.
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3.1.2 PCR-reaksjon og transformering av mutanter

For & oppamplifisere DNA kan man benytte en teknikk kalt polymerase kjedereaksjon (PCR).
PCR generer mange kopier av en spesifikk DNA-sekvens gjennom en serie av reaksjoner.
PCR-reaksjonen kan deles inn i tre trinn. Fgrst ma DNAet som skal amplifiseres, denatureres
slik at DNA-tradene blir enkeltradete. Dette gjgres ved en hgy temperatur. Deretter senkes
temperaturen slik at primerne kan binde seg til de denaturerte DNA-tradene. Primerne vil
fungere som startsted for syntetisering av en ny DNA-trad som er komplementer til den
denaturerte DNA-traden. En DNA polymerase tilsettes reaksjonen og denne forlenger
primerne ved a feste nukleotider i en 5°-3’-retning. Disse tre trinnene gjentas x antall ganger
til man har oppnadd gnsket mengde DNA. PCR-reaksjonen utfgres i en maskin kalt en

“thermocycler”. Denne kan stilles inn slik at hele reaksjonen gar automatisk (Klug 2005).
Isolert villtypeplasmid (avsnitt 3.1.1) ble benyttet som DNA-templat i denne oppgaven.

P. pastoris-vektoren pPIC9K har et kanamycinrestistent gen som fgrer til at vektoren er
resistent mot kanamycin i bakterieceller og mot geneticin i P. pastoris-celler (Invitrogen

2009).

Materialer

e JIsolert WT-pPIC9K-AMCase-plasmid (avsnitt 3.1.1)

e [B-plater med 0,1 mg/ml ampicillin

e [B-plater med 0,1 mg/ml kanamycin

e Mastercycler Gradient PCR-maskin (Eppendorf)

e Phusion DNA Polymerase (2 U/ul)

e Primere, W31A, WI99A og E140Q forward og reverse (Invitrogen)
e Super optimal broth with catabolite repression (SOC)-medium

¢ QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
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Prosedyre

En kontrollreaksjon ble laget:

Reagent Mengde
10x reaction buffer Sul
pWhitescript 4.5 kb kontrollplasmid (5 ng/ul) 2 ul
Kontrollprimer 1 (34-mer (100 ng/ul)) 1,3 ul
Kontrollprimer 2 (34-mer (100 ng/ul)) 1,3 ul
dNTP mix 1 ul
Dobbeltdestillert vann (ddH,0) 39,5 ul
Phusion DNA Polymerase (2 U/ul) 1,3 ul
Totalt 51,4 pul
¢ En PCR-reaksjon ble laget:
Reagent Mengde
10x reaction buffer Sul
DNA-templat (WT-AMCase) (5, 10, 20 og 50 ng/ul) 1l
W31A, W99A eller E140Q Forward (100 ng/ul) 1,3 ul
W31A, W99A eller E140Q Reverse (100 ng/ul) 1,3 ul
dNTP mix I ul
Dobbeltdestillert vann (ddH,0) 40,5 ul
Phusion DNA Polymerase (2 U/ul) 1,3 ul
Totalt 51,4 pl

3 METODER

Reaksjonene ble laget i 20 ul PCR-rgr med rund topp, og alt ble holdt pa is under hele

tillagingen.
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¢ Fglgende PCR-program ble kjgrt:

3 METODER

Temperatur Varighet
1 runde 98 °C 30 sekunder
16 runder 98 °C 10 sekunder
55°C 30 sekunder
72 °C 6 minutter
4 °C 0

Reaksjonene ble plassert pa is i 2 minutter for a bli kaldere enn 37 °C.

1 ul av restriksjonsenzymet Dpn I ble tilsatt PCR-produktet og blandet for a fjerne
foreldretemplat.

Reaksjonen ble inkubert ved 37 °C i én time.

De superkompetente XL1-Blue-cellene ble forsiktig tint pa is.

50 pl av de superkompetente cellene ble overfort til sterile 15 ml dyrkningsrgr i plast
som var blitt nedkjglt pa forhand.

1 ul Dpn I-behandlet DNA ble overfgrt til de superkompetente cellene. I tillegg ble det
tatt med en transformasjonskontroll, pUC18. Samme fremgangsmate ble fulgt for
denne som for prgvene.

Transformasjonsreaksjonene ble forsiktig blandet og inkubert pa is i 30 minutter.
Reaksjonene ble sa varmet opp ved 42 °C i 45 sekunder for de ble avkjglt pa is i to
minutter.

500 ul SOC-medium ble varmet opp til 42 °C og tilsatt transformasjonsreaksjonene.
Reaksjonene ble inkubert ved 37 °C og 230 rpm i én time.

Reaksjonene ble sadd ut pa plater, se tabell 3.2.
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3 METODER

Tabell 3.2: Kontrollene pWhitescript og pUCIS8 ble sadd ut pa LB-plater med ampicillin.

Transformasjonsreaksjonene ble sadd ut pa LB-plater med kanamycin.

Reaksjonstype Plate Volum til plate

pWhitescript mutagenesekontroll | LB med 0,1 mg/ml ampicillin 250 pl

pUC18 transformasjonskontroll LB med 0,1 mg/ml ampicillin 5 ul avsatt i 200 ul
SOC-medium

Transformasjonsreaksjon LB med 0,1 mg/ml kanamycin 250 pl pa to plater

e Platene ble inkubert ved 37 °C 1 24 timer.

3.1.3 Test av transformanter

For a teste om et gen har blitt transformert inn i en vertscelle, kan man kjgre en PCR-reaksjon
med én primer som tilhgrer genet og én primer som hgrer til vektoren genet er 1. PCR-

produktet kjgres sa pa agarosegel for a undersgke stgrrelsen.

Agarosegel

En agarosegel benyttes til a bestemme lengden og renheten pa DNA-molekyler. Hvert
nukleotid har en negativ ladning. Agarose er et polysakkarid som er isolert fra tang og gir
geler som er porgse nok til at DNA kan passere. Nar strgm settes over gelen vil DNA-
molekylene bevege seg mot den positive elektroden. De stgrste DNA-molekylene vil bevege
seg saktere gjennom gelen enn de mindre DNA-molekylene. DNAet vil dermed bli separert

etter stgrrelse (Alberts 2008).

DNA-bandene er usynlige pa en agarosegel med mindre DNAet blir merket eller farget. En
sensitiv mate a farge DNA pa er ved a tilsette etidiumbromid (EtBr). EtBr fluorescerer i

ultrafiolett lys nar det er bundet til DNA (Alberts 2008).
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Materialer

e 1x TAE-buffer

® 06 x loading buffer
¢ 10x ExTaq Buffer

e Agarose

e dNTP mix (12,5 mM)

¢ Etidiumbromid (10 mg/ml)
e ExTaq™ Polymerase (5U/ul)

e Kolonier fra skéler (avsnitt 3.1.2)

e Mastercycler Gradient PCR-maskin (Eppendorf)
¢ Molekylvektsmarkgr, 1 kb (NEB)

® Primere, se tabell under og tabell 3.1

Prosedyre

¢ Fglgende primere ble bestilt fra Invitrogen:

Navn Sekvens
5°-A0X1 fwd 5°-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3°
3-AOXI1 rev 5°-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3

3 METODER

e Det ble plukket noen kolonier med en tannpirker og forsiktig avsatt nedi bunnen pa et

PCR-rgr.

e Deretter ble fglgende tilsatt PCR-rgret:
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Reagent Mengde
10x ExTaq Buffer Sul
dNTP mix (12,5 mM) 4ul
AOX fwd (57) primer (64 ng/ul) 1,2 ul
W31A,W99A eller E140Q reverse primer (100 ng/ul) 1,2 ul
Destillert vann 38 ul
ExTaq™ (5U/ul) polymerase 0,5 ul
Totalt 49,9 ul

® PCR-programmet som ble brukt til WO9A:

Temperatur Varighet
1 runde 98 °C 5 minutter
30 runder 98 °C 10 sekunder
55°C 30 sekunder
72 °C 10 minutter
1 runde 4°C 0

e PCR-program til W31A og E140Q:

Temperatur Varighet

1 runde 94 °C 2 minutter

25 runder 94 °C 15 sekunder
50 °C 15 sekunder
72 °C 9 minutter

1 runde 72 °C 5 minutter

1 runde 4°C 00

3 METODER

e [tillegg ble det tatt med en positiv kontroll, 1 ul WT-AMCase-plasmid (50 ng/ul). Det

ble brukt samme program og PCR-miks som for de ulike mutantene som ble kjgrt.
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3 METODER

¢ PCR-produktet ble undersgkt pa 1 % agarosegel:

0,5 g agarose ble blandet med 50 ml 1x TAE-buffer i en malekolbe.
Malekolben ble varmet opp i ca. 1-1 ¥2 minutter i en mikrobglgeovn til all
agarosen ble 1gst opp.

Malekolben ble avkjglt under kaldt vann til Igsningen ble omtrent 60 °C.
Blandingen ble da overfort til et begerglass, og 1 ul EtBr ble tilsatt fgr den ble
overfgrt til et gelkammer med en brgnnekam.

Gelen ble stiv pa omtrent 30 minutter.

Gelen ble da overfgrt til et bufferkammer, brgnnekammen ble fjernet og gelen ble
dekket med 1x TAE-buffer.

10 ul PCR-produkt ble blandet med 1 ul 6x loading buffer og avsatt pa gelen.
10 ul 1 kb molekylvektsmarkgr ble ogsa avsatt pa gelen.

Gelen ble kjgrt ved 90 volt i 45 minutter.

Gelen ble kikket pa under UV-lys.

3.1.4 Tillaging av frysestock

Materialer

e 87 % glyserol
¢ Overnattkultur med W31A-, W99A- og E140Q-AMCase

Prosedyre

¢ Det ble satt opp en overnattkultur med kolonier som viste vellykket transformasjon

(avsnitt 3.1.3) 1 5 ml LB-medium. Rgrene ble inkubert ved 37 °C og 250 rpm.

e 700 ul overnattkultur ble blandet med 300 ul 87 % glyserol og overfgrt til rgr med
skrukork.

e Rgrene ble oppbevart ved — 80 °C.
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3 METODER

e Det resterende av kulturene ble miniprepet (avsnitt 3.1.1) slik at plasmidene ble

isolert.

3.1.5 Sekvensering

I denne oppgaven ble det benyttet et BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit fra
Applied Biosystems. Dette er en metode som benytter kjedeterminering for a finne
sekvensene til plasmidene. Det brukes dideoksynukleotid trifosfater (ddNTPer) i tillegg til
deoksynukleotid trifosfater (ANTPer) til merking av DNA-tradene. Hver gang en ddNTP
festes til DNA-traden, vil denne trdden termineres. Hver av de fire ddNTPene er merket med
hver sin fluorescerende farge. Det vil dermed vare mulig a finne rekkefglgen til de ulike
basene (Klug 2005). DNA polymeraser evner kun a sette pa omtrent 500 dNTPer. Det er
derfor ngdvendig med flere primere som er overlappende for a sikre at hele genet blir

sekvensert (Vaaje-Kolstad 2010).

Prgvene ble analysert pa en sekvenseringsmaskin; 3100 Genetic Analyzer fra Applied

Biosystems.

Materialer

¢ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

e 70 % etanol

* 96 % etanol

° BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
e EDTA (125 mM)

e Isolert plasmid (W99A og WT)

e Mastercycler Gradient PCR-maskin (Eppendorf)

e Natriumacetat (3 M)

e Primere, se tabell pa neste side
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Prosedyre

3 METODER

® Primere ble laget og bestilt fra Invitrogen:

Navn

Sekvens

pPIC9K-seq-F

5-TCCAACAGCACAAATAACGGGT-3

pPIC9K-seq-R

5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3

AMCase-seq-F1

5-CCTTAGACAATATGAATTTGATGGC-3

AMCase-seq-R1

5-CATCAAGATCAATAGCCCAAACCAT-3"

AMCase-seq-F2

5-CAAGGAATCTGGAATATGGGCTT-3

AMCase-seq-R2

S-TTGGGGAATTTCATAACCAGATTG-3"

* WT- og W99A-plasmid ble dyrket opp i LB-medium over natt og miniprepet (se

avsnitt 3.1.1).

¢ Fglgende PCR-reaksjon ble laget:

Reagent Mengde
Premix (BigDye) 2ul
Plasmid (WT og W99A) (200 ng) 1 ul
Primer (én i hver reaksjon) (3,2 pmol) 1 ul

5X Seq buffer 3ul
Destillert vann 13 ul
Totalt 20 ul

e Alt ble holdt pa is under tillagingen

¢ Fglgende PCR-program ble brukt:

Temperatur Varighet

1 runde 96 °C 1 minutt

25 runder 95 °C 10 sekunder
50 °C 5 sekunder
60 °C 4 minutter

1 runde 4°C 00
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3 METODER

e For a felle ut DNAet, ble det tilsatt 2 ul 125 mM EDTA og 2 ul 3 M natriumacetat til
20 ul PCR-produkt.

e Deretter ble det satt til 52 ul 96 % etanol og blandet godt ved a snu pa rgret.

® Reaksjonene ble inkubert ved romtemperatur i 15 minutter.

e Rgrene ble sentrifugert ved 4 °C og 16 000 x g i 30 minutter for a pelletere DNAet.

e Supernatanten ble dekantert, og 70 ul 70 % etanol ble tilsatt for a vaske DNAet.

e Rgrene ble sentrifugert ved 16 000 x g og 4 °C i 10 minutter.

e Supernatanten ble fjernet og rgrene ble satt pa benken til tgrking.

e Sekvenseringen ble utfgrt pa 3100 Genetic Analyzer fra Applied Biosystems.

3.2 Transformering, dyrking, selektering av kolonier og sjekk av aktivitet

Alle manipulasjoner av P. pastoris ble utfgrt sterilt for & forhindre kontaminasjon. P. pastoris
er veldig temperaturfglsom, og det er viktig at temperaturen ikke overstiger 30 °C (Invitrogen

2009).

3.2.1 Linearisering av WT- og W99A-plasmider

Restriksjonsenzymet Sac I kutter i 5°’AOX1 i pPIC9K-vektoren (figur 1.9).

Materialer

e 10x BSA

e  Miniprepet plasmid (WT og W99A)
e NEBuffer 1

e Sacl
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3 METODER

Prosedyre

o WT-o0g WI99A-AMCase ble dyrket opp over natt fra frysestock (avsnitt 3.1.4).

¢ Overnattkulturene ble miniprepet for a isolere plasmidene (se avsnitt 3.1.1).

e 60 pul plasmid ble blandet med 10 pul NEBuffer 1, 10 ul 10x BSA og 10 ul Sac i et
eppendorfrgr.

® Rogrene ble satt til inkubering i et vannbad ved 37 °C 1 tre timer fgr de ble satt direkte

pais.

3.2.2 Tillaging og transformering av kompetente celler

Pichia EasyComp ™ Kit fra Invitrogen ble brukt til preparering og transformering av
kompetente P. pastoris-celler. Kitet benytter seg av en enkel metode for a raskt kunne
produsere kompetente P. pastoris-celler, som enten kan benyttes umiddelbart eller fryses ned
og lagres til fremtidig bruk. Transformasjonseffektiviteten vil variere basert pa stammen som

benyttes og effektiviteten av plasmidintegreringen inn i vertskromosomet (Invitrogen 2001).

Materialer

¢ Lineart WI9A-AMCase-plasmid (avsnitt 3.2.1)

e Lineart WT-AMCase-plasmid (avsnitt 3.2.1)

e MD-plater med 0,25 mg/ml Geneticin

e Pichia EasyComp ™™ Kit (Invitrogen)

e P pastoris KM71 frysestock (fra Multi-copy Pichia Expression Kit)
¢  YPD-medium
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3 METODER

Prosedyre

e En steril tannpirker ble brukt til a fa ut celler fra P. pastoris KM71 frysestocken.
Tannpirkeren ble sluppet oppi en 100 ml dyrkingskolbe med 10 ml YPD-medium.
Kolben ble satt til inkubering ved 30 °C og 230 rpm over natt.

e Det ble tatt ut 1 ml fra forkulturen og overfgrt til 250 ml YPD-medium i en 1000 ml
dyrkingskolbe.

e Kolben ble inkubert over natt ved 30 °C og 230 rpm.

e C(ellene ble hgstet ved sentrifugering ved 500 x g og romtemperatur i 5 minutter.
Supernatanten ble kastet.

e (ellene ble resuspendert i 10 ml Solution I og sentrifugert ved 500 x g i 5 minutter ved
romtemperatur. Supernatanten ble kastet.

e Pelleten ble resuspendert i 1 ml Solution I. Cellene er na kompetente.

e (ellesuspensjonen ble overfgrt til 1,5 ml sterile rgr med skrukork og oppbevart ved —
80 °C.

e 50 ul av de kompetente KM71-cellene ble overfort til et sterilt mikrosentrifugergr.

e For a transformere P. pastoris, ble 5 ng lineert WT-AMCase og W99A-AMCase satt
til de kompetente KM71-cellene.

e | ml Solution II ble tilsatt DNA/celleblandingen. L@gsningen ble blandet godt ved
vortexing.

e Reaksjonen ble inkubert i én time i et 30 °C vannbad. Reaksjonen ble ristet pa hvert
15. minutt for a gke effektiviteten av transformasjonen.

e Cellene ble gitt et varmesjokk ved a overfgre dem til et vannbad pa 42 °Ci 10
minutter.

e C(ellene ble pelletert ved sentrifugering i 5 minutter ved 3000 x g og romtemperatur.
Supernatanten ble kastet.

e (ellene ble resuspendert i 100 ul Solution III.

e 100 ul av cellene ble sadd ut pa to MD-plater med 0,25 mg/ml Geneticin og inkubert
ved 30 °C i tre dager.

e Som kontroll ble det sadd ut KM71-celler som ikke var blitt transformert pa MD-

plater.
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3 METODER

3.2.3 Test av transformanter

Det ble valgt ut kolonier fra platene som ble beskrevet i avsnitt 3.2.2, for a sjekke for

suksessfull transformasjon.

Her ble det brukt to primere som hgrer til pPIC9K-vektoren; 3°’AOX og 5’ AOX. Disse vil gi

et PCR-produkt som er 1929 bp stort.

Materialer

1 kb molekylvektsmarkgr (NEB)

10x reaksjonsbuffer

3’ AOX primer (64,1 ng/ul) (se tabell i avsnitt 3.1.3)
5’ AOX primer (64,4 ng/ul) (se tabell i avsnitt 3.1.3)
87 % glyserol

Buffered glycerol-complex medium (BMGY)
dNTP mix (12.5 mM)

Magnesiumklorid (50 mM)

Mastercycler Gradient PCR-maskin (Eppendort)

Taq Hot Start Polymerase

Prosedyre

En tannpirker med koloni pa ble dyttet forsiktig ned i bunnen av et PCR-rgr.
Deretter ble fglgende lgsning laget i PCR-rgret:
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Reagent Mengde
10x reaksjonsbuffer Sul
Magnesiumklorid (50 mM) 2,5 ul
dNTP mix (12,5 mM) 4 ul

5’ AOX primer (64,4 ng/ul) 1 ul

3’ AOX primer (64,1 ng/ul) I ul
Destillert vann 36 ul
Taq Hot Start Polymerase 0,5 ul
Totalt 50 pul

3 METODER

e Som kontroll ble det benyttet 1 ul WT-AMCase (50 ng/ul). Samme fremgangsmate

ble benyttet for denne som for transformantene.

e Alle reagensene ble holdt pa is hele tiden.

e Etter at polymerase ble tilsatt ble fglgende PCR-program benyttet:

Temperatur Varighet
1 runde 94 °C 2 minutter
30 runder 94 °C 15 sekunder
55°C 15 sekunder
72 °C 45 sekunder
1 runde 72 °C 5 minutter
1 runde 4°C 0

e 10 ul av prgven ble sa avsatt pa 1 % agarosegel sammen med 1 kb

molekylvektsmarkgr.

e Gelen ble kjgrt pa 90 V i 45 minutter.

e Gelen ble kikket pa under UV-lys.

e Kolonier som viste vellykkede transformasjoner ble dyrket opp i BMGY-medium over

natt ved 28 °C og laget frysestocker av (avsnitt 3.1.4).
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3 METODER

3.2.4 Ekspresjon av rekombinante P. pastoris-stammer

Transformanter ble dyrket opp i medium med glyserol over natt, fgr mediet ble byttet ut med
et medium med metanol. Dette induserer ekspresjon av AMCase-genet. Ekspresjonen ble

opprettholdt ved a tilsette metanol én gang i dggnet.

Materialer

e 100 % metanol (HPLC-kvalitet)

e BMGY-medium

¢ Buffered methanol-complex medium (BMMY)

e GS115 Albumin kontroll (fra Multi-copy Pichia Expression Kit fra Invitrogen)
¢ Vellykkede WT- og W99A-transformanter (avsnitt 3.2.3)

Prosedyre

e Kolonier som viste vellykkede transformanter, ble sadd uti 1 ml BMGY i hver sin
brgnn pa en 24-brgnnsplate. Disse ble inkubert ved 500 rpm og 28 °C over natt. Det
samme ble gjort med kontrollen GS115 Albumin.

¢ Opvernattkulturen ble overfort til sterile eppendorfrgr og sentrifugert ved 3000 x g i
fem minutter ved romtemperatur. Supernatanten ble kastet.

e C(ellepelleten ble resuspendert i 1 ml BMMY-medium og overfgrt til brgnner i en 24-
brgnnersplate. Platen ble inkubert over natt ved 500 rpm og 28 °C.

e 5ul 100 % metanol (0,5 % av totalt volum) ble tilsatt prgvene hver 24. time for a
opprettholde induksjonen av genekspresjonen.

e Hver 24. time ble 5 ul av kulturen overfgrt til et 1,5 ml eppendorfrgr for & male

kitinaseaktivitet.
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3 METODER

3.2.5 Maling av kitinaseaktivitet

Kitinolytisk enzymaktivitet kan bli malt ved hjelp av hydrolyse av fluorescerende substrater,
som 4-methylumbelliferyl-B N,N’diacetylchitobioside. Det vil si at to N-acetyl-
glukosaminsukker er koblet til et fluorescerende 4-methylumbelliferone-molekyl (4-MU). En
enzymatisk hydrolyse frigjgr 4-MU, som ved ionisering i basisk pH kan bli malt ved hjelp av
et fluorometer. Mengden 4-MU som dannes over et bestemt tidsrom er proporsjonal med

mengden enzym i prgven (Seibold et al. 2009).

Materialer

¢ (0.2 M Na,COs-buffer

¢ 1.0 uM 4-methylumbelliferone-lgsning (4-MU)

e 100x BSA

¢ 500 uM 4-methylumbelliferyl B-D-N,N'-diacetylchitobioside (4-MU-(GIcNAc),)
e DyNA Quant™ 200 Fluorometer (Hoefer)

¢ Mcllvain-buffer, pH 5.2

o Prgve fra avsnitt 3.2.4

Prosedyre

e 50 pul 100x BSA ble blandet med 4,95 ml Mcllvain-buffer.

e 85 ul Mcllvain-buffer med BSA ble satt til et assayrgr. Det ble sa satt til 10 ul 500 uM
4-MU-(GlcNACc), til rgret.

e Rgrene ble plassert pa 37 °C vannbad, og 5 ul prgvemateriale ble tilsatt.

¢ Det ble laget en negativ kontroll med 5 ul Mcllvain-buffer og BSA som ble satt til
rgret i stedet for prgvematerialet.

e Reaksjonen ble stoppet etter 60 minutter ved a tilsette 1,9 ml 0.2 M Na,COjs-buffer.
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3.2.6

3 METODER

Fluorometeret ble kalibrert ved a tilsette 1,9 ml 0.2 M Na,COs-buffer til kyvetten og
trykke ZERO. Det ble sa tilsatt 100 ul 1.0 M 4-MU til kyvetten og blandingen ble
mikset godt ved a pipettere opp og ned. Det ble trykket CALIB, 500, ENTER. Dette
ble gjort to ganger, hvor det ble samme resultat +/- 2 fluorescerende enheter.
Kyvetten ble tgmt og vasket med destillert vann og prgven ble tilsatt.

Lokket pa fluorometeret ble lukket og prgven ble automatisk avlest.

Maling av proteinkonsentrasjon

Quant-iT™ Protein Assay Kit fra Invitrogen bestir av en metode som benytter seg av

fargereagenser som viser lite fluorescens i vandig miljg, men som gir fluorescens ved binding

til proteiner. Assay som benytter seg av slike fargereagenser, er sensitive og ngyaktige for

proteinet som kvantifiseres, i motsetning til assay som kun baseres pa absorbans. Quant-iT

proteinassay har et deteksjonsomrade pa 0,25-5 pg. Dersom konsentrasjonen pa prgven faller

utenfor deteksjonsgrensen, bgr prgven fortynnes eller oppkonsentreres (Invitrogen 2007).

Materialer

Prgve fra avsnitt 3.2.4

T™ Protein Assay Kit (Invitrogen)

Quant-i
QubitTM assayrgr (Invitrogen)

QubitTM Fluorometer (Invitrogen)

Prosedyre

1 x n pl proteinreagent ble blandet med 199 x n ul proteinbuffer for a lage en
arbeidslgsning. n er antall prgver og standarder som skal males.

10 ul av tre standarder med BSA-konsentrasjoner pa 0, 200 og 400 ng/ul ble blandet
med 190 pl arbeidslgsning og overfgrt til hvert sitt Qubit™ assayrer.

64



3 METODER

¢ | ul prgvemateriale ble blandet med 199 ul arbeidslgsning og overfort til hvert sitt
Qubit™ assayrer.

e Alle rgrene ble mikset pa en vortex fgr de ble inkubert ved romtemperatur i 15
minutter.

e Prgvene ble mélt pa et Qubit™ Fluorometer, pé innstillingen Quant-iT Protein. Fgrst

ble standardene malt og deretter prgvene.

3.2.7 Oppskalering av ekspresjon

Materialer

e 100 % metanol (HPLC-kvalitet)

e BMMY-medium

¢ BMGY-medium

® Frysestock med positive WT- og W99A-transformanter (avsnitt 3.2.3)

Prosedyre

e Det ble pirket 1gs celler fra frysestock med en tannpirker. Denne ble sluppet oppi et
dyrkningsrgr med 5 ml BMGY. Rgrene ble inkubert over natt ved 28 °C og 250 rpm.

¢ 5 ml av forkulturen ble overfgrt til 500 ml BMGY i 2-literskolber. Disse ble inkubert
over natt ved 28 °C og 250 rpm.

e Cellene ble hgstet ved a sentrifugere kulturene ved 3000 x g i 5 minutter.
Supernatanten ble kastet og pelleten ble resuspendert i 100 ml BMMY og overfgrt til
1000 ml-kolber. Kulturene ble inkubert ved 28 °C og 250 rpm.

e Hver 24. time ble 500 ul kultur tatt ut og malt for kitinaseaktivitet, samtidig som 500
ul 100 % metanol (0,5 % av det totale volumet) ble tilsatt.

e Etter 3 dggn med tilsetting av metanol, ble villtypecellene hgstet ved sentrifugering
ved 3000 x g i 5 minutter. Kun supernatanten ble tatt vare pa.

* Mutanten (W99A) ble hgstet etter 7 dager med tilsetting av metanol.
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3 METODER

e Supernatanten ble filtrert gjennom et 10 000 MWCO filter og oppbevart ved 4 °C.

3.2.8 Oppkonsentrering og dialyse

Dialyse er en separasjonsteknikk som benytter diffusjon over en semipermeabel membran
som en mate a rense prgver pa. Prgven avsettes i en dialysepglse som bestar av en membran
laget av cellulose som har porer med en bestemt stgrrelse. Porestgrrelsen bestemmer hvilke
molekyler som er for store til a kunne diffundere over membranen. Dialysepglsene legges i en
dialysebuffer, og en differanse i konsentrasjon mellom bufferne far molekylene i prgven til a
diffundere over membranen til likevekt oppnas. Nar likevekt oppstar, vil molekylene slutte &
diffundere. Det er da ngdvendig a bytte dialysebuffer for a fortsette dialyseringen (Pierce
2007).

Materialer

e 0.05 M Buffer A (dialysebuffer), pH 4,2

e 10000 MWCO-filter

¢ Oppkonsentrator, Amicon 8400

* Prgve fra avsnitt 3.2.7 (WT)

® SnakeSkin pleated dialysis tubing (Pierce)

Prosedyre

e De filtersteriliserte prgvene ble oppkonsentrert til et sluttvolum pa 50 ml ved hjelp av
en oppkonsentrator (Amicon 8400) med et 10 000 MWCO filter.

e Konsentratet ble deretter overfgrt til dialyseslanger, lagt i en 5 liters bgtte med 0,05 M
dialysebuffer og satt til dialyse i 3 dager ved 4 °C. Dialysebufferen ble skiftet hver
dag.
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e Etter endt dialyse ble konsentratet pipettert ut av slangene og spunnet ned, fgr

supernatanten ble overfort til nye rgr.

3.2.9 Ionebyttekromatografi

Ionebyttekromatografi er basert pa utveksling av ioner mellom en ladet stasjonarfase og en
analytt med motsatt ladning. Stasjonarfasen bestar av et kolonnemateriale med
ionebyttegrupper som adsorberer molekyler med motsatt ladning. Ulike molekyler vil ha ulik
grad av interaksjoner med kolonnen pa grunn av ulikheter i nettoladning, ladningstetthet og
fordeling av overflateladninger. Ved a gke ionestyrken pa elueringsbufferen, vil den okkupere
flere av ladningssetene pa kolonnen, og analytten (i dette tilfellet proteinet) vil bli eluert ut.
Elueringsforlgpet kan fglges med en UV-detektor for a sikre god separasjon. pH er en viktig
faktor i denne typen kromatografi fordi pH styrer ladningen pa proteinene (Harris 2007).

Til rensing av AMCase ble det benyttet en svak kationbytter. En kationbytter har utbyttbare
kationer, kovalent bundet til negativt ladde funksjonelle grupper. Ved pH lavere enn pl, fester
proteinene seg pa kolonnen. AMCase har en pl pa 5,42 (Bussink et al. 2007). Eluering av
proteinet skjer nar pH endres, i dette tilfellet fra 4,2 til 6,5.

Materialer

® 20 % etanol

¢ BioLogic LP kromatografisystem (BioRad)
e Buffer A, pH 4,2

e Buffer B, pH 6,5

e Dialysert prgve (WT)

e HiTrap CM FF ionebyttekolonne (5 ml)
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Prosedyre

¢ Jonebyttekolonnen ble fgrst vasket med 5 x kolonnevolum (25 ml) buffer A for a
fjerne konserveringsmidler. Dialyselgsningen ble videre satt direkte pa kolonnen med
en flow pa 5 ml/min, ca. 25 ml per eluering.

e Deretter ble kolonnen vasket med buffer A (ca. 5-10 kolonnevolum) til en baselinje
ble oppnadd.

e Etelueringsprogram med en gradient fra 0-100 % over 20 minutter ble benyttet for a
eluere ut AMCase. Proteiner ble detektert ved bruk av en UV-detektor.

¢ AMCase ble samlet opp i fraksjoner.

3.2.10 Oppkonsentrering av AMCase

Amicon Ultra-15 er et sentrifugefilter som benyttes til a filtrere og oppkonsentrere ulike
lgsninger. I dette tilfellet ble det benyttet et Amicon Ultra-15 filter som slipper igjennom
forbindelser med molekylvekt mindre enn 10 000 Da. Dette betyr at stgrre molekyler vil bli

igjen i filteret, mens mindre molekyler vil passere (Millipore 2010).

Materialer

e Amiconrgr

e Renset protein (WT)

Prosedyre

¢ Det rensede proteinet ble overfgrt til amiconrgr og sentrifugert ved 3000 rpm ved 4 °C
til det var omtrent 1,5 ml igjen.
® Det som gikk gjennom filteret, ble kastet mens det som var igjen, ble overfgrt til et

eppendorfrgr og oppbevart ved 4 °C.
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¢ Kitinaseaktiviteten ble malt (avsnitt 3.2.5), og proteinet ble analysert ved SDS-PAGE
(avsnitt 3.2.11).

3.2.11 Test av protein ved SDS-PAGE

Proteiner kan bli separert og isolert pa en sodium dodecyl sulfate-polyakrylamidgel (SDS-
PAGE). Proteiner har vanligvis en nettopositiv eller nettonegativ ladning, avhengig av hvilke
aminosyrer de bestar av. Et elektrisk felt vil fa proteiner til & vandre gjennom gelen, avhengig

av hvilken nettoladning de har i tillegg til deres stgrrelse og fasong (Alberts 2008).

En SDS-polyakrylamidgel bestar av et tett nettverk av kryssbundete polyakrylamidmolekyler.
Porestgrrelsen kan varieres etter hvilken stgrrelse det gnskede proteinet har. SDS er en
negativt ladet detergent. Denne binder til hydrofobe omrader pa proteinmolekylet. Dette far
proteinet til a folde ut og bryte bindingen til andre stoffer, som lipider og andre proteiner, og
dermed vere Igselig i SDS-lgsningen. Bindingen av SDS til proteinet gjgr at det far en netto
negativ ladning. Proteinet vil dermed vandre mot den positive elektroden nar en spenning
settes over gelen. Proteiner med lik stgrrelse vil vandre gjennom gelen med samme fart, fordi
deres native struktur er helt utfoldet av SDS, slik at de har samme fasong. Proteiner med lik
stgrrelse vil binde samme mengde SDS og dermed ha lik negativ ladning. Store proteiner vil

vandre sent gjennom gelen, mens sma proteiner lettere vil trenge gjennom porene i gelen.

Proteinene vil dermed bli separert i band etter stgrrelse i gelen. For & kunne se proteinbandene

pa gelen, kan man farge den med Coomassie blue-, sglv- eller gullfarge (Alberts 2008).

SDS-PAGE er en vanlig teknikk & bruke for a separere proteiner fordi den kan brukes pa alle
proteiner. Ettersom gelen separerer proteinene etter stgrrelse, far man ogsa informasjon om

deres molekylvekt (Alberts 2008).
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Materialer

e 20X NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen)

® Avfargingslgsning

e (Coomassie fargelgsning

e NuPAGE®LDS Sample Buffer (4X) (Invitrogen)

e NuPAGE® Novex®Bis-Tris Mini Gels (10 %) (Invitrogen)

e NuPAGE® Reducing Agent (10X) (Invitrogen)

e Precision Plus Protein Dual Color Standard molekylvekstmarkgr

e Renset protein (WT)

Prosedyre

e 13 pl renset protein ble blandet med 2 pl reduserende agent og 5 ul sample buffer.

e Rgrene ble satt i et 70 °C vannbad i 10 minutter.

e 20 ul prgve og 5 ul molekylvektsmarkgr ble avsatt pa gelen.

e En spenning pa 200 volt ble satt over gelen i 50 minutter.

e Gelen ble overfgrt til en boks, dekket med Coomassie fargelgsning og satt til risting i
30 minutter. Fargelgsningen ble dekantert, og gelen ble skylt med destillert vann fgr

den ble dekket med avfargingslgsning og satt til risting over natt.

3.3 Induksjon av humane lungeceller med IL-13

3.3.1 BEAS-2B cellekultur

BEAS-2B- cellelinjen ble etablert og dyrket 1 Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
medium. Ved vekst 1 tungt medium, fikk cellene vokse til minst 5 delinger var gjennomfgrt og

den isotopiske merkingen var inkorporert.
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3.3.2 Celledyrking

Cellelinjen BEAS-2B ble dyrket i RPMI- medium og videre i SILAC- medium. Cellene ble
hele tiden oppbevart i en inkubator ved 37 °C og 5 % CO, atmosfare. Mediet bestod av de
ngdvendige neringsstoffer og vekstfaktorer som aminosyrer, glukose, salt, vitaminer og

kalveserum. Kalveserum er viktig for a inaktivere trypsin.

3.3.3 Hgsting av celler

Hver fjerde dag ble cellene lgsnet fra flaskeveggen, fortynnet og sadd ut igjen i nye flasker.

Det tunge SILAC-mediet inneholder lysin- og arginin-aminosyrer hvor karbonene bestar av
BC i stedet for *C. Ettersom begge aminosyrene inneholder seks BC-atomer, vil hver lysin-

og arginin-aminosyre vare 6 Da tyngre enn sine lette paralleller.

Materialer

e Lett og tungt SILAC- medium
e Phosphate buffered saline (PBS)
® Trypsin

Prosedyre

¢ Neeringsmediet ble sugd ut av flaskene.

¢ Flaskene ble vasket med 2 x 5 ml PBS. Bufferen ble sugd av.

e Det ble tilsatt 2,5 ml trypsin og flaskene ble inkubert ved 37 °C i 10 minutter.
¢ 5 ml medium med kalveserum ble tilsatt for a stoppe trypsineringen.

* Lgsningen ble overfort til sentrifugergr og sentrifugert ved 1300 rcf i 10 minutter.
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e Supernatanten ble fjernet, og den gjenvarende pelleten ble resuspendert i 1 ml
medium.
e C(Celletallet ble bestemt ved & benytte en Beckman Coulter particle counter.

e 1-2x 10° celler ble sadd ut i 75 cm? dyrkingsflasker.

3.3.4 Bestemmelse av celletall

For a bestemme celletallet, ble det benyttet en 7Z1™ Series COULTER COUNTER® Cell and
Particle Counter fra Beckman Coulter. Dette instrumentet benytter seg av en elektrisk
sensorteknologi. Cellene blir blandet sammen med en saltlgsning. Nar denne saltlgsningen
pumpes gjennom instrumentet, dannes det et elektrisk felt mellom to elektroder. En elektrisk
puls genereres og antall pulsslag og pulsamplituden reflekterer antall celler i Igsningen

(Beckman 2006).

Materialer

¢ Beckman Coulter kyvette

e Saltlgsning

Prosedyre

¢ 10 ml saltlgsning ble overfgrt til en Beckman Coulter kyvette.
e 20 pl cellesuspensjon ble tilsatt saltlgsningen.

e C(Celletallet ble malt pa celletelleren og oppgitt som celler/ml
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3.3.5 Induksjon av BEAS-2B - celler med interleukin-13

BEAS-2B-cellene i tungt medium ble indusert med 1 ng/ml IL-13. Dette ble gjort basert pa
lignende studier (Marion-Letellier et al. 2008), hvor Caco-2-celler ble indusert med 1 ng/ml
IL-1B. Dette er fordi det er gnskelig a se spesifikt hvilke endringer som skyldes IL-13.
Dersom en hgyere konsentrasjon ble benyttet, kunne dette fgrt til flere ugnskede reaksjoner,
som for eksempel celledgd og dermed stress pa grunn av for mye IL-13. BEAS-2B-cellene ble
indusert i 24 timer, da dette er vanlig prosedyre ved proteomiske studier (D'Hertog et al.

2007).

Materialer

e BEAS-2B-celler dyrket i minst 5 dager

e Interleukin-13

Prosedyre

e | ng/ml IL-13 ble tilsatt BEAS-2B-cellene i tungt SILAC-medium.

e Ettilsvarende volum med autoklavert vann ble tilsatt til cellene i lett SILAC-medium.

e (Cellene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer fgr de ble hgstet pa samme mate som i
avsnitt 3.3.3.

e Cellene ble telt ved hjelp av en celleteller (avsnitt 3.3.4), og tunge og lette celler ble
blandet i et 1:1 forhold. Fglgende formel ble brukt:

ViNi= VoNy,

hvor V er volum i ml, og N er antall celler/ml.
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3.3.6 Cellelysering

Cellelysering er fgrste trinn i cellefraksjonering og proteinrensing. Det finnes mange ulike
teknikker, inkludert fysisk cellelysering og detergentbaserte metoder. Det er ogsa viktig at
proteinutbyttet er tilstrekkelig til videre prosessering. Detergentbaserte lyseringsmetoder er
enkle og rimelige 1 bruk. Detergenter gjgr cellemembranen opplgselig og bryter lipid-

proteininteraksjoner (Thermo 2010).

ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit fra Calbiochem er et fraksjoneringskit
som baserer seg pa en subcelluler fraksjonering av mammalske proteiner. Prinsippet er at det
er ulik Igselighet mellom de forskjellige subcellulere delene i en celle.
Ekstraksjonsprosedyren er laget for a gi fire fraksjoner; proteiner fra cytosol,

organeller/membran, cellekjerne og cytoskjelett (Calbiochem 2008).

Protokollen er laget for et celletall mellom 3-5 x 10° celler. For 4 sikre et bra proteinutbytte,

ble det benyttet mellom 25-27 x 10° celler.

Materialer

¢ Tunge og lette BEAS-2B-celler blandet i 1:1 forhold

e ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem)

Prosedyre

e Alt ble oppbevart pa is under hele prosedyren.

e (ellesuspensjonen ble overfgrt til eppendorfrgr og sentrifugert ved 1300 x gi 10
minutter ved 4 °C. Supernatanten ble fjernet.

e (ellepelleten ble forsiktig resuspendert i 2 ml vaskebuffer. Cellene ble pelletert ved
sentrifugering i 10 minutter ved 100-300 x g og 4 °C. Supernatanten ble fjernet, og

vasketrinnet ble gjentatt enda en gang.
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En blanding av 1 ml ekstraksjonsbuffer I og 5 ul proteasehemmer ble tilsatt
cellepelleten. Pelleten ble forsiktig resuspendert fgr rgret ble satt til forsiktig risting i
10 minutter ved 4 °C. Cellene ble pelletert ved sentrifugering i 10 minutter ved 500-
1000 x g og 4 °C.

Supernatanten ble overfgrt til et rent eppendorfrgr. Fraksjon 1; proteiner fra cytosol.
Den gjenvarende cellepelleten ble resuspendert i en blanding av 1 ml
ekstraksjonsbuffer II og 5 pl proteasehemmer. Rgret ble inkubert i 30 minutter ved
forsiktig risting ved 4 °C. Cellene ble pelletert ved sentrifugering 1 10 minutter ved
5000-6000 x g og 4 °C.

Supernatanten ble overfgrt til et rent eppendorfrgr. Fraksjon 2; proteiner fra membran
og organeller.

Cellepelleten ble resuspendert i en blanding av 500 ul ekstraksjonsbuffer III, 5 pl
proteasehemmer og 1,5 ul Benzonase® nuklease. Lgsningen ble inkubert i 10 minutter
ved forsiktig risting ved 4 °C. Cellene ble pelletert ved sentrifugering i 10 minutter
ved 7000 x g og 4 °C.

Supernatanten ble overfgrt til et rent eppendorfrgr. Fraksjon 3; proteiner fra
cellekjernen.

Det resterende cellematerialet ble resuspendert 1 en blanding av 500 pl
ekstraksjonsbuffer IV og 5 ul proteasehemmer. Dette utgjorde fraksjon 4; proteiner fra
cytoskjelettet.

Fraksjonene ble oppbevart ved 4 °C.
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3.3.7 Proteinutfelling med aceton

Aceton kan benyttes til a felle ut proteiner. Denne metoden oppkonsentrer proteinene og

fjerner ugnskede stoffer, som for eksempel salter (Pierce 2004).

Materialer

e BEAS-2B-celler blandet i et 1:1 forhold
e Iskald aceton (- 20 °C)

Prosedyre

e 4 x volumet til proteinlgsningene ble tilsatt av iskald aceton. Inkubasjon ble utfgrt pa
is 1 15 minutter.
® Proteinene ble pelletert ved sentrifugering i 10 minutter ved 12 000 x g og 4 °C.

e Supernatanten ble dekantert og pelleten ble lufttgrket.

3.3.8 Redusering og alkylering av disulfidbindinger

For a denaturere proteiner er det ngdvendig a bryte disulfidbindingene som kobler
aminosyrene i proteinene sammen. Milde reduserende kjemikalier benyttes for & omdanne
disulfidbindingene til tiolgrupper (-SH). Dithiothreitol brukes for a redusere
disulfidbindingene og bevare monotioler i redusert tilstand (Cleland 1964). Iodoacetamid
benyttes for a alkylere frie SH-bindinger og dermed forhindre at disulfidbroer gjendannes

(Boja & Fales 2001).
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Materialer

e Acetonpresipitert pellet (avsnitt 3.3.7)
e Dithiothreitol (DTT), 0.1 mM
e Jodoacetamide (IAA), 5.5 mM

Prosedyre

e Pelleten ble resuspendert i 50 ul DTT og inkubert ved 56 °C 1 30 minutter.
* Lgsningen ble avkjglt til romtemperatur, og 100 ul IAA ble tilsatt. Dette ble blandet
godt pa en vortexer og inkubert i 20 minutter ved romtemperatur i mgrket.

* Lgsningen ble frysetgrket til all veeske fordampet bort.

3.3.9 1-dimensjonal gelelektroforese

Materialer

e Seavsnitt 3.2.11
e Benchmark™ Protein Ladder (Invitrogen)

¢ Frysetgrkede proteinfraksjoner fra avsnitt 3.3.8

Prosedyre

¢ De tgrre proteinfraksjonene ble resuspendert i 100 ul av en blanding bestaende av 100
ul sample buffer, 400 ul destillert vann og 50 ul reduserende agent.

e Deretter ble samme prosedyre ble fulgt som beskrevet i avsnitt 3.2.11

e 20 ul proteinfraksjon og 5 ul molekylvektsmarkgr ble applisert pa gelen, og en
spenning pa 150 V ble pasatt i 80 minutter.

e Gelen ble farget og avfarget pa samme mate som beskrevet i avsnitt 3.2.11.
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3.3.10 Trypsinering

Trypsin er et av de mest brukte enzymene for a hydrolysere proteiner til peptider for
massespektrometriske analyser. Trypsin er en spesifikk serinprotease som hydrolyserer
peptidkjeder i den C-terminale enden til aminosyrene arginin og lysin. Unntaket her er nar
aminosyren prolin er lokalisert pa karboksylsiden til lysin eller arginin. Peptidkjeden vil da

vare nermest umulig a kutte (Promega 2009).

Materialer

e 100 mM ammonium bikarbonat (Ambic)/AcN (1:1, vol/vol)
e |D-gel med reduserte og alkylerte proteiner
® 5 % maursyre

® Trypsinbuffer

Prosedyre

e Det ble skaret ut 10 fraksjoner per prgve fra gelen. Disse bitene ble lagt i hvert sitt
eppendorfrgr.

e Gelbitene ble avfarget ved a dekke dem med 100 ul av en blanding med 100 mM
Ambic/acetonitril (AcN) (1:1, vol/vol) og inkubert i 30 minutter ved romtemperatur.
Rgrene ble ristet pa en vortexer med jevne mellomrom.

e 500 ul 100 % AcN ble tilsatt og inkubert ved romtemperatur helt til gelbitene krympet
og ble hvite. Under inkuberingen ble rgrene vortexet. AcN ble fjernet ved hjelp av en
pipette.

e Trypsinbuffer (~ 50 pl) ble tilsatt de tgrre gelbitene slik at disse ble dekket og de ble
inkubert pa is i 120 minutter. Etter 30 minutter ble det kontrollert at gelbitene fortsatt
var dekket med trypsinbuffer. Det ble tilsatt mer trypsinbuffer dersom det var for lite i
rgrene.

e 10-20 ul Ambic ble tilsatt rgrene for a holde gelbitene fuktige under kuttingen.
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e Rgrene ble inkubert ved 37 °C over natt.

e 100 pl ekstraksjonsbuffer (1:2 (vol/vol) 5 % maursyre/AcN) ble tilsatt til hvert rgr og
disse ble inkubert i 15 minutter ved 37 °C og risting.

¢ En pipette ble brukt til a forsiktig fjerne supernatanten fra rgrene og overfgre den til

rene eppendorfrgr.

Ekstraktet ble frysetgrket helt til all veeske fordampet bort.

3.3.11 Forberedelse til LC-MS analyse ved STop And Go Extraction Tips (STAGE-
Tips)

Den massespektrometriske teknologien er ofte ikke kompatibel med buffere som benyttes til
trypsinering av peptider. Dette resulterer i behovet for a rense prgvene fgr analyse. Rappsilber
og medarbeidere (Rappsilber et al. 2003) har beskrevet en rask og effektiv metode for a rense
peptider. STop And Go Extraction Tips (STAGE Tips) er en kromatografisk metode som
baserer seg pa omvendt fase-prinsippet. Den faste fasen er en upolar Cg-kolonne. Rensing av
proteiner baserer seg da pa binding til kolonnematerialet. Proteinene vil kunne elueres ut ved
bruk av et passende lgsemiddel. Fastfasen bestar av mange sma, upolare kuler dekket med
Teflon som danner en liten plate. Det lille volumet til platen, i tillegg til Teflon, gjgr at veldig
fa peptider binder irreversibelt (Rappsilber et al. 2003). Cg-materialet finnes som PTFE mesh
1 plater (3M, Minneapolis, MN) og pakkes 1 20 ul GELIloader tips (Eppendorf).

Produksjonen av STAGE-Tips er billig, enkel og reproduserbar. De er enkle & bruke, og
ettersom de er til engangsbruk, forhindres forurensing mellom prgver. De er resistente mot

fortetning og tap av prgve (Rappsilber et al. 2003).
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Materialer

e 0,1 % trifluoroeddiksyre (TFA)
® 60 % (v/v) AcN
® 100 % metanol

e Trypsinerte peptider

Prosedyre

e 10-20 u1 0,1 % TFA ble tilsatt det tgrre ekstraktet og blandet godt fgr det ble inkubert i
2-5 minutter i et sonikeringsbad for a bryte intermolekylare interaksjoner i proteinene.

e Rgrene ble sentrifugert i 15 minutter ved 6,6 x 1000 g.

¢ (Cjs-kolonnematerialet ble aktivert ved at 5 ul metanol ble presset giennom ved hjelp
av en sprgyte.

e Kolonnematerialet ble ekvilibrert med 2 x 10 ul 0,1 % TFA som ble presset gjennom.

e 10 ul prgve ble applisert pa og eluert ut av kolonnen.

¢ Kolonnen ble vasket med 2 x 10 ul 0,1 % TFA.

¢ Eluering ble gjort med 1 ul 60 % (v/v) AcN. Prgven ble da samlet i et rent rgr.

* Prgvene ble frysetgrket og analysert ved hjelp av LC-LTQ-Orbitrap-

massespektrometri. Dette ble utfgrt pa Bioteknologisenteret ved Universitetet i Oslo.

3.3.12 LC-LTQ-Orbitrap-MS

I denne oppgaven har proteinidentifikasjon blitt utfgrt ved hjelp av et UltiMate 3000
(Dionex)/LTQ-Orbitrap-XL-instrument (Thermo Scientific) pa Bioteknologisenteret ved
Universitetet i Oslo. Prgvene ble renset ved hjelp av vaskekromatografi (LC) pa et UltiMate
3000-instrument. Peptidene ble eluert med en flow rate pa 0,3 ul/min og med en gradient pa
7-40 % B 1 90 minutter, deretter 40-80 % B i 8 minutter. Lgsning A bestod av 2 % AcN med
0,1 % maursyre, lgsning B bestod av 90 % AcN med 0,1 % maursyre.
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De rensede prgvene ble fgrt inn i ionekilden, hvor de ble ionisert ved hjelp av
elektrosprayionisering. Prgvene ble sa overfgrt til LTQ-ionefellen, hvor produktioner ble

dannet, fgr de ble introdusert for Orbitrap for a fa hgy opplgsning og massengyaktighet.

3.3.13 Analyse av data

Dataanalyse av proteiner bestar av fem trinn og involverer flere softwareprogrammer:

1. Datainnsamling
e Xcalibur
2. Pavisning av funksjoner og kvantifisering av peptider
* (Quant.exe (del av MaxQuant)
3. Assosiere fragmentspektra med aminosyresekvenser
® Mascot
4. Validering og scoring av peptididentifikasjoner
¢ [dentify.exe (del av MaxQuant)
5. Analyse og manuell validering av identifiserte proteiner
e Excel

e PubMed

Raéfiler genereres av instrumentets software (Xcalibur) og overfgres til en lokal datamaskin
hvor de lastes opp i Quant.exe, en del av MaxQuant som er en programvare bestaende av
algoritmer utviklet spesielt for hgytoppl@selig, kvantitativ Orbitrap-MS-data. Quant.exe
utfgrer alle oppgaver som kan utfgres fgr identiteten til peptidene er kjent. Filer med
behandlede MS/MS-spektra (.msm-filer) sendes fra Quant.exe til en MS/MS-sgkemotor
(Mascot). Resultatene fra sgkemotoren blir overfgrt til Identify.exe (ogsa en del av
MaxQuant), som utfgrer statistiske valideringer, setter sammen peptider til proteiner,
kvantifiserer proteiner og lager tabeller med resultater som kan lastes opp 1 Microsoft Office

Excel (Cox & Mann 2008).
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Materialer

Mascot Daemon installert pa PC

MaxQuant software (tilgjengelig ned fra http://www.maxquant.org/)
Microsoft Office Excel 2007

PC med minst 2 GB RAM

Thermo Fisher Scientific Xcalibur software

Tilgang til Mascot (Matrix Science) server

Windows XP eller Windows Vista

Prosedyre

Deteksjon og kvantifisering

Alle Xcalibur. raw-filene fra instrumentets software ble overfgrt til en mappe pa den
lokale PCen. Xcalibur er et program som viser .raw-filene fra Orbitrap som
massespektra, og som eksporterer topplister som kan brukes til videre sgk.

Quant.exe i mappen kalt "MaxQuant” ble startet og “Raw files”’-folderen ble apnet.
Rafilene ble overfgrt til MaxQuant ved a trykke pa ”Select folder”’-knappen

Deretter ble det valgt a kjgre to trader. Det vil si at to filer ble kjgrt samtidig.
”Parameters”-folderen ble apnet.

Her ble det valgt "Orbitrap/ FT Ultra” under “Instrument”.

Under "SILAC” ble det valgt "Doublets” ettersom en dobbel SILAC-merking ble
benyttet; lett og tung.

Argb og Lys6 ble krysset av under "Heavy labels”, da det var disse aminosyrene som
ble inkorporert 1 de tunge cellene.

Under "Max. Labeled AAs’” ble det valgt 2. Dette er maksimum antall merkede
aminosyrer et peptid kan ha for & bli detektert av MaxQuant.

Under ”Variable modifications” ble det valgt "Oxidation (M)” og ”Acetyl (Protein N-
term)”. Dette betyr at oksiderte metioninresiduer og N-acetylerte proteiner ble tatt med

videre. Begge disse modifikasjonene er vanlige i humane celler.
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“Maximum missed cleavages” ble satt til 2. Det vil si at trypsin kan hoppe over to
klgyvinger etter arginin og/eller lysin og likevel vil riktig protein bli funnet.

Under “Fixed modifications” ble ”Carbamidomethyl (C)” valgt. Karbamidometyl er
en gruppe som finnes pa alle cysteiner ettersom det har blitt benyttet iodoacetamid for
a alkylere alle cysteiner.

Under ”"Database” ble IPI_human database (v3.52) valgt. Denne sekvensdatabasen ble
valgt for a bruke i Mascot-sgket. Denne databasen er ogsa manuelt oppdatert til a
innholde kjente kontaminanter, samt den reverserte versjonen av den aktuelle
databasen, som minsker sjansen for falske positive treff.

Under "Enzyme” ble "Trypsin” valgt. Det er dette enzymet som proteinene har blitt
kuttet med.

"MS/MS tol.” ble satt til 0.5 Da. Dette er maksimum avvik i masse som tillates for
fragmenterte ioner.

“Top MS/MS peaks per 100 Da” ble satt til 6. De seks mest intense toppene per 100
Da ble valgt a ga videre med til databasesgk med Mascot.

”Max- .msm file size (MB)” ble satt til 350 MB. .msm-filer som Quant lager til sgk i
Mascot blir delt i to dersom de er stgrre enn den valgte stgrrelsen. .msm-filer
inneholder behandlede MS/MS spektra.

Deretter ble ”Raw files”-folderen valgt igjen og ”Start” ble valgt. Det sgkes na etter

treff i IPI_human databasen.

Soking med Mascot

Etter at Quant.exe var ferdig, ble en mappe kalt “combined” laget automatisk av
programmet. Her er bade .msm filer og .par filer, hvor alle parametrene som har blitt
brukt til analysen, er oppsummert.

Mascot Daemon ble startet og “Task editor”’-folderen ble valgt.

Under ”Parameter set” ble den ene .par-filen valgt og under ’Data file list” ble den
korresponderende .msm-filen lagt inn.

”Run” ble sa valgt. Dette ble gjort for a assosiere fragmentspektra med
aminosyresekvenser.

De to ovenstaende punktene ble gjentatt helt til alle .msm-.par-parene var blitt valgt.

83



3 METODER

Etter endt sgk ble de resulterende .dat-filene, til hver .msm-fil, med
aminosyresekvenser funnet pa Mascot-serveren.

En kopi av .dat-filene ble overfgrt til "combined”-mappen.

Identifisering og validering

“Identify.exe” ble funnet i mappen kalt "MaxQuant”. Programmet ble startet og .raw-
filene og .dat-filene ble lastet opp under “Input files”.

Under “Protein sequences” ble rett sekvensdatabase (FASTA) valgt. Det er viktig at
denne er lik databasen som ble brukt til sgk i Mascot ("IPI_human database (v3.52)).
Under ”Parameters” i Identify ble "Peptide FDR” og “Protein FDR” satt til 0,05. Det
betyr at det er 5 % sjanse for at treffet er feil.

”Max peptide PEP” ble satt til 1. Dette er sannsynligheten for et falskt treff gitt
peptididentifikasjonscore og lengden pa peptidet. Satt til 1 betyr at det ikke er noen
ytterligere filtrering.

”Min. peptide length” ble satt til 6. Dette er minste lengde et peptid ma ha for a bli
identifisert og kvantifisert.

”Min. unique peptides” og "Min. peptides” ble satt til 1. Dette er hvor mange unike og
totale peptider en proteingruppe bgr ha for a bli vurdert som identifisert og rapportert i
den siste tabellen.

“Reverse string” ble satt til "REV_" og Contaminant string” ble satt til "CON_". Alle
proteiner 1 databasen har blitt lagt inn med deres reverse sekvenser. Dersom det
oppstar et treff i den reverse databasen, er det sannsynlig at den er en falsk positiv. Det
er lagt inn en del vanlige kontaminanter i databasen. Dersom det oppstar et treff her vil
det vaere en kontaminant.

Under “Protein quantification” ble ”Use unique and razor peptides” valgt.
Kvantifisering ble gjort ved & bruke Occam’s razor prinsipp for a finne ut hvilken
proteingruppe peptider unike for to proteingrupper hgrer til.

”Min. ratio count” ble satt til 2. Dette er minste antall SILAC-par som er ngdvendig
for proteinkvantifisering.

”Number of threads” ble satt til 2. Det vil si at to filer ble kjgrt samtidig.
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”Re-quantify”’-boksen ble trykket bort. Dette vil si at Identify ikke kalkulerer ratioen
til isotope mgnstre som ikke er SILAC-par.

”Keep low-scoring versions of identified peptides” ble trykket bort. Da ble ikke
peptider med for lav peptidscore kvantifisert.

”Start” ble trykket og sgk etter validering og scoring av peptididentifikasjoner ble
utfgrt.

Etterbehandling av resultater

Filen "’proteinGroups.txt” fra Identify.exe ble apnet i Excel. Arket ble kalt " All
proteins”. Listene ble sortert etter "Contaminants” og "Reverse hits”.

En kopi ble laget av arket og kalt "No CON or REV”. Alle rader med "+ 1
”Contaminants” eller “"Reverse hits”-kolonnene ble fjernet.

En kopi ble laget av arket og kalt "> 2 peptides”. Listene ble sortert etter ”Peptide
Counts (all)” fra minst til stgrst verdi. Rader med mindre enn 2 peptider for et protein
ble slettet.

En kopi av arket ble laget og kalt "Corrected p-values”. Listene ble sortert etter Ratio
H/L Significance (B)” fra hgyest til lavest verdi. ’Significance A” ble funnet ved a
bruke den naturlige logaritmen til alle proteinratioene for a kalkulere standardavvik.
Hver ratio sammenlignes med en gjennomsnittsverdi og avstanden fra giennomsnittet
males i antall standardavvik. Hver ratio far dermed en z-verdi som er lik xSD fra
gjennomsnittet. Deretter ble sannsynligheten (p-verdien) for a fa en z-verdi som er sa
stor eller stgrre kalkulert. ”Significance B” ble funnet ved samme prosedyre, men her
ble proteinene delt inn i grupper med ~300 proteiner basert pa deres proteinintensitet.
Det ble satt inn to kolonner etter “Ratio H/L Significance (B)” Den fgrste ble kalt
”Rank” og den andre ble kalt "Benjamini-Hochberg corrected p-values”.

Det proteinet med minst differanse 1 ”Ratio H/L Significance (B)” fikk verdi 1 1
”Rank”. Det ble fylt inn tall oppover 1 kolonnen, slik at proteinet med stgrst differanse

i ”Ratio H/L Significance (B)” fikk hgyest verdi.
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¢ ] kolonnen for "Benjamini-Hochberg corrected p-values” ble fglgende formel satt inn:
=[P-VALUEJ*n/[RANK]. Her er "P-VALUE” en referanse til p-verdiene i ”Ratio H/L
Significance (B)” og "lRANK” en referanse til verdiene i "Rank”-kolonnen. Hvert
protein ble statistisk testet for om det er signifikant regulert eller ei (’Significance B”).
Ved mange proteiner i et datasett vil hvert protein bli testet, og statistisk sett vil noen
av dem ved en tilfeldighet gi en lav p-verdi. Det er derfor ngdvendig a korrigere p-
verdiene ut i fra hvor mange tester som blir utfgrt. Benjamini-Hochberg-metoden
korrigerer for dette.

¢ En ny kopi av arket ble laget og kalt ’Only regulated proteins”. Alle rader med
”Benjamini-Hochberg corrected p-values” hgyere enn grensen som ble satt til 0,1 (dvs.

at det er 1 % sjanse for at treffet er feil) ble slettet.

Til slutt ble proteinene sortert etter “Ratio H/L normalized”. Dette er de statistisk signifikante
regulerte proteinene. Proteiner stgrre enn 1 er oppregulerte, mens proteiner mindre enn 1 er

nedregulerte.
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4.2 Valg av seterettede mutanter

Det er av interesse a fa en gkt forstaclse av AMCase fordi dette enzymet kan vere et viktig
terapeutisk mal innen astma (Elias et al. 2005). For a oppna dette, spesielt med hensyn til
hvordan mammalske kitinaser hydrolyserer kitin, er det svert fordelaktig med tilgang pa en

rekombinant villtype og utvalgte seterettede mutanter av AMCase.

I dette arbeidet har tre mutanter blitt laget. Mutasjonene er pa viktige residuer i det aktive
setet til AMCase; Trp31 (W31), Trp99 (W99) og Glu140 (E140). Itillegg er villtype

rekombinant fremstilt.

4.2.1 Villtype

For a kunne studere hvordan AMCase bryter ned ulike typer substrat og binder til inhibitorer,
er det fordelaktig a ha tilgang til en rekombinant versjon av enzymet som kan produseres i

store mengder.

4.2.2 E140Q

Glutamat 140 (E140) er den katalytiske syren i AMCase. Protonering av denne katalytiske
syren er siste trinn i hydrolysen av kitin. For glykosyl hydrolaser er det vanlig a mutere denne
til glutamin 140 (Q140) for a gjgre disse inaktive uten at det gar utover bindingsegenskaper
enzymet har til for eksempel substrater (Olland et al. 2009). Mutanten E140Q kan dermed

brukes til bindingsstyrkemalinger.
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4.2.3 W31A og W99A

W31A er en mutasjon i — 3-subsetet og W99A er en mutasjon i + 1-subsetet hos AMCase. Her
byttes den aromatiske aminosyren tryptofan ut med den ikke-aromatiske aminosyren alanin.
Disse mutasjonene vil kunne gi informasjon om hvilken retning kitin hydrolyseres. Trp-Tyr-
Trp-motivet til AMCase som befinner seg fra subsete —6 til —3 indikerer at kitin brytes ned fra
den reduserende enden, som observert for kitinase A (Zakariassen et al. 2009). Det
kitinbindende domenet til AMCase befinner seg pa motsatt side av Trp-Tyr-Trp-motivet og
kan tyde pa at kitin brytes ned fra den ikke-reduserende enden (Horn et al. 2006; Zakariassen

et al. 2009).

Dersom prosessiviteten for AMCase mistes pa grunn av en mutasjon fra W31 til A31,
indikerer dette at kitin brytes ned fra den reduserende enden og motsatt dersom

prosessiviteten mistes ved en mutasjon fra W99 til A99.

4.2.4 Tillaging av plasmid

AMCase-genet 1 en pUCS57-vektor ble bestilt fra GenScript. Genet ble kuttet ut av vektoren og
ligert inn i en P. pastoris-vektor, pPICIK. pPIC9K-vektoren med AMCase-genet innsatt ble
transformert inn i E. coli-celler. For a undersgke om genet ble korrekt ligert inn i vektoren, ble

plasmidet isolert og sekvensert. Dette ble utfgrt av Ingunn Alne Hoell.

Mutasjonene i AMCase ble laget ved a bruke spesialdesignede primere i en PCR-reaksjon,
hvor AMCase-genet i pPIC9K-vektoren ble brukt som templat. Det ble laget to primere til

hver mutasjon; én forward og én reverse (tabell 3.1).

Plasmidene ble transformert inn i E. coli-celler. Transformasjonsreaksjonene ble sadd ut pa
agarskaler, og kolonier ble dyrket opp. Det ble forsgkt med ulike mengder templat til

mutagenesen for a finne ut hvor mye templat som er optimalt a bruke (tabell 4.1).
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Tabell 4.1: Omtrentlig antall kolonier som vokste fram etter seterettet mutagenese med ulike

mengder DNA-templat, i tillegg til mutagenese- og transformasjonskontroller.

Prgve Antall kolonier
5 ng templat 0

10 ng templat 2-10

20 ng templat 10-50

50 ng templat 10-50
Mutagenesekontroll (pWhitescript) ~50
Transformasjonskontroll (pUC18) ~ 200

Noen kolonier ble valgt ut og undersgkt for & se om pPIC9K-vektoren med AMCase-genet
innsatt ble inkorporert inn i E. coli-cellene (figur 4.1-4.3). pPIC9K-vektor med AMCase-

genet innsatt (50 ng/ul) ble brukt som kontroll ved transformasjonstestene.

I figur 4.1 vises resultatene etter at W3 1A ble testet. Det ble brukt to primere; én genprimer
(W31A reverse) og én vektorprimer (5’ AOX fwd). Primerne gir et PCR-produkt pa 464

basepar. Kontrollen vises i brgnn nr. 7.
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Figur 4.1: Test av transformanter; W31A i E. coli-celler. Det ble plukket tilfeldige kolonier pa
skalene som ble testet for vellykket transformasjon. Brgnn 1: 1 kb ladder; brgnn 3, 4 og 6:
Ulike W31A-kolonier (ved en vellykket transformasjon vil PCR-produktet bli 464 bp stort). 1
brgnn nr. 7 ble en kontroll avsatt: pPIC9K-vektor med AMCase-genet innsatt (50 ng/ul).
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I figur 4.2 vises resultatene etter at kolonier med E140Q ble testet. Primerne som ble brukt,
E140Q reverse og 5’ AOX fwd, gir et PCR-produkt som er 789 bp stort. Kontrollen vises 1

brgnn nr. 8.

Figur 4.2: Test av transformanter; EI140Q i E. coli-celler. Det ble plukket tilfeldige kolonier
pd skdalene som ble testet for vellykket transformasjon. Brgnn 1: 1 kb ladder; brgnn 3, 4, 5 og
6: Ulike E140Q-kolonier (ved en vellykket transformasjon vil PCR-produktet bli 789 bp stort).
I brgnn nr. 8 ble en kontroll avsatt: pPIC9K-vektor med AMCase-genet innsatt (50 ng/ul).
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I figur 4.3 vises resultatene etter at W99A ble testet. Primerne som ble brukt, W99A reverse
og 5’AOX fwd, gir et PCR-produkt som er 667 bp stort. Kontrollen vises i brgnn nr. 12.

N Eaauunoi;: o

1000 bp

Figur 4.3: Test av transformanter; W99A i E. coli-celler. Det ble plukket tilfeldige kolonier pa
skalene som ble testet for vellykket transformasjon. Brognn 1: 1 kb ladder; brgnn 3-10: Ulike
W99A-kolonier (ved en vellykket transformasjon vil PCR-produktet bli 667 bp stort). I brgnn
nr. 12 ble en kontroll avsatt: pPIC9K-vektor med AMCase-genet innsatt (50 ng/ul).

4.2.5 Sekvensering

Som en videre kontroll for a sjekke om mutasjonen ble korrekt inkorporert i AMCase-genet,
ble mutant W99A sekvensert og sammenliknet med WT-AMCase. Kromatogrammene er vist
i figur 4.4. Det er tydelig at nukleotidene TGG har blitt byttet ut med GCG som gjgr at

tryptofan har blitt til alanin.
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Figur 4.4: Sekvensering av W99A-AMCase. Det gverste kromatogrammet viser sekvensering

utfort pa WT-AMCase, mens det nederste kromatogrammet viser W99A-mutanten.

Rektangelet viser omradet hvor aminosyren tryptofan (TGG) har blitt byttet ut med alanin

(GCG) hos W99A.

Grunnet tidsmangel ble kun W99A og WT sekvensert, og det er bare disse som har blitt brukt

videre i transformasjon inn i P. pastoris og til oppskalering av cellevekst for a fa uttrykt

protein.

4.2 Transformering, dyrking, selektering av kolonier og sjekk av aktivitet

AMCase er et mammalsk protein som krever korrekt folding (Boot et al. 2001). P. pastoris er

en eukaryot vert som har det indre maskineriet som kreves for at AMCase skal foldes korrekt

og fa alle sine PTM og bli et fungerende protein (Daly & Hearn 2005).

92



4 RESULTATER

Isolerte WT- og W99A-plasmid ble transformert inn i P. pastoris-ekspresjonsstammen

KM?71. Transformasjonsreaksjonene ble sadd ut pa skaler og etter et par dager vokste det frem
~ 50 sma kolonier. Pa kontrollskalen vokste det ikke opp noen kolonier, noe det heller ikke
skulle, da dette er en kontroll med KM71-celler som ikke har blitt transformert. Noen kolonier

ble valgt ut og testet for om transformasjonen av WT-AMCase og W99A inn i KM71 var
vellykket.

To primere ble benyttet; 5°AOX fwd og 3’ AOX rev. Disse gir et PCR-produkt som er 1929
bp stort. PCR-produktene ble undersgkt pa 1 % agarosegel for a bestemme stgrrelsen (figur
4.5 og 4.6). Som kontroll ble det benyttet WT-AMCase i pPICIK (50 ng/ul).
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Figur 4.5: Test av transformasjon; WI-AMCase i P. pastoris. PCR-produktet skal bli 1929 bp
stort. Brgnn 1: 1 kb ladder; bronn 3, 4 og 7: WT i P. pastoris; brgnn 12: Kontroll med WT-
AMCase i pPIC9K-vektor.
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I figur 4.6 vises gelbildet etter at W99A-mutanten i P. pastoris ble testet for vellykket

transformasjon.
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Figur 4.6: Test av transformasjon; W99A-AMCase i P. pastoris. PCR-produktet skal bli 1929
bp stort. Brgnn 1: 1 kb ladder, brgnn 2, 3, 4 og 6: W99A i P. pastoris.

De koloniene som viste vellykket transformasjon ble brukt til oppdyrking for a fa uttrykt
protein. WT- og W99A-cellene ble indusert med metanol hver 24. time i henholdsvis 6 og 9

dager, og kitinaseaktiviteten ble malt jevnlig.

Kitinaseaktiviteten ble malt fluorometrisk ved 4-MU enzymassay (Overdijk & Van Steijn

1994; Seibold et al. 2009; Zhu et al. 2004). Nar det er kitinase i prgvene, vil enzymet binde
seg til 4-MU-substratet og kutte dette, slik at en fluorofor dannes (4-MU). Mengden 4-MU
som dannes, henger sammen med mengden enzym som er i prgven. En plutselig og kraftig

gkning ved maling av den kitinolytiske aktiviteten viser at det har blitt dannet kitinase.
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I figur 4.7 vises 4-MU-aktivitet i KM71-celler som er transformert med WT-AMCase-vektor
etter 0, 1, 2, 3, 4, 5 og 6 dager. Enzymaktiviteten gker til ~ 30 000 fluorescerende enheter
etter 3 dager. Etter 4 dager er aktiviteten hgyest og den holder seg stabil over lengre tid.

_ 35000
£ 30000 f'—‘\‘ >
< 25000 7
o 20000 7
2 15000
c
] == \\T
5 10000 /
o 5000 == Negativ kontroll
S 0 I—I—‘—I—I—I—I—I—
= 0 50 100 150 200
Tid (timer)

Figur 4.7: Produksjon av WT-AMCase etter 0, 24, 48, 72, 96, 120 og 144 timer.

Kitinaseaktiviteten er stprst etter 96 timer (dag 4).

KM?71-celler som ble transformert med W99A-vektor viste a gke kraftig i kitinolytisk
aktivitet etter 8 dager (figur 4.8). Aktiviteten forsvant igjen etter bare €n dag av uvisse

grunner. En ny oppdyrkning av celler transformert med W99A-vektor, viste ogsa aktivitet.
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Figur 4.8: Produksjon av W99A-AMCase etter 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 og 216
timer. Aktiviteten er hgyest etter 192 timer (dag 8). Den negative kontrollen er tilncermet lik

null hele tiden.

Kolonier som viste enzymaktivitet ble dyrket pa nytt i et stgrre volum. Celler transformert
med WT-AMCase-vektor, ble indusert med metanol i 3 dggn fgr cellene ble hgstet. Den

kitinolytiske aktiviteten i supernatanten var da pa 25 760 fluorescerende enheter.

Celler transformert med W99A-AMCase-vektor, ble indusert med metanol i 7 dager for det
ble pavist kitinolytisk aktivitet i supernatanten, og cellene ble hgstet. Den kitinolytiske

aktiviteten var da pa 26 250 fluorescerende enheter.

WT-AMCase ble oppkonsentrert og dialysert fgr videre rensing ved hjelp av
ionebyttekromatografi. Dette ga kun en liten topp med sluttprodukt ved 100 % buffer B
(resultater ikke vist). Toppen ble samlet opp, oppkonsentrert og undersgkt ved SDS-PAGE.
Pa gelen vises det flere band (figur 4.9). Dette tyder pa at proteinet ikke har blitt tilstrekkelig
renset (brgnn 3 i figur 4.9). Det er heller ikke noe band pa 50 kDa, som tilsvarer
molekylvekten til AMCase. I brgnn nr. 5 vises proteinene som er til stede i supernatanten fgr
proven ble dialysert. I brgnn nr. 7 vises proteinene som er igjen i supernatanten etter at
prévene har blitt dialysert. Det er ogsa tatt med en kontroll med nasale polypper som har fatt

pavist tilstedeverelse av AMCase ved Western blot.
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Figur 4.9: Gelbilde av 1: Molekylvektsmarkgr; 3: Supernatant fra cellekultur renset ved
ionebyttekromatografi og oppkonsentrert; 5: Supernatant fra cellekultur for dialyse; 7:

Supernatant fra cellekultur etter dialyse; 9: Kontroll med nasale polypper.

Kitinaseaktiviteten ble malt i den rensede fraksjonen og viste en meget hgy aktivitet med
27 141 fluorescerende enheter (negativ kontroll: 14 fluorescerende enheter). Total mengde
protein etter rensing og oppkonsentrering var 0,64 mg, mens den var 39 mg fgr dialysen og

~27 mg etter dialysen.

4.3 Induksjon av humane lungeceller med IL-13

For a kunne detektere og kvantifisere opp- og nedregulerte proteiner, ble SILAC kombinert
med cellefraksjonering, gelelektroforese, LC og MS. I denne proteinanalysen ble et LC-LTQ-
Orbitrap-MS-oppsett benyttet.
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Proteiner fra cellene ble separert i ulike fraksjoner; cytosol, membran/organeller, cellekjerne
og cytoskjelett ved subcelluler fraksjonering. Etter fraksjoneringen ble proteinene ytterligere

separert ved hjelp av 1D-gelelektroforese (figur 4.10).

Figur 4.10: De ulike fraksjonene ble kjprt pa 1D-gel. Hver bane ble kuttet ut og delt i ti deler
med omtrent like mye protein i hver. Brgnn 1: Molekylvekstmarkgr; bronn 2+7: Fraksjon I,
cytosolproteiner; brgnn 3+8: Fraksjon 2, membran- og organelleproteiner,; brgnn 4+6+9:

Fraksjon 3, cellekjerneproteiner; bronn 5+10: Fraksjon 4, cytoskjelettproteiner.

Proteinbandene ble kuttet ut av gelen fgr proteinene ble trypsinert. P4 denne maten ble det
dannet peptider som ble analysert ved hjelp av LC-LTQ-Orbitrap-MS. Figur 4.11 viser et
massespektrum for tiden 66,22-66,72 minutter. Det er her ett av peptidene som identifiserte
Transferrin receptor protein 1 (TFRC), ble funnet. Dette er et tilfeldig valgt protein som i den
videre analysen viste nedregulering. Den lette varianten av peptidet har en masse lik 1746,86
Da, mens den tunge varianten har en masse lik 1752,88 Da. Ettersom peptidet har
dobbeltladning, blir massen halvert og kan ses i spekteret ved henholdsvis m/z 873,43 og
876,44. Dette betyr ogsa at differansen mellom tunge og lette peptider tilsvarer 3,001 Da i
stedet for 6,002 Da.
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Figur 4.11: MS-spekter for ett av peptidene som identifiserte TFRC. Her vises peptidtoppene
til den lette (m/z 873,43) og den tunge (m/z 876,44 ) isotopen.
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Et utsnitt av spekteret i figur 4.11 ble forstgrret for a lettere kunne se isotopparet (figur 4.12).

091029_Sodie F2_41053421-2451

FT: 88,2286 72 AV: 24 ML: 5.08E3

T: FTMS + p NS| Full ms 200 .-gg-z-}}:l.-}:l:

10D

Relative Abundance

3.001 Da

ET3531

BT4.43

BTT.44

8193 prgaon
BRD.TD

BTE 8BTS

BED

Figur 4.12: Forstgrret utsnitt av spekteret i figur 4.11. Her vises tydelig isotopparet.

Intensiteten til den lette varianten er hgyere enn intensiteten til den tunge varianten. Dette

indikerer at peptidet er nedregulert.
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MS-toppene for det lette og det tunge peptidet ble fragmentert, hvilket gir nye topper som gir

grunnlag for identifisering av peptidet og dermed ogsa proteinet. MS/MS-spekterne for det

lette og det tunge peptidet vises henholdsvis i figur 4.13 og 4.14.
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Figur 4.13: MS/MS-spekter for det lette TFRC-peptidet. Her har toppen ved m/z 876,44 blitt

fragmentert. Fragmenteringsmgnsteret gir grunnlag for en videre identifisering av

peptidsekvensen, SAFSNLFGGEPLSYTR, og dermed ogsa proteinet.
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Figur 4.14: MS/MS-spekter for det tunge TFRC-peptidet. Her har toppen ved m/z 873,44 blitt

fragmentert. Fragmenteringsmgnsteret gir grunnlag for en videre identifisering av

peptidsekvensen, SAFSNLFGGEPLSYTR, og dermed ogsa proteinet.

Databasesgk, validering og evaluering av data ble utfgrt ved bruk av Mascot-databasen og

Maxquant (Cox & Mann 2008). Det ble valgt a godkjenne regulerte proteiner med Benjamini-

Hochberg korrigerte p-verdier under 1 %. Det vil si at det er mindre enn 1 % sjanse for at

proteintreffet er feil. Grunnet manglende tilgang pa analysetid pa LC-LTQ-Orbitrap ved

Bioteknologisenteret er det i denne oppgaven kun rukket & analysere to biologiske paralleller

(analysen av den siste biologiske parallellen vil bli inkludert senere i en eventuell publisering

av resultatene). Analysering av proteinene ble utfgrt i samarbeid med Anne Grethe Hamre.
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Det er i nyere publikasjoner vanlig a godta proteiner som er tilstede i minst to av tre
biologiske paralleller. Selv om proteinet kun er funnet i én parallell, ble det valgt a se pa
treffet som signifikant dersom minst to unike peptider som hgrer til samme protein ble
identifisert. I denne analysen ble kun to proteiner funnet regulert i begge parallellene. Totalt
1305 proteiner ble identifisert i parallell 1, mens 845 proteiner ble identifisert i parallell 2. Et

venndiagram (figur 4.15) ble laget for a vise at 442 proteiner er felles i de to parallellene.

Figur 4.15: Venndiagrammet viser at det av 1305 identifiserte proteiner i parallell 1 (pl1) og
845 i parallell 2 (p2) er 442 proteiner som er felles i begge parallellene (Oliveiros 2007).

En grafisk fremstilling som viser distribusjonen av H/L-normaliserte verdier for alle de
regulerte proteinene ble laget (figur 4.16). Grafen viser at forholdet mellom proteiner funnet i

tung og lett parallell er tilnermet lik 1 hos de fleste identifiserte og regulerte proteinene.
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Identifiserte proteiner
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Figur 4.16: Distribusjon av H/L-normaliserte verdier for alle regulerte proteiner. Duplikater
i de to parallellene er fjernet. Signifikante regulerte proteiner er godkjent med Benjamini-
Hochberg korrigerte p-verdier under 1 %. Da vil det fgrste oppregulerte proteinet ha H/L-
normalisert verdi pa 1,205. Det forste nedregulerte proteinet vil ha H/L-normalisert verdi lik

0,831.

Det ble funnet totalt 37 ulike regulerte proteiner med Benjamini-Hochberg-korrigerte p-

verdier under 1 %, hvor 15 er opp- og 22 er nedregulert. Tabell 4.2 gir en oversikt over alle de

regulerte proteinene.
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Tabell 4.2: Oversikt over regulerte proteiner som ble identifisert etter at BEAS-2B-celler ble

stimulert med 1 ng/ml IL-13 i 24 timer. Listen viser gen- og proteinnavn i tillegg til H/L-

normalisert ratio. Dersom forholdet mellom tunge og lette proteiner er mindre enn 1 er

proteinet nedregulert, mens de er oppregulert dersom ratioen er over 1.

Gennavn Proteinnavn H/L-normalisert
ratio
P4HA1 Prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide I 0,823, 0,669
PRSS3 Protease, Serine, 3 0,112, 0,048
ACADS Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain | 0,831
ATP2B4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 1,319
ADPGK ADP-dependent glucokinase 0,214
MKI67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 0,709
CDH2 Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) 0,634
CALMLS Calmodulin-like 5 0,198
C50RF15 | Chromosome 5 open reading frame 15 0,308
COL6A1 Collagen, type VI, alpha 1 1,306
C3 Complement component 3 0,798
DERLI1 Derl-like domain family, member 1 1,553
DCD Dermcidin 0,105
FAM62B Family with sequence similarity 62 (C2 domain 0,750
containing) member B
HK1 Hexokinase 1 1,451
H1FO H1 histone family, member O 0,785
ITGAS Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) | 1,267
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 0,756
IFITM3 Interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) 0,685
KIAA0391 | KIAA0391 1,348
L1CAM L1 cell adhesion molecule 0,520
LNPEP Leucyl/cystinyl aminopeptidase 1,222
LIMA1 LIM domain and actin binding 1 1,350
MAP7D1 MAP7 domain containing 1 1,438
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Gennavn Proteinnavn H/L-normalisert
ratio
NLN Neurolysin (metallopeptidase M3 family) 1,205
NTSE 5'-nucleotidase, ecto (CD73) 1,254
OAT Ornithine aminotransferase 1,335
PDLIM1 PDZ and LIM domain 1 0,710
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 0,757
PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide | 0,697
PLP2 Proteolipid protein 2 (colonic epithelium-enriched) 1,405
RPL27 Ribosomal protein .27 1,281
SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) 0,772
SRP14 Signal recognition particle 14kDa (Homologous Alu 0,485
RNA binding protein)
TFRC Transferrin receptor protein 1 0,796
TGFBI Transforming growth factor, beta-induced, 68kDa 0,486
UBE4A Ubiquitination factor E4A (UFD2 homolog, yeast) 70,366

Ved a sgke i Uniprot (UniProt 2010) ble den subcellulare lokaliseringen til de regulerte

proteinene funnet. 16 proteiner ble lokalisert til membranen, mens 15 ble lokalisert til

organeller som cytoplasma, ribosomer, mitokondrier og endoplasmatisk retikulum (ER). Det

ble ogsa funnet to cytoskjelettproteiner, to kjerneproteiner og ett cytosolprotein. Tre proteiner

hadde tilholdssted i den ekstracellulere matriksen, mens tre proteiner skilles ut i vevet rundt

cellen. Ytterligere tre proteiner hadde ukjent lokalitet. En oversikt over lokaliteten til de ulike

proteinene vises 1 figur 4.17.
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@ Membran

m Organeller (Cytoplasma,
ribosom, mitokondrie, ER)
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Figur 4.17: Oversikt over subcelluleer lokalisering til de regulerte proteinene (se tabell 4.2).
Totalt ble det funnet 37 regulerte proteiner. Av disse var det ett cytosolprotein, to
kjerneproteiner, to cytoskjelettproteiner, tre proteiner fra ekstracelluler matriks, 15
organelleproteiner og 16 membranproteiner. Tre proteiner hadde ukjent lokalisering, mens
tre proteiner utskilles fra cellen til vevet rundt. Atte proteiner hadde flere lokaliseringer. For

disse er alle lokaliseringene tatt med i diagrammet hver for seg.

En kort beskrivelse av de regulerte proteinene fglger. Beskrivelsen inneholder i hovedsak

proteinenes funksjon. PubMed ble hovedsakelig benyttet til dette.

4.3.1 Proteiner knyttet til kalsiumhomeostase

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 (ATP2B4)
Dette proteinet er en isoform av proteinet ”ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane” og
er med pé 4 holde et lavt konsentrasjonsniva av frie Ca**-ioner i cytoplasma. (Marin et al.

2008) Dette proteinet ble oppregulert.
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Calmodulin-like 5 (CALMLS5)

CALMLS er et kalsiumbindende protein som kan binde fire kalsiumioner. I tillegg er
proteinet involvert 1 keratinocyttdifferensiering. Keratinocytter er celler som i hovedsak finnes
i epidermis. Der er de med pa a danne en barriere for a beskytte organismer mot det utvendige
miljget og mot vanntap. Nar keratinocyttene differensieres, begynner de a uttrykke blant annet
kalsiumbindende proteiner som CALMLS. CALMLS opptrer sent i differensieringen og ser
derfor ut til & veere viktig i reguleringen i det siste differensieringstrinnet; der keratinocytten

blir til corneocytt (Durussel et al. 2002). Proteinet ble nedregulert.

Family with sequence similarity 62 (C2 domain containing) member B (FAM62B)
Proteinet er ogsa kjent som “extended synaptotagmin-like protein 2” (ESYT2) og er lokalisert
i plasmamembranen. Det er kalsiumbindende og har vist seg a mediere kalsiumavhengig
fosfolipidbinding bade til negativt ladde og ngytrale fosfolipider. Det er sannsynlig at dette
proteinet har en rolle i membrantransport. Proteinet festes til membranen ved en spesiell
mekanisme som benytter et av proteinets domener som er uavhengig av kalsium (Min et al.

2007). ESYT?2 ble nedregulert.

Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) (SPARC)

SPARC er et glykoprotein som binder kalsium, og har en viktig rolle i interaksjoner mellom
celle og matriks ved for eksempel celledifferensiering, cellemigrering og reparasjoner av
skader i vevet. SPARC innehar ogsa en rolle i utviklingen av kreftsvulster (Suzuki et al.
2005). Studier hvor fenotypen til mus som mangler SPARC ble undersgkt, viser at dette
proteinet regulerer remodellering av vev og er ngdvendig for korrekt sammensetning av
kollagenmatrix og modning av kollagen (Arnold & Brekken 2009). Dette proteinet ble

regulert ned.
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4.3.2 Proteiner involvert i kollagensyntese

Collagen, type VI, alpha 1 (COL6A1)

COLG6AL1 er én av tre ulike proteinkjeder som setter sammen det ekstracellulere
matriksproteinet kollagen VI. Dette proteinkomplekset er nert assosiert med det tynne
fiberlaget under epitelcellene i skjelettmuskler og er med pa a binde denne membranen til den
rundtliggende ekstracellulere matriksen (Pace et al. 2008). COL6A1 er en del av
mikrofibrillstrukturen i flere ulike typer vev. Disse mikrofibrillene lokaliseres i celler, nerver
og blodarer og antas a ha en festefunksjon. Bindingsaktiviteten antyder at denne typen
kollagen er involvert i cellemigrasjon, differensiering og fosterutvikling (Fujita et al. 2008).
Dette proteinet er ogsa funnet i en astmamodell hos mus, og det kan veare et potensielt

terapeutisk mal for behandling av astma (Di Valentin et al. 2009). Proteinet ble oppregulert.

Ornithine aminotransferase (OAT)

OAT er ngdvendig for transamineringen av ornitin. Ornitin er en aminosyre som er involvert i
urinstoffsyklusen. Enzymet katalyserer en reversibel reaksjon der L-glutamat og glutamat-y-
semialdehyd dannes fra L-ornitin og a-ketoglutarat (Levillain et al. 2005). Funn viser at IL-13
stimulerer arginaseaktivitet i makrofager. Arginase benytter L-arginin som et substrat for a
danne L-ornitin som igjen konverteres til prolin via en ornitin aminotransferase. Prolin er en
essensiell aminosyre som er involvert i kollagenproduksjon (Wynn 2003). OAT ble

oppregulert.
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Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide (PDGFRB)

PDGEF er et 30-38 kDa stort glykoprotein. Det er en potensiell mitogen som fremmer
celledeling i tillegg til a virke som en kjemoattraktant for fibroblaster og en stimulator av
kollagensyntese. To polypeptidkjeder kalt PDGFA og PDGFB kodes for av ulike gener og
kan dimerisere (PDGFAA, PDGFBB eller PDGFAB) slik at PDGF-molekylet dannes. Disse
utviser ulik bindingsspesifisiteter for to reseptorer, PDGFRA og PDGFRB. PDGFA kan kun
binde til reseptor PDGFRA, mens PDGFB kan binde til bade PDGFRA og PDGFRB. PDGF
er et potensielt viktig cytokin som er involvert i blant annet gkningen av glatte muskelceller

som foregar ved en astmatisk reaksjon (Tada et al. 2003). Dette proteinet ble nedregulert.

Prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide I (P4HA1)

Dette proteinet er medlem av proteingruppen prokollagen hydroksylaser og er blant de
viktigste enzymene i denne klassen. De har som oppgave a katalysere dannelsen av 4-
hydroksyprolin som er et viktig trinn 1 dannelsen av trippelheliksen i kollagen. PAHA1 er én
av tre isoformer (Grimmer et al. 2006). Denne prokollagen hydroksylasen ble regulert ned og

ble funnet i begge parallellene.

Transforming growth factor, beta-induced, 68 kDa (TGFBI)

Dette proteinet detekteres i ekstracelluler matriks i ulike vevstyper. Det innehar et arginin-
glysin-aspartat (RGD)-motiv og induseres av proteinet transforming growth factor  (TGFB) i
ulike celler. Proteinet tar del i en rekke forskjellige celleprosesser som vekst, differensiering,
sarreparasjon og apoptose. Ogsa i forbindelse med nyresvikt, netthinne- og vaskulare
sykdommer ses dette proteinet. Med unntak av fibroblaster har de fleste celler et lavt uttrykk
av proteinet. TGFBI binder til ulike komponenter i den ekstracellulere matriksen slik som
fibronektin, laminin og noen kollagener i tillegg til at det interagerer med enkelte integriner.
TGFBI har dermed en viktig rolle i interaksjoner mellom celler (Yoo et al. 2007). Dette

proteinet ble nedregulert.
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4.3.3 Proteiner involvert i immunrespons

Complement component 3 (C3)

Komplementsystemet spiller en viktig immunoregulatorisk rolle ved bade medfgdt og
adaptivt immunforsvar. Studier viser at C3 har en sammenheng med overreaktive luftveier.
Komplementsystemet beskytter verten fra invaderende mikroorganismer ved a sette i gang
inflammatoriske og immunologiske responser og ved a fremme cellelysis. Mus som mangler
C3 eller C3-reseptoren, C3aR, er beskyttet mot muskelsammentrekninger i bronkiene. Nivaet
av C3 gker i prgver tatt fra bronkiene hos pasienter med bronkial astma. Dette tyder pa at en
C3-reaksjonsvei er involvert i human bronkial astma (Hasegawa et al. 2004). Proteinet ble

nedregulert.

Dermcidin (DCD)

DCD er et antimikrobielt peptid som uttrykkes i svettekjertler. Det skilles ut i svetten for sa a
bli transportert til overflaten av epidermis. Pa denne maten tar det del i hudens forsvarsverk.
Dersom enkelte typer tumorceller utsettes for oksidativt stress, danner de proteolytisk
bearbeidede DCD-peptider med ulike funksjonelle egenskaper (Rieg et al. 2005) Proteinet
virker som en overlevelsesfaktor i ulike kreftcellelinjer som utsettes for oksidativt stress.
DCD uttrykkes ogsa i forbindelse med cellevekst og -overlevelse i enkelte kreftformer

(Stewart et al. 2008). DCD ble nedregulert i de IL-13-induserte lungecellene.

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1)

ICAM1 uttrykkes pa epitelcellers overflate. Molekylet fungerer som en cellereseptor og er
viktig i mobiliseringen av immunsystemets effektorceller. Nivaet av ICAMI1, som blir uttrykt
av epitelceller, er derfor viktig i prosesser som fgrer til viral binding, vertsinfeksjoner og
inflammatoriske hendelser. En hgy intensitet av ICAM1 pa overflaten til epitelceller vil fgre
til at den virale infeksjonen vedvarer, og at det rekrutteres flere pro-inflammatoriske celler til
luftveiene. En forverring av de astmatiske symptomene vil dermed uttrykkes. Ty2-assosierte
cytokiner gker ICAM 1-ekspresjonen pa epitelceller. Spesielt IL-13 fgrer til en femdobling av
ICAMI1 pa epitelcellenes overflate (Bianco et al. 1998). Proteinet ble nedregulert.
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L1 cell adhesion molecule (L1CAM)

LICAM er et transmembrant glykoprotein tilhgrende superfamilien immunoglobulin.
Proteinet har en viktig rolle i bade cellemigrering og aksonvekst i nervesystemet, og det er
funnet en sammenheng mellom overuttrykk av L1ICAM og darlige prognoser ved kreft (Issa et

al. 2009). Proteinet ble nedregulert.

4.3.4 Cadheriner og integriner

Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) (CDH2)

N-cadherin tilhgrer cadherin-familien som bestar av transmembrane glykoproteiner (Hartland
et al. 2009). Generelt er cadheriner kalsiumavhengige celler som deltar i ”adherens junctions”,
spiller viktige roller i fosterutviklingen og er med pa a opprettholde en normal vevsstruktur.
N-cadherin er med pa flere cellul@re prosesser, blant annet celle-celle adhesjon,
celledifferensiering, cellemigrasjon, celleinvasion og signaltransduksjon (Ko et al. 2009). N-
cadherin uttrykkes i endotel-, nerve- og muskelceller. Uttrykket gker i kreftceller dersom
ekspresjonen av E-cadherin synker. Dette fgrer til stgrre grad av cellemigrering og invasjon

av ulike kreftceller (Sarray et al. 2009). CDH2 ble nedregulert.

Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) (ITGA5)
Fibronektinreseptoren bygges opp av to subenheter; J1-subenheten og a5-subenheten.
Generelt har alle subenheter en stor ekstracelluler region, et transmembrant domene og en
kort cytoplasmatisk hale. Proteinet er sentralt i cellemigrasjon i tillegg til at det er viktig for
cellenes levedyktighet. Dersom a5-subenheten ikke er til stede, kan dette fgre til tidlig
fosterdgd. Interaksjoner med ligander kan aktivere intracellulere signalveier og
cytoskjelettdannelse. Integrin kan ogsa motta signaler fra innsiden av cellene og blant annet

aktivere ekstracellulere domener (Gu et al. 2009). ITGAS ble oppregulert.
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4.3.5 Proteiner involvert i dannelsen av stressfiber

LIM domain and actin binding 1 (LIMA1)

LIMAL er ogsa kjent som Epithelial protein lost in neoplasm (EPLIN). Det er et
aktinbindende protein som gjgr buntingen av aktinfilamenter lettere. Aktin er involvert i
muskelcellenes evne til a trekke seg sammen (Gunst & Zhang 2008). I tillegg kan det
stabilisere buntene ved a undertrykke depolymerisering av F-aktin (Abe & Takeichi 2008).
Videre gker EPLIN antall og stgrrelsen til aktin stressfibre i tillegg til a inhibere Racl-
proteinets dannelse av en ruglete og ujevn membran. Proteinet uttrykkes i hovedsak i

epitelceller (Maul et al. 2003). EPLIN ble oppregulert.

PDZ and LIM domain 1 (PDLIM1)

Proteinet har et PDZ- og et LIM-domene som sgrger for assosiasjon med cytoskjelettet og
med proteiner som er involvert i signaltransduksjon. I tillegg assosieres det med stressfiber og
aktinfilament i aktiverte blodplater og endotelceller. Dersom endotelceller aktiveres av
inflammatorisk stimuli endres aktincytoskjelettet deres til runde, sammentrukne celler med

stressfiber (Bauer et al. 2000). Proteinet ble regulert ned.

4.3.6 Proteiner involvert i metabolisme

Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain (ACADS)

Dette enzymet katalyserer det fgrste trinnet i B-oksidasjonen av fettsyrer (Jethva et al. 2008),
hvor det i hovedsak er butyryl- og heksanoyl-CoA som dehydrogeneres (Tein et al. 2008).
Enzymet er en homotetramer hvor hver monomer har et ikke-kovalent flavenin adenin
dinukleotid molekyl bundet som en prostetisk gruppe (Jethva et al. 2008). Katalysen foregar i
mitokondriene og det overfgres underveis elektroner til et elektronoverfgringsprotein
(Pedersen et al. 2008). Fra dette proteinet fgres elektronene direkte inn i

elektrontransportkjeden (Jethva et al. 2008). Denne dehydrogenasen ble nedregulert.
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ADP-dependent glucokinase (ADPGK)

ADPGK er et enzym som katalyserer fosforyleringen av glukose til glukose-6-fosfat i
glykolysen. Enzymets metabolske aktivitet kan sees 1 sammenheng med aktiviteten til de
ATP-avhengige heksokinasene. Ved a spare ATP senkes den primere energikostnaden i
reaksjonen. Dette kan vere nyttig ved flere sykdomsstadier (Ronimus & Morgan 2004). Dette

proteinet ble regulert ned.

Hexokinase 1 (HK1)

Heksokinaser katalyserer reaksjonen hvor glukose-6-fosfat dannes etter fosforylering av
glukose (av ADPGK). HK1 er et viktig enzym i vev som er avhengig av glukose for a fungere
fysiologisk (de Vooght et al. 2009). I enkelte tumorceller binder HK1 til en
spenningsavhengig anionekanal i den ytre mitokondriemembranen. Enzymet senker
konduktiviteten i kanalen og inhiberer frigjgringen av cytokrom c slik at cellene beskyttes mot

apoptose (Abu-Hamad et al. 2008). Proteinet ble oppregulert.

5'-nucleotidase, ecto (CD73)

CD73 er et protein som er bundet til den ytre overflaten av plasmamembranen. Enzymet
katalyserer dannelsen av nukleosider fra ikke-sykliske nukleosidmonofosfater og da spesielt
dannelsen av adenosin fra adenosinmonofosfat (AMP) (Bavaresco et al. 2008). Proteinet
uttrykkes pa flere ulike celletyper som for eksempel lymfocytter, endotelceller og epitelceller
(Mills et al. 2008) og deltar bade i cellevekst, modning og differensiering. CD73 er funnet
sterkt uttrykt i kreftsvulster (Bavaresco et al. 2008). Adenosin har ogsa sammenheng med
leukocyttforflyttelse og produksjon av inflammatoriske cytokiner er funnet. Under
inflammasjon og igangsetting av immunforsvaret dannes adenosin ved hjelp av blant annet
CD73. Adenosin er med pa a hemme immunresponsen, inhibere dannelsen av

proinflammatoriske cytokiner og sgrge for dannelsen av IL-10.

Den motvirker altsa ukontrollert inflammasjon og letter gdeleggelsen av friskt vev (Mills et
al. 2008). Det er sett at adenosinnivaet i lungene til astmapasienter er forhgyet (Volmer et al.

2006). Proteinet ble oppregulert.
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Phosphoglycerate kinase 1 (PGK1)

Dette er et glykolyseenzym som katalyserer omgjgringen av 1,3-difosfoglyserat til 3-
fosfoglyserat. Ogsa ATP dannes i denne reaksjonen. Proteinet pavirker bade DNA-replikasjon
og -reperasjon. Generelt antas det at gener som er relatert til glykolysen spiller en viktig rolle i
dannelsen av tumorer. Tumorceller benytter slike enzymer til a danne ATP nar de har

begrenset tilgang pa oksygen (Zieker et al.). Denne kinasen ble nedregulert.

Ribosomal protein L27 (RPL27)
I bakterier er det vist at proteinet assosieres med et domene som er en del av
peptidyltransferasesenteret og er ngdvendig for effektiv dannelse av peptidbindinger (Wower

et al. 1998). Proteinet ble oppregulert.

4.3.7 Proteiner med kutteaktivitet

KIAA0391

Dette proteinet er ogsa kjent som Mitochondrial RNase P protein 3 (MRPP3). Det har en
antatt binding til RNA og innehar ogsa et metallonukleasedomene. Proteinet antas a sta for
den enzymatiske kutteaktiviteten til en human mitokondriell ribonuklease, human mtRNase P
(Walker & Engelke 2008). MRPP3 er ngdvendig for prosessering av tRNA (Rackham et al.
2009). Proteinet ble oppregulert i denne analysen.

Leucyl/cystinyl aminopeptidase (LNPEP)

LNPERP er et sinkavhengig membranprotein. Enzymet har evnen til a kutte N-terminale
aminosyrer fra ulike bioaktive peptider in vitro. Eksempler pa slike peptider er oxytocin,
vasopressin, lys-bradykinin og andre peptidhormoner (Vanderheyden 2009). Peptidasen er
den eneste som kan inaktivere hormoner som har en cysteinring i N-terminal ende. Dermed
antas det at enzymet har en viktig rolle 1 opprettholdelsen av en normal graviditet (Tsujimoto

et al. 2008). Dette proteinet ble regulert opp.
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Neurolysin (metallopeptidase M3 family) (NLN)

NLN er medlem av sinkmetallopeptidase M3-familien og er funnet i ulike cellekomponenter.
De metaboliserer i hovedsak sma, bioaktive peptider ved a hydrolysere peptidbindingene ved
hjelp av en sinkionekofaktor. Bioaktive peptider virker i utgangspunktet som signalmolekyler

1 blant annet sentralnervesystemet (Lim et al. 2007). NLN ble oppregulert.

Protease, serine, 3 (PRSS3)

PRSS3 kalles ogsa mesotrypsin og er en human isoform av trypsin som i hovedsak uttrykkes i
bukspyttkjertelen. I forhold til vanlig trypsin danner denne betydelig svakere bindinger med
naturlig forekommende polypeptid trypsininhibitorer. Dette fgrer til en redusert grad av
inhibering. Mesotrypsin innehar samme spesifisitet som vanlig trypsin, det vil si at den
hydrolyserer peptidbindingen etter arginin og lysin, men sammenlignet med trypsin er den
mindre effektiv. Det antas at den gjenkjenner inhibitorene og hydrolyserer peptidbindingene i
deres aktive sete (Sahin-Toth 2005). Proteinet ble nedregulert og ble funnet i begge

parallellene.

4.3.8 Diverse membranproteiner

Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 (MKI67)

Dette proteinet er til stede i alle aktive faser av cellesyklusen. Proteinet kan derfor benyttes
som markgr for a si noe om veksten til en gitt cellepopulasjon. I interfasen detekteres
proteinet kun i cellekjernen, mens det 1 mitosen hovedsakelig relokaliseres til overflaten av

kromosomene (Cimpean et al. 2009). Proteinet ble nedregulert.
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Der1-like domain family, member 1 (Derlin-1) (DERL1)

Retrotranslokalisering er en mekanisme som fjerner misfoldede proteiner fra endoplasmatisk
retikulum (ER). Det er sett at DERLI1 er en del av retrotranslokaliseringskanalen (Ye et al.
2005). Videre er det vist at DERL1 undertrykker stressindusert apoptose i kreftceller.
Tumorvekst er avhengig av respons fra intakte proteiner som ikke er foldet. Stressresponsive
proteiner kan lekke til overflaten av kreftceller og virke som molekylere mal. DERLI1 er
funnet overuttrykt pa overflaten til ondartede celler. Antistoffer rettet mot DERL1 kan da
angripe denne og undertrykke tumorvekst (Ran et al. 2008). Proteinet ble oppregulert.

Interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) (IFITM3)

Mye tyder pa at IFITM3 innehar en viktig rolle i tidlige stadier i utviklingen av tarmkreft og
at proteinet kan benyttes som en biomarkgr for dette (Fan et al. 2008). Ved siden av rollen i
kreft er IFITM3-proteiner viktige i immuncellesignalisering, celleadhesjon og
beinmineralisering, i tillegg til a ha en rolle i modningen av kjgnnsceller. Det er i senere tid
funnet at disse proteinene stopper et tidlig trinn i virusreplikasjonen til influensa A (Brass et

al. 2009). Proteinet ble regulert ned.

Proteolipid protein 2 (colonic epithelium-enriched) (PLP2)

PLP2 er et membranprotein lokalisert i endoplasmatisk retiklulum i epitelceller i tarmen.
Proteinet bestar av alfahelikser som gar gjennom membranen og da i hovedsak
plasmamembranen. Det kan multimerisere og danne ionekanaler. Proteinet assosieres med
CCR1 som er en kjemokinreseptor med et cystein-cystein motiv. PLP2 kan med dermed ha en
funksjonell rolle i kjemotaksis dannet av CCR1. CCRI1 spiller viktige roller i bade immun- og

inflammatoriske responser (Lee et al. 2004). PLP2 ble oppregulert.
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Transferrin receptor protein 1 (TFRC)

TFRC er ngdvendig for overfgring av jern fra transferrin-proteinet til de fleste av kroppens
celler. Ved a regulere denne overfgringen, og dermed jernopptaket til cellene, har TFRC en
viktig rolle 1 jernhomeostasen 1 kroppen (Aisen 2004). I tarmen er det funnet at
jernabsorpsjonen gar ned ved en inflammasjon (Fleming & Bacon 2005). Jern er en
komponent i proteiner som er viktige bade i respirasjon og celledeling. Bruken av jern er
begrenset, da den kan vare med i potensielt dgdelige oksiderende forbindelser. De
jernregulerende proteinene, sammen med proteinene de regulerer, danner et homeostatisk
nettverk som gjgr det mulig a utnytte de positive egenskapene til jern, mens de giftige

undertrykkes (Eisenstein & Blemings 1998). TFRC ble nedregulert.

4.3.9 Protein uten kjent funksjon

Chromosome 5 open reading frame 15 (C50RF15)
C50RF]15 er et gen som koder for proteinet “’keratinocyte-associated transmembrane protein
2” (KCT2). I UniProt (UniProt 2010) ble det funnet at proteinet er et membranprotein. Ingen

flere funksjoner ble funnet. Dette proteinet ble nedregulert.

4.3.10 Diverse proteiner

H1 histone family, member 0 (H1F0)

Det lysinrike H1(0)-histonet er medlem av histonfamilien H1. Generelt er denne
histonfamilien knyttet til genregulering. De fleste H1-histonene er bundet til kromatin, men de
flyttes raskt mellom ulike kromatinregioner i cellekjernen. Uttrykket av histon H1(0) er for
det meste lavt gjennom cellesyklus, men gker nar cellene begynner a differensiere. Fraver av
slike histoner kan fgre til at differensieringen av dendrittiske celler blir defekt, og det kan
derfor antas at disse proteinene deltar 1 transkripsjonsreguleringen av genene som er
ansvarlige for differensieringen av de dendrittiske cellene (Gabrilovich et al. 2002). Dette

proteinet ble regulert ned.
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MAP7 domain containing 1 (MAP7D1)

Det ble ikke funnet funksjon til selve proteinet, men ved et BLAST-sgk (NCBI 2010) med
sekvensen oppnas en sekvenslikhet pa 92 % med KIAA1187. Ulikheten ligger kun i den C-
terminale enden og kan for eksempel vere et signalpeptid som har blitt fjernet. KIAA1187 er
lokalisert til mikrotubuli, som er en del av cytoskjelettet, under mitosen. Under mitosen i
celledelingen dannes to nye datterceller som begge trenger én kopi av hvert kromosom. For a
oppna dette, drar den mitotiske spindelen sgsterkromatider mot motsatt ende av cellen som

deler seg (Sauer et al. 2005). Dette proteinet ble oppregulert.

Signal recognition particle 14 kDa (Homologous Alu RNA binding protein) (SRP14)
SRP14 er et ribonukleoproteinkompleks som gjenkjenner signalsekvenser som kommer fra

ribosomet (Rosenblad et al. 2003). Proteinet ble nedregulert.

Ubiquitination factor E4A (UFD2 homolog, yeast) (UBE4A)
Det indikeres at dette proteinet har en rolle i kontrollering av cellesyklusen. Proteinet kan
ogsa spille en rolle i andre biologiske prosesser, som for eksempel vekst og differensiering.

Det finnes i cellekjernen og cytoplasma (Contino et al. 2004). UBE4A ble oppregulert.

4.3.11 Interaksjonsanalyse

Det webbaserte programmet Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
(STRING) (Jensen et al. 2009) ble benyttet til analyse av interaksjoner mellom de regulerte
proteinene (figur 4.18).
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Figur 4.18: Opp- og nedregulerte proteiner ble analysert ved hjelp av softwareverktpyet
STRING for a finne interaksjoner mellom proteinene. Interaksjonssgket ble satt til "medium
confidence”. Kraftigere linjer indikerer at det er vist en hgyere grad av sammenheng mellom

disse proteinene.

Det ble funnet fire grupperinger ved bruk av STRING. Tre av disse bestar kun av to eller tre
proteiner, mens den siste grupperingen innehar flere proteiner. ITGAS fremstar som det
sentrale proteinet i denne grupperingen, da det har direkte sammenheng med fem andre
proteiner. Enkelte av de andre proteinene i denne grupperingen viser ogsa sammenheng med

mer enn ett protein.
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5 DISKUSJON

Det var lenge antatt at pattedyr ikke hadde bruk for kitinaser og derfor heller ikke kunne
produsere dem. Dette ble motbevist da man klonet og karakteriserte den fgrste mammalske
kitinasen, HCHT (Hollak et al. 1994). Siden den gang har ogsa AMCase blitt klonet og
karakterisert (Boot et al. 2001). Det har i senere tid vist seg at AMCase har en sentral rolle i

inflammasjonen som oppstar ved en astmatisk respons (Zhu et al. 2004).

5.1 Tillaging av plasmid, transformering, dyrking, selektering av kolonier

og sjekk av aktivitet

For a oppna en gkt forstaelse av interaksjoner AMCase har til inhibitorer og substrat, og da
spesielt med hensyn til prosessivitet, er det ngdvendig med tilgang til rekombinant villtype-
AMCase og ulike mutante utgaver av enzymet. Det ble derfor laget plasmider med tre ulike
mutasjoner, W31A, W99A og E140Q. W31 og W99 er involvert i substratbinding, mens E140
er en katalytisk syre som er vesentlig i hydrolysen av substrat. WT-plasmider har blitt laget

ved et tidligere tidspunkt.

Det ble brukt ulike mengder templat til den seterettede mutagenesen for a finne ut hvor mye
DNA-templat som er ngdvendig a bruke (tabell 4.1) til transformasjon av E. coli-cellene. Det
viste seg at 5 ng templat ikke ga noen kolonier, mens 10 ng templat kun ga noen fa kolonier.
20 og 50 ng templat ga flest kolonier. Mutagenesekontrollen (pWhitescript) og
transformasjonskontrollen (pUC18) ga omtrent det antallet kolonier som var anbefalt i
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit-manualen. Kontrollene viser at bade mutagenesen

og transformasjonen har vart vellykket.

I teorien skal alle koloniene som vokste opp pa agarskalene inneholde pPIC9K-vektoren,
ettersom skalene inneholdt et antibiotikum, kanamycin, som vektoren har resistens mot.
Ettersom falske positive kolonier kan oppsta, ble noen kolonier valgt ut for a teste om de
virkelig inneholdt genet. Ved & sammenlikne stgrrelsene pa bandene til
transformasjonsreaksjonene pa gelbildene (figur 4.1-4.3) med molekylvektsmarkgren, viser

dette at stgrrelsene er som @gnsket.
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Ettersom kontrollene ogsa far band pa samme stgrrelse som prgvene, indikerer dette at
transformasjonen av W31A, W99A- og E140Q-AMCase i E. coli har vert vellykket. Det er
ikke alle koloniene som har vist band pa gelene. Disse antas da a ikke inneholde AMCase-

genet.

Pa grunn av tidsmangel ble det kun valgt a arbeide videre med kolonier inneholdende WT- og
W99A-genet. For a sjekke om mutasjonen til W99A-AMCase var blitt korrekt utfgrt ble
plasmidene til disse sekvensert (figur 4.4) og sammenlignet med sekvensen til WT-AMCase.
Her kommer det tydelig fram at mutasjonen fra tryptofan (TGG) til alanin (GCG) er
vellykket. Toppene 1 kromatogrammene er godt nok separert til at det er tydelig hvilket

nukleotid som kommer i hvilken rekkefglge.

Isolerte WT- og W99A-plasmider ble brukt til a transformere P. pastoris. Det vokste fram
omtrent 50 kolonier pa skalene, hvorav noen ble plukket og testet for om transformasjonen
var vellykket. Det ble ogsa laget kontroller uten plasmid. Pa disse skalene vokste det ikke opp
noen kolonier. Dette var forventet da disse skalene inneholdt antibiotikumet geneticin.
Ettersom pPIC9K-vektoren har et gen som koder for geneticinresistens, vil celler uten denne

vektoren ikke kunne vokse opp pa skaler med geneticin.

Test av transformanter skulle gi et PCR-produkt pa 1929 bp. Ut i fra gelbildet tatt av WT-
AMCase (figur 4.5) kommer det fram at koloniene i brgnn 3, 4 og 7 var vellykkede
transformanter. Bandene er a se like under 2000 bp-bandet til molekylvektsmarkgren.
Kontrollen, som bestar av WT-AMCase i pPIC9K-vektor, har omtrent samme stgrrelse. Her

er bandet veldig kraftig og tyder pa at det ble avsatt for mye plasmid pa gelen.

Transformasjonstesten til W99A viser at koloniene i brgnn 2, 3, 4 og 6 (figur 4.6) var
vellykkede. Bandene har den korrekte stgrrelse pa 1929 bp. Det ble ogsa tatt med en kontroll i
denne testen, men den viste ikke noe PCR-produkt. Dette er den samme kontrollen som har
blitt benyttet ved tidligere transformasjonstester (WT-AMCase 1 pPIC9K-vektor), hvor den
har vist seg a fungere fint ved samme betingelser. Grunnen til at den ikke synes na, skyldes
antageligvis en menneskelig svikt. En mulighet kan veere at det har blitt glemt a tilsette noe til
PCR-reaksjonen. Ettersom flere av koloniene som ble testet, viste tydelige band med samme

stgrrelse, antas det at disse har blitt transformert korrekt.
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Det ble valgt ut noen kolonier som ble dyrket opp i 1 ml BMGY-medium i en 24-brgnnsplate.
Kitinaseaktiviteten ble malt én gang i dégnet og hgy aktivitet tyder pa at bade WT- og W99A-
AMCase-protein har blitt dannet (figur 4.7 og 4.8). Aktiviteten var hgyest etter 3-4 dager hos
WT og etter 8 dager hos W99A. Hos WT holdes aktiviteten stabil over flere dager, men hos
WO99A forsvant aktiviteten igjen allerede etter én dag. Dette kan tyde pa at enzymet er ustabilt
og at det har blitt inaktivt. De negative kontrollene som ble malt, var som forventet. Dette

tyder pa at resultatene til WT- og W99A-aktiviteten er troverdige.

De koloniene som viste kitinolytisk aktivitet, ble oppskalert for a fa produsert nok AMCase-
protein, til & kunne rense det og bruke det til videre undersgkelser. Da det ble pavist
kitinolytisk aktivitet hos disse, ble kulturene sentrifugert, og supernatanten filtrert. Pa grunn

av tidsmangel ble det valgt kun a ga videre med, og rense WT-AMCase.

Rensingen av WT-AMCase var ikke vellykket. Dette kan ses pa gelbildet (figur 4.9), hvor det
er flere band i brgnn 3. Her skulle det kun veert ett band pa 50 kDa, da dette er stgrrelsen pa
AMCase-proteinet. Fgr prgven ble dialysert, var det flere proteiner i prgven, men heller ikke
her var det noe band pa 50 kDa. Etter dialyseringen var narmest alle proteinene forsvunnet.
Dette skyldes delvis at sma proteiner har diffundert over membranen og at prgven inni
dialysepglsen har blitt fortynnet. Mengden protein etter rensing og oppkonsentrering var kun
0,64 mg. Ettersom den kitinolytiske aktiviteten var sapass hgy (27 141 fluorescerende
enheter) og at 4-MU assay er en veldig spesifikk metode a detektere kitinaser pa, vil det si at
kitinase har blitt produsert. Det ble tatt med en kontroll, hvor det tidligere er pavist AMCase
ved Western blot, pa gelen. Denne er tatt fra nasale polypper hos mennesker. Det er en
vesentlig forskjell mellom prgve og kontroll; AMCase i prgvene har blitt laget ved hjelp av
rekombinant genteknologi, mens AMCase i de nasale polyppene er hentet fra humane celler.
Her vises det en overvekt av protein ved 50 kDa. Ettersom proteinet ikke ble ordentlig renset,
er det umulig a vite hvor stor andel av proteinkonsentrasjonen som er AMCase. Det kan vare

en veldig lav konsentrasjon av AMCase som gjgr at den ikke synes pa gelen.
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En annen teori som kan forklare hvorfor det ikke er noe band pa 50 kDa, kan vare at det er 39
kDa-isoformen av AMCase som har blitt produsert 1 stedet for 50 kDa-isoformen. AMCase
bestar av to domener; et 39 kDa katalytisk domene og et kitinbindende domene (Boot et al.
2001). Dette kan forklare den hgye kitinolytiske aktiviteten. Det er et band pa gelen til den
rensede fraksjonen som kan stemme med stgrrelsen, 39 kDa. I fglge molekylvektsmarkgren er
bandet mindre enn 37 kDa, men det kan vere av interesse a undersgke dette bandet nermere

for a identifisere det.

5.1.1 Oppsummering

Malet med oppgaven var a fa tilgang til WT-AMCase og utvalgte seterettede mutanter ved a
lage plasmider og fa disse transformert inn i P. pastoris. Mutasjonene ble valgt pa grunn av
deres sentrale rolle i AMCases aktivitet; W31A-, W99A- og E140Q-AMCase. WT-AMCase-
plasmidet ble tillaget for arbeidet med denne oppgaven begynte. Plasmidene til WT og W99A
ble klonet inn i P. pastoris og dyrket opp. Ved induksjon av metanol ble genene uttrykt og
WT- og WI9A-protein ble dannet. Tilstedevaerelse av enzymene ble bekreftet ved et spesifikt
kitinaseassay, og det ble vist hgy kitinolytisk aktivitet i begge provene. WT-AMCase ble
oppskalert og forsgkt renset. Her ble det pavist hgy kitinolytisk aktivitet i supernatant og
tilstedevaerelse av andre proteiner som vist ved SDS-PAGE. Videre vises det ikke noe band
ved 50 kDa, hvor det forventes at AMCase-proteinet skal vere. Dette kan skyldes at
konsentrasjonen av AMCase er for lav til a kunne detekteres pa en gel eller at det er en 39
kDa-isoform som har blitt produsert i stedet for 50 kDa-isoformen. Et band pa rundt 37 kDa
som vises pa gelen, kan vere 39 kDa-isoformen som har blitt dannet. Dette vil vaere av

interesse a finne ut av, for eksempel ved & analysere bandet ved hjelp av massespektrometri.
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5.2 Induksjon av humane lungeceller med IL-13

Proteinfraksjonene ble kjgrt pa 1D-gel slik at de ble separert. Gelbildet (figur 4.10) viser at
det er oppnadd god separasjon av proteinene i de ulike fraksjonene. Dette tyder pa at
fraksjoneringen har vart vellykket. Proteinene ble trypsinert til peptider som ble analysert ved
hjelp av LC-LTQ-Orbitrap-MS. Figur 4.11-4.14 viser MS- og MS/MS-spektra til et av
peptidparene som fgrte til identifiseringen av proteinet, transferrin receptor protein 1 (TFRC).
Reguleringen til peptidet og informasjon som fgrer til identifikasjon av proteinet kan tolkes ut

fra slike figurer.

I figur 4.12 vises reguleringen til peptidet ved at intensiteten til den lette isotopen var hgyere
enn intensiteten til den tunge. MS/MS-spekter gir generelt informasjon om fragmenteringen
til proteinet, og det vil derfor vere til hjelp til & finne sekvensen til proteinet, som igjen kan
fore til en positiv identifikasjon. Det er data fra disse MS/MS-spekterne, som sammen med en
statistisk tolkning av reguleringsdata, fra for eksempel figur 4.12, som etter omfattende
statistisk bearbeiding og validering, fgrer til ratioen som blir brukt til & si om et protein er

regulert eller ikke.

Et venndiagram (figur 4.15) ble laget for & vise hvor mange proteiner som er felles av de
identifiserte proteinene i de to parallellene. Av 1305 proteiner i parallell 1 og 845 proteiner i
parallell 2 ble kun 442 proteiner identifisert i begge parallellene. Dette kan forklares med at
prévene er sa komplekse, det vil si at de inneholder sa mange peptider, at LC-gradienten som

ble benyttet ikke har separert prgvene tilfredsstillende.

Figur 4.16 viser distribusjonen av H/L-normaliserte verdier for alle identifiserte proteiner.
Den viser at de fleste proteinene har en H/L-normalisert ratio tilnermet lik 1. Dette er
forventet, da det er de farreste proteinene som reguleres ved indusering. Ut i fra beregninger
gjort med de Benjamini-Hochberg-korrigerte p-verdiene, vil alle proteiner med H/L-

normalisert ratio mindre eller lik 0,831 og over eller lik 1,205, vare signifikant regulerte.
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Det vises i figur 4.17 at de fleste regulerte proteinene befinner seg i membranen og i ulike
organeller. Nar celler stimuleres, er det naturlig at mye informasjon sendes ut og inn av
cellene. I den forbindelse er membranproteiner viktige, og dette kan derfor forklare hvorfor sa
mange av de regulerte proteinene har tilholdssted i membranen. Celler deler seg hele tiden.
Organeller er derfor alltid aktive, og dette kan vere arsaken til at det ble funnet sa mange

organelleproteiner.

I proteinanalysen av de IL-13-stimulerte BEAS-2B-cellene ble det funnet flere proteiner som
kan ha en mulig sammenheng med astma og/eller IL-13. En del av disse viser regulering som
1 stor grad samsvarer med tidligere funn, mens andre ikke gjgr det. Videre har det kun blitt

benyttet gennavn for a forenkle lesecopplevelsen.

5.2.1 Proteiner involvert i kalsiumhomeostasen

Alle eukaryote celler har kalsiumpumper i plasmamembranen. Disse benytter energi fra ATP-
hydrolyse til 4 pumpe Ca”* ut fra cytosol. Spesielt muskel- og nerveceller benytter Ca**-
signalisering. Det er mange ekstracellulere signaler som fgrer til en gkning av Ca®*-
konsentrasjonen i cytosol. Ca®* fra utsiden av cellen transporteres til cytosol via ulike
kalsiumkanaler i plasmamembranen. Disse kanalene apnes som respons pa blant annet

ligandbinding og depolarisering av membranen (Alberts 2008).

Det er vist at IL-13 gker det basale, intracellulaere Ca2+—niv£iet, og at dette cytokinet gir gkt
kalsiumrespons i glatte muskelceller i luftveiene som svar pa enkelte fysiologiske agonister
(kjemikalier som binder seg til reseptorer for a utlgse en cellerespons) (Gao et al.). I
proteinanalysen ble det funnet flere proteiner knyttet til kalsiumhomeostasen i1 kroppen.
ATP2B4 er et protein som er med pa a holde kalsiumkonsentrasjonen i cytoplasma lav.
Proteinet viste oppregulering. Pa grunn av mer kalsium i cellene, vil det vaere behov for flere

proteiner som kan redusere denne konsentrasjonen til normalt niva.
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Andre proteiner som kan ses i sammenheng med kalsium ble ogsa funnet. Dette er FAM62B,
CALMLS og SPARC. Selv om det kan tenkes at disse proteinene ogsa ble oppregulert, viste
det seg at de ble regulert ned. Arsaken til dette kan vere at disse proteinene kommer senere
inn i IL-13-responsen enn det ATP2B4 gjgr. Pa denne maten er allerede kalsiumnivaet senket,

og det er bruk for faerre kalsiumbindende proteiner.

5.2.2 Proteiner involvert i kollagensyntese

Strukturen i luftveienes cellevegg endres ved astma. Slike endringer kan blant annet fgre til
mer glatt muskulatur, nye blodarer og kollagenavsetninger i vevet. Denne avsetningen
involverer hele den indre veggen i luftveiene (Davies 2009). Det er i denne analysen funnet
flere proteiner som kan ses i sammenheng med kollagen. Kollagen er et protein som befinner
seg i den ekstracellulere matriksen og er en viktig komponent i hud og skjelett. Kollagen er
bygd opp av tre polypeptidkjeder i en heliks bestaende av en overvekt av aminosyrene prolin

og glycin (Alberts 2008).

I mus er det vist at mangel pa proteinet SPARC gir dysfunksjonelle epitelceller og unormalt
store kollagenfibriller. Dette kan settes i sammenheng med astma, da epitelcellers respons pa
mekanisk stress i form av sammentrekninger i bronkiene, er gkt kollagensyntese (Olman

2003). SPARC ble nedregulert i denne analysen.

Bade TGFBI og PDGFRB er to viktige proteiner som er med pa a endre epitelcellelaget og
gjore det tykkere. Dette er et vanlig kjennetegn ved astma (Elias et al. 1999). TGFBI er et
kollagenbindende protein. Dannelsen av TGFBI 1 makrofager fgrer til en oppregulering av
kollagenproteiner (Nacu et al. 2008). PAHA1 og PDGFRB er proteiner som deltar i
produksjonen av kollagen. Dersom det dannes flere kollagenproteiner, vil det vare naturlig
om det ogsa dannes flere av proteinene som er med i produksjon, men i denne analysen viste
bade TGFBI, P4AHA1 og PDGFRB nedregulering. Dette kan komme av at cellene har
mekanismer som motsetter seg den inflammatoriske stimulien de pafgres. Nar sa
proteinuttrykket etter 24 timer studeres, er det verdiene etter at cellene har motsatt seg

endringen som observeres.
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Det ble funnet ett kollagenprotein, COL6A1, som var oppregulert. Dette proteinet er ogsa

funnet i en astmamodell i mus. I denne modellen ble en allergisk reaksjon hos mus stimulert
ved hjelp av proteinet ovalbumin. Om dette proteinet ble opp- eller nedregulert nevnes ikke,
men generelt ble gener som kodet for kollagen oppregulert etter at mus hadde blitt utsatt for

ovalbumin i 5 uker (Di Valentin et al. 2009).

Funn viser at IL-13 stimulerer arginaseaktivitet i makrofager. Arginase benytter L-arginin
som et substrat for a danne L-ornitin som igjen konverteres til prolin via en ornitin
aminotransferase. Prolin er en essensiell aminosyre som er involvert 1 kollagenproduksjon
(Wynn 2003). OAT er et protein som ble funnet oppregulert i de IL-13-stimulerte
lungecellene. Som nevnt tidligere, er det vist at kollagenproduksjonen gker i stressutsatte
epitelceller. Det er da naturlig at et enzym som er med pa a danne et av de involverte

proteinene i kollagensyntesen oppreguleres.

5.2.3 Proteiner involvert i immunresponsen

Studier viser at C3 har en sammenheng med astma. C3 er funnet oppregulert i epitelceller fra
alveolene i lunger som har blitt indusert med IL-13 (Therien et al. 2008). I denne analysen er
derimot C3 funnet nedregulert. Dette kan skyldes at betingelsene i den nevnte analysen er
forskjellige fra de som er benyttet i denne undersgkelsen. Det ble for eksempel benyttet en

annen epitelcellelinje (A549) og induksjonstiden var 6 timer lengre.

Det antimikrobielle peptidet DCD ble i de IL-13-stimulerte lungecellene nedregulert. Dette
stemmer bra med at det i tidligere undersgkelser er funnet at mengden DCD reduseres
betydelig hos individer med atopisk eksem (Hata & Gallo 2008). Atopisk eksem kan ses i
sammenheng med andre atopiske tilstander som for eksempel astma og hgysnue (NAAF

2009).
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I fglge studier som har blitt utfgrt, ferer en induksjon av IL-13 til en femdobling av ICAM1
pa overflaten til epitelceller og rekrutterer blant annet flere proinflammatoriske celler til
bronkiene, slik at de astmatiske symptomene forverres (Bianco et al. 1998). Dette proteinet
viste derimot nedregulering i denne analysen. Arsaken til dette kan vzre at analysen der
femdoblingen av ICAMI1 ble funnet, har andre analysebetingelser. Det er blant annet benyttet

10 ng/ml IL-13 1 motsetning til 1 ng/ml som ble benyttet i denne analysen (Bianco et al.

1998).

5.2.4 Cadheriner og integriner

Cadheriner er kalsiumavhengige adhesjonsmolekyler. De har et ekstracellulert domene som
danner bindinger med andre cadheriner pa naboceller, og et intracellulert domene som binder
til ligander inni cellen. Integriner er transmembrane adhesjonsmolekyler mellom celler og
cellematrix. Disse befinner seg i cellemembranen, med et ekstracellulert domene som binder
til matrixproteiner og et intracellulert domene som binder til cytoskjelettet (Alberts 2008).
Det er vist bade funksjonelle og fysiske interaksjoner mellom cadheriner og integriner (Sarray

et al. 2009).

I denne analysen ble det funnet bade et cadherin- og et integrinprotein; CDH2 og ITGAS. Det
er 1 dendrittiske celler hos allergipasienter funnet en oppregulering av CDH2 (Lindstedt et al.
2005). Det kan derfor tenkes at CDH2 ogsa vil vaere oppregulert i denne analysen. Proteinet
ble derimot regulert ned. Arsaken til dette kan vaere at det i denne analysen er epitelceller som
er studert, mens det i analysen der CDH?2 ble oppregulert var dendrittiske celler som ble
studert. Det er tidligere vist at integriner kan vaere med pa a transportere eosinofile celler fra
blodbanen til luftveiene. Dette er en viktig del av et astmaanfall (Barthel et al. 2008). Da det
er vist ulike former for interaksjoner mellom integriner og cadheriner, kan det tenkes at
integrinet, ITGAS, vil vise samme type regulering som CDH2, men ITGAS ble regulert opp.
Det vil veere av interesse a studere forbindelsen mellom CDH2 og ITGAS5 videre, da det er
antydet en sammenheng mellom cadherin- og integrinsignalveier og at CDH2 er funnet hos

allergipasienter i tillegg til at det er funnet en rolle for integriner i astma.
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5.2.5 Proteiner involvert i dannelsen av stressfibre

To av proteinene som ble funnet har et LIM-domene. LIM-domenet er en sinkfingerstruktur
som finnes i flere ulike proteiner. Proteiner som har et LIM-domene spiller en viktig rolle i
fundamentale biologiske prosesser, som for eksempel cytoskjelettorganisering og utvikling av
organer. I tillegg kan de vare involvert i patologiske funksjoner som kan vere med pa a fgre
til kreft (Bach 2000). PDLIM1 assosieres med cytoskjelett, aktinfilament og stressfiber (Bauer
et al. 2000). PDZ-domenet er viktig for protein-proteininteraksjoner og er involvert 1 mange
intracellulere komplekser, som igjen er med i cellulere funksjoner (Tonikian et al. 2008). Nar
for eksempel inflammatorisk stimuli aktiverer endotelceller som dekker kroppens indre
hulrom, endres aktincytoskjelettet til runde sammentrukne celler med stressfiber (Bauer et al.
2000). LIMAL1 er et protein som er med pa a fremme dannelsen av stressfiber (Jiang et al.
2008). Stessfibre er sammentrukne aktomyosinbunter. Disse er viktige for celleadhesjon og
for morfologiendringer (Hotulainen & Lappalainen 2006). Studier viser at dannelsen av
stressfiber kan vare viktig i muskelsammentrekningene som blir sett i luftveiene hos
astmapasienter (Bitko et al. 2003). BEAS-2B-cellene ble i denne analysen stimulert med IL-
13, hvilket kan bli sett pa som inflammatorisk stimuli. Da vil det som nevnt, dannes
stressfiber. Det er derfor naturlig at LIMAT1 ble oppregulert. PDLIM1, som assosieres med
stressfiber burde derfor ogsa vist en oppregulering, men dette proteinet ble derimot regulert
ned. A indusere BEAS-2B-celler med IL-13 vil ikke kunne gi en komplett sammenligning
med et virkelig astmaanfall, da lunger har stgrre diversitet enn lungeceller som er dyrket pa

laboratoriet.
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5.2.6 Proteiner involvert i metabolisme

Infeksjoner fgrer vanligvis til en rekke endringer, som for eksempel gkt metabolsk aktivitet

(Kurpad 2006). Det ble i denne analysen funnet flere proteiner involvert i metabolisme.

Astmatikere har en kronisk betennelsestilstand i lungene som medfgrer at luften som
strgmmer gjennom bronkiene hindres (LHL. 2008). Dersom en celle har begrenset tilgang til
oksygen er den avhengig av glykolysen for anaerob ATP-produksjon (Fajardo et al. 2004).
Dette vil logisk sett fgre til at glykolyseproteiner oppreguleres. I denne analysen ble det
funnet tre glykolyseproteiner; ADPGK, HK1 og PGK1. To av disse ble nedregulert.

OAT, som ble diskutert under punkt 5.2.2, er et protein som deltar i proteinmetabolismen. Det
er funnet forhgyede nivaer av nukleosidet adenosin i lungene til astmatikere (Volmer et al.
2006). Adenosin kan dannes fra adenosinmonofosfat ved hjelp av CD73 (Bavaresco et al.
2008). Astmatikere viser en spesiell sensitivitet mot inhalert adenosinmonofosfat (Volmer et
al. 2006). Det er dermed vist en sammenheng mellom astma og CD73, og det er derfor
naturlig at dette proteinet ble funnet oppregulert i de IL-13-stimulerte lungecellene. Det antas
videre at dannelsen av adenosin, ved hjelp av CD73, er viktig i vevsbeskyttelsen (Volmer et
al. 2006). I tillegg har ekstracellulart adenosin en rekke immunundertrykkende egenskaper,

da det er med pa a hemme dannelsen av proinflammatoriske cytokiner (Mills et al. 2008).

RPL27 er et annet protein som deltar i proteinmetabolismen, da dette er ngdvendig for
effektiv dannelse av peptidbindinger (Wower et al. 1998). I denne analysen ble dette proteinet
oppregulert. Ved en inflammatorisk respons gker antall celler (Fedorov et al. 2005), og det
kan derfor tenkes at det i den sammenheng lages flere proteiner, hvilket igjen fgrer til at det er

ngdvendig med flere proteiner som danner peptidbindinger.
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Et protein som deltar i lipidmetabolismen, ble ogsa funnet. ACADS er med pa a katalysere det
fgrste trinnet i B-oksidasjonen av fettsyrer (Jethva et al. 2008). I denne analysen ble proteinet

nedregulert.

Ikke alle metabolismeproteinene som ble funnet, hadde den forventede reguleringen. Enkelte
ble regulert ned, da det logisk sett skulle blitt oppregulert. Dette kan komme av at det i denne
analysen ble sett pa proteinuttrykket 24 timer etter indusering med IL-13. Det vil vaere
interessant i fremtidige forsgk a gjgre en tidskurvesanalyse av uttrykket til disse proteinene,
for eksempel ved bruk av Western blot og real time PCR, for a se om graden av regulering

endres.

5.2.7 Diverse proteiner

MKI67 er til stede 1 alle aktive faser av cellesyklus og kan derfor benyttes som en markgr for
veksten til en gitt cellepopulasjon (Cimpean et al. 2009). I alvorlig astma er det vist en gkning
i antall celler som fglge av celledeling og cellevekst i luftveiene. Dette fgrer til at
epitelcellelaget og det basale lamina blir tykkere (Fedorov et al. 2005). I epitelet til pasienter
med alvorlig astma, gker uttrykket av MKI67, som tyder pa en gkning av antall celler (Cohen
et al. 2007). I denne analysen ble derimot dette proteinet nedregulert. Arsaken kan veere at det
er stor forskjell pa ekte lunger og en lungecellekultur. Lungecellekulturen, BEAS-2B, som
benyttes i denne analysen, kan for eksempel ikke vokse i flere lag slik som epitelcellelaget 1

lungene kan gjgre (Bosch et al. 1988).

UBEA4A viste en s@rdeles hgy oppregulering. Mange proteiner i eukaryote celler merkes med
ubiquitin for sa a brytes ned. Nedbrytning av regulatoriske proteiner spiller en viktig rolle i
mange prosesser, inkludert cellesyklus, signaltransduksjon, regulering av transkripsjon og
endocytose. Ubiquitinsystemet er ogsa med i immunresponser og apoptose. Dersom noe er
feil 1 ubiquitinprosessene kan det ha alvorlige patologiske konsekvenser, som for eksempel
dannelsen av ondartede celler (Hershko & Ciechanover 1998). Det kan tenkes at arsaken til at

UBEA4A er sa kraftig oppregulert, er at det fungerer som en respons pa gkt celleproduksjon.
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I og med at dette proteinet er sa kraftig oppregulert, ssmmenlignet med de andre proteinene,
vil det vaere interessant med videre analyser som Western blot og real time PCR. Pa denne
maten kan det kontrolleres om responsen faktisk er der, og at det ikke bare er en feil med
teknikken. I tillegg vil disse metodene kunne si noe om nar responsen eventuelt oppstar
tidsmessig. Dersom resultatet stemmer, kan det hende at dette proteinet har en hittil ukjent

rolle 1 utviklingen eller bekjempelsen av astma eller andre inflammatoriske sykdommer.

5.2.8 Protein uten kjent funksjon

Funksjonen til C50RF15 ble ikke funnet. Ettersom proteinet har blitt regulert av IL-13 vil det
vere av interesse a finne funksjonene for a forsta mer om proteinet og hvorfor det ble

regulert.

5.2.9 Interaksjonsanalyse

En interaksjonsanalyse kan utfgres for a sjekke om de regulerte proteinene som ble funnet i
analysen har noen sammenheng. Det antas at nar en cellelinje induseres med en ligand, vil
liganden kun virke pa enkelte proteiner. Det er derfor sannsynlig at de pavirkede proteinene
har en sammenheng, blant annet ved a vere involvert i samme reaksjonsvei. Dersom
interaksjonsanalysen ikke finner noen sammenhenger, kan dette ha to arsaker. Det kan vere at
resultatene er tilfeldige og at ingen spesifikke reaksjoner er startet av liganden. Den andre
arsaken kan veare at analysen ikke er god nok; det vil si at det er mange flere proteiner som
reguleres enn det som blir funnet. Pa denne maten vil ikke sammenhengene bli sett fordi

enkelte “biter” mangler. Dette er som regel tilfellet (Busk 2010).
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STRING inneholder informasjon fra to typer kilder; fra bade automatisk og manuelt innhentet
informasjon. Ved manuell innhenting blir informasjonen fra ulike eksterne databaser hentet
inn av eksperter som validerer og systematiserer den. I begge type kilder kan falske positive
oppsta. Det kan vere vanskeligheter med a identifisere hvilke proteiner som beskrives i ulike
tekster, da det benyttes flere navn for de fleste proteiner. I tillegg kan identiske navn ha blitt
gitt til proteiner fra ulike proteinfamilier i forskjellige organismer. A ha felles systemer for
annotering og navnsetting av gener og proteiner er derfor viktig. STRING ser etter fysiske
interaksjoner, som for eksempel om to proteiner tidligere er vist & henge sammen i dimerer
eller store komplekser. I tillegg ser STRING ogsa etter proteiner som er nevnt sammen i
tekster. I disse tilfellene kan programmet vise liten forstaelse” for om de virkelig har en
sammenheng. Metoden virker likevel relativt bra, da proteiner som nevnes sammen ofte
gjerne har en funksjonell forbindelse. Sjansene for at falske positive skal oppsta, reduseres
ved at informasjon fra ulike kilder benyttes. Falske negative kan ogsa bli funnet, og mange
kjente protein-protein assosiasjoner kan da ga tapt. STRING behgver tilgang til ngdvendige
tekster for a kunne foreta en interaksjonsanalyse. Ved bruk av PubMed har STRING kun
tilgang til sammendrag. I tillegg til PubMed benyttes ogsa informasjon fra andre databaser,
som for eksempel Saccharomyces Genome Database (SGD) og Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM). STRING kan ogsa ha vanskeligheter med a avgjgre hvilken organisme
proteinforbindelsene finnes i. Det kan i tillegg vere vanskelig a finne enkelte gennavn, da
disse kan vare de samme som vanlige engelske ord. Selv med mange muligheter for a
innhente feilaktige opplysninger, er STRING en nyttig kilde til informasjon (STRING 2010).
Med bakgrunn i dette ble STRING-proteininteraksjonanalysen studert. Proteinene som viste

apenbare sammenhenger, vil bli diskutert nedenfor.

STRING-proteininteraksjonanalysen resulterte i dannelsen av nettverk mellom proteiner
(figur 4.18). Det ble funnet en interaksjon mellom ADPGK, HK1 og PGK1. Alle disse tre er
kinaser og involverte i glykolysen der glukose gjennom flere trinn omdannes til pyruvat.
ADPGK og HK1 er begge enzymer som katalyserer fosforyleringen av glukose til glukose-6-
fosfat (de Vooght et al. 2009; Ronimus & Morgan 2004). PGK1 kommer inn senere i
glykolysen og katalyserer omgjgringen av 1,3-difosfoglyserat til 3-fosfoglyserat.
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I analysen ble det vist en sammenheng mellom ATP2B4 og PDLIM1. Da linjen mellom disse
proteinene er tynn, tyder det pa at det er funnet en relativt svak grad av sammenheng. Ca™-
ATPaser spiller en rolle i opprettholdelsen av et lavt Ca*-niva i cytosol hos hvilende
blodplater. Det er videre vist at PDZ-motivet i PDLIM1 assosieres med Ca**-ATPaser, som
forer til translokalisering av Ca™*-ATPasene til filopodia i aktiverte blodplater. PDLIM1
danner interaksjoner med cytoskjelettet i blodplatene siden den binder til oi-aktinin som er et
aktinbindende protein. P4 denne méaten kobler PDLIM1 Ca**-ATPaser til cytoskjelettet
(Bozulic et al. 2007), hvilket kan vare arsaken til at disse kobles sammen i STRING-

analysen.

ITGAS er det proteinet som i STRING-analysen viste sammenheng med flest proteiner.
ITGAS er et protein som er viktig i cellesignalisering (Gu et al. 2009). Det kan da tenkes at
ligandene som er bundet til dette, ogsa er med i cellesignalisering. En interaksjon mellom
ITGAS, COL6A1 og L1CAM ble funnet. De to sistnevnte interagerer ikke med hverandre.
Felles for disse tre proteinene er at de alle er involvert i cellemigrasjon. L1ICAM har i tillegg
en ekstracelluler region som kan binde integriner (Haspel & Grumet 2003). Integriner kan
ogsa fungere som kollagenreseptorer (Heino 2000). Videre ble det i STRING-analysen vist at
ITGAS har en interaksjon med ICAMI. Dette stemmer bra med tidligere funn som viser at
integriner virker som reseptorer for ICAM1 (Bernstein et al. 1998). En sammenheng mellom
ITGAS og TFRC ble ogsa funnet i STRING-analysen. Tidligere er det funnet at integrin o3-
subenheten binder til transferrinreseptorer via disulfidbindinger (Coppolino et al. 1995). Det
kan derfor tenkes at transferrinreseptoren kan binde til a5-subenheten, som i sa tilfelle kan
veare arsaken til forbindelsen mellom ITGAS og TFRC. Det siste proteinet ITGAS viser en
sammenheng med, er TGFBI. I tidligere studier er det funnet at RGD-motivet i TGFBI kan
fungere som et ligandgjenkjennelsessete for integriner. Dette fgrer til regulering av
adhesjoner, celledeling, differensiering, antiapoptose og utvikling av tumorer (Zhang et al.

2009).
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MKI67 er et protein som er til stede i alle aktive faser av celledelingen (Cimpean et al. 2009).
Det er i STRING-analysen vist at dette proteinet har en sammenheng med PDGFRB. Dette
proteinet er med 1 celledelingen som fgrer til et gkt antall celler i de glatte musklene under en
astmatisk respons (Tada et al. 2003). At et protein som er til stede i alle aktive faser av
celledelingen viser sammenheng med et protein som deltar i celledelingen, er derfor en logisk
slutning & trekke. Det kan ogsa tas med i betraktningen at STRING-figuren viser en relativt

svak sammenheng mellom de to proteinene.

STRING-proteininteraksjonsanalysen tyder pa at IL-13 pavirker de ulike grupperingene. Ved
a sgke i UniProt (UniProt 2010) ble KEGG-reaksjonsveiene som de ulike proteinene deltar i,
funnet. Kun ITGAS og TFRC, i tillegg til PGK1 og HK1, er forbindelser som deltar i samme
reaksjonsveier. ITGAS og TFRC deltar i "hematopoietic cell lineage”, hvor hematopoietiske
stamceller differensierer for a gi opphav til blant annet erytrocytter, monocytter/makrofager,
granulocytter, B-celler og T-celler. Det er da naturlig a tenke at disse to proteinene ble
oppregulert, men det var det kun ITGAS5 som ble. PGK1 og HK1 deltar i glykolysen, noe som
er diskutert tidligere i dette avsnittet. Dette antyder at disse reaksjonsveiene pavirkes av IL-

13.

Generelt viser ikke proteinene i de ulike grupperingene sammenfallende regulering. Ettersom
de er regulert, tyder dette pa at IL-13 har en virkning pa disse. Det vil derfor vere av interesse

a studere proteinene i disse grupperingene mer inngaende.

5.2.10 Oppsummering

Det er i denne analysen funnet en rekke regulerte proteiner som har sammenheng med astma.
Flere av de regulerte proteinene viser sammenheng med kalsiumhomeostase. ATP2B4 viste
oppregulering. Dette stemmer overens med forventet resultat, da det er vist gkt kalsiumniva i
celler indusert med IL-13 (Gao et al.). Det vil da vere behov for proteiner som reduserer
kalsiumkonsentrasjonen. Nar det gjelder proteiner involvert i kollagensyntesen, var det to
proteiner, OAT og COL6A1, som viste forventet regulering. Disse ble regulert opp, og dette
stemmer overens med at endringer i luftveiene ved astma fgrer til gkt kollagenavleiring i

vevet (Davies 2009).
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LIM-domenet er med pa a fremme dannelsen av stressfiber (Jiang et al. 2008). Stressfiber
dannes etter inflammatorisk stimuli (Bauer et al. 2000), som for eksempel IL-13. Det kan
derfor tenkes at proteiner som innehar LIM-domenet viste oppregulering, noe ogsa ett av to
proteiner med dette domenet viste. Det er tidligere funnet at alvorlige infeksjoner ofte ses i
sammenheng med gkt metabolsk aktivitet (Kurpad 2006), og dette kan fgre til betydelige
endringer 1 karbohydrat-, lipid- og proteinmetabolismen i cellene. Av metabolismeproteinene
som ble funnet, ble HK1, CD73 og RPL27 oppregulert. Det ble ogsa funnet noen proteiner
som var del av samme reaksjonsvei; PGK1 og HK1 deltar i glykolysen, mens ITGAS og
TFRC deltar i "hematopoietic cell lineage”, hvor det blant annet produseres erytrocytter,

monocytter/makrofager, granulocytter, B-celler og T-celler.

Mange av de regulerte proteinene viste en annen regulering enn det som skulle tenkes ut fra
litteraturen og hva tidligere utfgrte analyser har vist. En av arsakene til dette kan blant annet
vare at proteinene i denne analysen for det meste kun er funnet i én parallell. Dersom
proteinene ble funnet i to eller flere paralleller, ville treffet veert mer signifikant. Enkelte av de
tidligere analysene det er sett pa, er utfgrt pa mus. Dette kan vaere en arsak til at det er funnet
andre resultater 1 analysen som har blitt utfgrt i denne oppgaven enn 1 litteraturen. I lignende
publiserte artikler har ikke analysebetingelsene vert de samme, og det er derfor ikke mulig a
trekke entydige konklusjoner. Et eksempel er IL-13-konsentrasjonen. I denne analysen ble det
brukt en relativt lav konsentrasjon (1 ng/ml). Det er mulig at resultatene hadde blitt tydeligere
dersom denne hadde blitt gkt. Det hadde derimot vert vanskeligere a skille hvilke endringer
som kun skyldes stimulering av IL-13 og hvilke som skyldes stress som cellen opplever ved a

plutselig fa tilfgrt veldig mye stimulant.

Et annet eksempel pa annerledes analysebetingelser er at lungecellene ble indusert med IL-13
i 24 timer. Det vites ikke om cellene har mekanismer som motsetter den inflammatoriske
stimulien, slik at nar proteinuttrykket studeres, er det verdiene etter at cellene har motsatt seg
endringen, som ses. Ved kortere induksjonstid vil verdiene kunne se annerledes ut. For a
studere dette, kan noen viktige proteiner velges ut og studeres ved bruk av for eksempel real

time PCR, slik at uttrykket kan studeres ved flere tidspunkt.
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S DISKUSJON

Bruk av IL-13 til a indusere lungeceller for a gi disse cellene astma, kan ikke sammenlignes
fullstendig med en reell astmatisk respons. Arsaken til dette er at lungene er et mer biologisk
mangfoldig organ sammenlignet med lungecellekulturer. I motsetning til epitelcellene 1
humane lunger vokser BEAS-2B-cellene, som benyttes i denne analysen, kun i monolag. At

enkelte av proteinene viser variasjoner, er derfor ikke unaturlig.
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I forbindelse med de IL-13-induserte lungecellene ble kun to av tre paralleller analysert. Det
vil derfor vaere svert interessant a analysere den tredje og siste parallellen med lungeceller for
a fa et stgrre og mer fullstendig bilde av hvilke proteiner som er involvert i IL-13-indusert
astma. Det kan ogsa vare av interesse a velge ut noen proteiner for mer inngaende studier, for
eksempel UBEA4 som viste en voldsom oppregulering. Videre kan det ogsa vere interessant
a velge for eksempel organelle- og membranfraksjonen, som har vist a ha flest regulerte
proteiner, til en mer detaljert analyse ved lengre gradienter pa LC fgr den
massespektrometriske analysen. I tillegg kan 1D-gelen deles i 20 biter i stedet for 10, slik at
mindre mengde protein appliseres. Dette vil gi en bedre separasjon av peptider med mindre

overlapp og bedre deteksjon.

For produksjon av AMCase vil det vaere ngdvendig a dyrke opp stgrre mengder og utvikle en
bedre rensemetode. Det vil ogsa vere ngdvendig a transformere W31A og E140Q inn i P.

pastoris for a fa laget protein pa samme mate som for WT og W99A.

Det vil deretter vaere av interesse a utfgre en biokjemisk og fysikalsk-kjemisk karakterisering

av villtype-AMCase og mutanter.

I forbindelse med astma kan celler som overuttrykker AMCase benyttes for a se pa opp- og
nedregulering av proteiner og finne markgrer for inflammasjon. Det vil ogsa vare ngdvendig
a gjgre dette med inhibitorer av AMCase og fglge markgrene for a eventuelt kunne finne

terapeutiske mal som kan vere nyttige ved behandling av astma.
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Tabell 8.1: Nukleotidsekvensen til AMCase. Omrddene som har blitt mutert er uthevet.

atggctactaaattgattttacttactggtitggtactgatecttaatitgecaactaggticagectatcaattaacatgttatittactaactggg
ctcaatacagaccaggattgggtagattcatgcctgacaatatagatccatgetigtgtacccactigatctatgcettitgetggtagacaaa
ataatgaaatcactacaattgagtggaatgatgtaactctgtaccaggcetitcaatggactgaaaaacaagaactcacaactaaagacatt
gettgeaattggaggttggaactttggaactgetecttttacagetatggttagtacaccagaaaatagacaaactticattacttcagttatt
aagttccttagacaatatgaattigatggectagactttgactgggaatatccaggetctagaggttcaccecctcaagacaageatttgtt
cactgtattagtacaagagatgagagaagcttitgaacaggaggcaaagcaaattaacaaaccaagatigatggttactgetgecagtag

cagcaggtatatctaatattcaatctggttatgaaattccecaattgagtcaatactiggattacatccatgtgatgacctatgacctacatgg
tagctgggagggatatactggagaaaatagtccattatacaagtatcctactgatacaggttcaaatgcctacttaaatgtagattatgttat
gaattattggaaagataatggtgctccagetgaaaagetgattgtiggtittcccacttatggteacaattttattctgagtaatccttccaaca
caggtattggtgceectacetetggageaggaccageaggtccatatgecaaggaatctggaatatgggcttactatgaaatctgtacttt
cttgaagaatggtgctacccagggtigggatgctcetcaggaagtgccttatgectatcaaggtaatgtttgggttgottatgacaacatta
aatcttttgatattaaggcccaatggttgaageacaataagtitggtggageaatggtttggoctattgatctigatgattttacaggtacatt

ctgcaatcaaggaaaattcectctaatatetactitgaagaaggeactiggtttacagtctgetagtigcacagetecigetcagectatiga
acctatcactgecageaccctcaggatcaggtaatggatcaggttcatcatecictggtggttctictggtggatctggttictgtgetgttag

agccaatggtttatacccagttgetaataataggaatgetttttggeactgtgtcaatggagttacttaccaacaaaattgecaggetggttt

ggtattigatacctcatgigatigitgiaacigggcitaaigacgaaticigea

Tabell 8.2: Aminosyresekvensen til AMCase. Det konserverte aktive setet til glykosyl
hydrolaser (DXXDXDXE) vises i uthevet skrift.

MATKLILLTGLVLILNLQLGSAYQLTCYFITNWAQYRPGLGRFMPDNIDPCLCTHLIYA
FAGROQNNEITTIEWNDVTLYQAFNGLKNKNSQLKTLLAIGGWNFGTAPFTAMVSTPE
NRQTFITSVIKFLRQYEFDGLDFDWEYPGSRGSPPQDKHLFTVLVQEMREAFEQEAK
QINKPRLMVTAAVAAGISNIQSGYEIPQLSQYLDYIHVMTYDLHGSWEGYTGENSPL
YKYPTDTGSNAYLNVDYVMNYWKDNGAPAEKLIVGFPTYGHNFILSNPSNTGIGAPT
SGAGPAGPYAKESGIWAY YEICTFLKNGATQGWDAPQEVPYAYQGNVWVGYDNIK
SFDIKAQWLKHNKFGGAMVWAIDLDDFTGTFCNQGKFPLISTLKKALGLQSASCTAP
AQPIEPITAAPSGSGNGSGSSSSGGSSGGSGFCAVRANGLYPVANNRNAFWHCVNGV
TYQQNCQAGLVFDTSCDCCNWA—RIL
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Tabell 8.3: Nukleotidsekvensen til pPICIK-vekioren med AMCase-genet inkorporert.
AMCase vises i uthevet skrift.

agatctaacatccaaagac gaaaggttgaatgaaacctttttgccatccgacatccacaggtccattctcacacataagtgccaaacgca
acaggaggggatacactagcagcagaccgttgcaaacgcaggacctccactcctcttctcctcaacacccacttttgccatcgaaaaac
cagcccagttattgggcttgattggagetc gctcattccaattccttctattaggctactaacaccatgactttattagcctgtctatcctggc

cceeetgge gaggttcatgtttgtttatttccgaatgcaacaagctccgcattacacccgaacatcactccagatgag ggcttictgagtgt
ggggtcaaatagtttcatgttcccCaaatggcccaaaactgacagtttaaacgctgtcttggaacctaatatgacaaaagc gtoatctecat

ccaagatgaactaagttiggticgtigaaatgctaacggecagtiggtcaaaaagaaacticcaaaagtce gccataccgtttgtettgtitg

gtattgattgacgaatgctcaaaaataatcticattaatgettagegeagictetictate gcttetgaaccccggtgeaccetgigecgaaacg
caaatggggaaacaccogctttttggatgattatgcattgtctccacattgtatgcttccaagattctggtgggaatactgctgatagcctaa
cgttcatgatcaaaatttaactgtictaaccectacttgacagcaatatataaacagaag gaagctgeectgtcttaaacctttttttttatcate
attattagcttactttcataattgcgactggttccaattgacaagettiigattttaac gacttttaacgacaacttgagaagatcaaaaaacaa
ctaattattcgaaggatccaaacgatgagatttccttcaatttttactgcagttttattcgcagcatcctccgcattagctgctccagtcaaca

ctacaacagaagatgaaacggcacaaattccggetgaagcetgicatcg gttactcagatttagaaggggatttcgatgtigetgtittgee
attttccaacagcacaaataacgggttattgtitataaatactactattgccageattgetgetaaagaagaagg ggtatctcicgagaaaa

gagaggctgaagcttacgtagaattctagcgccgccaccatggctactaaattgattttacttactggtttggtactgatccttaattt
gcaactaggttcagcctatcaattaacatgttattttactaactgggctcaatacagaccaggattgggtagattcatgcctgac

aatatagatccatgcttgtgtacccacttgatctatgcttttgctggtagacaaaataatgaaatcactacaattgagtggaatga
tgtaactctgtaccaggctttcaatggactgaaaaacaagaactcacaactaaagacattgcttgcaattggaggttggaacttt
ggaactgctccttttacagctatggttagtacaccagaaaatagacaaactttcattacttcagttattaagttccttagacaatat
gaatttgatggcctagactttgactgggaatatccaggctctagaggttcaccccctcaagacaagcatttgttcactgtattagt
acaagagatgagagaagcttttgaacaggaggcaaagcaaattaacaaaccaagattgatggttactgctgcagtagcagca
ggtatatctaatattcaatctggttatgaaattccccaattgagtcaatacttggattacatccatgtgatgacctatgacctacat
ggtagctgggagggatatactggagaaaatagtccattatacaagtatcctactgatacaggttcaaatgcctacttaaatgta

gattatgttatgaattattggaaagataatggtgctccagctgaaaagctgattgttggttttcccacttatggtcacaattttattc
tgagtaatccttccaacacaggtattggtgcccctacctctggagcaggaccagcaggtccatatgccaaggaatctggaatat
gggcttactatgaaatctgtactttcttgaagaatggtgctacccagggttgggatgctcctcaggaagtgccttatgcctatcaa
ggtaatgtttgggttggttatgacaacattaaatcttttgatattaaggcccaatggttgaagcacaataagtttggtggagcaat
ggtttgggctattgatcttgatgattttacaggtacattctgcaatcaaggaaaattccctctaatatctactttgaagaaggcact
tggtttacagtctgctagttgcacagctcctgctcagcctattgaacctatcactgcagcaccctcaggatcaggtaatggatca

ggttcatcatcctctggtggttcttctggtggatctggtttctgtgctgttagagccaatggtttatacccagttgctaataatagga
atgctttttggcactgtgtcaatggagttacttaccaacaaaattgccaggctggtttggtatttgatacctcatgtgattgttgtaa
ctgggcttaatgacgaattcectagggeggeege gaattaattcgecttagacatgactgttccteagttcaagttgggeacttacgag
aagacc ggtcttgctagattctaatcaagaggatgtcagaatgccatttgcctgagagatgcaggcttcatttttgatacttttttatttgtaac
ctatatagtataggattttittigtcattttgtttctictcgtac gagcttgctectgatcagectatctegeagetgatgaatatctigtggtagg

ggtttgggaaaatcattcgagtttgatgtttticttg gtatttcccactcctcttcagagtacagaagattaagtgagaagttc gtttgtgcaag
cttatcgataagctttaatgeggtagtttatcacagttaaattgetaac gcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgegeteategte
atcctcggcaccgtcaccctggatgctgtaggcataggcttggttatgccggtactgccgggcctcttgc gggatatcgtccaticcgac
agcatcgccagtcactatggcgtgctgctagegctatatgcgttgatgcaatttctatgcgcacccgttctcggagcactgtccgaccgct
ttggeegeegececagteetgete gcttcgetacttggagecactatcgactacgegatcatgge gaccacacccgteetgtggatetate
gaatctaaatgtaagttaaaatctctaaataattaaataagtcccagtttctccatac gaaccttaacagcattgcggtgageatctagacct

tcaacagcagccagatccatcactgettggecaatatgtttc agtccctcaggagttacgicttgtgaagtgatgaacttctggaaggtige
agtgttaactccgetgtattgacgggeatatcc gtacgttggcaaagtgtggitggtaccggaggagtaatctccacaactetctggaga

gtaggcaocaacaaacacagatccagcgtgttgtacttgatcaacataagaagaagcattctcgatttgcaggatcaagtgttcaggag

cgtactgattggacatttccaaagcctgctcgtaggttgcaaccgatagggttgtagagtgtgcaatacacttgcgtacaatttcaaccctt

ggcaactgcacagcttggttgtgaacagcatcttcaattctggcaagctccttgtctgtcatatc gacagccaacagaatcacctgggaat
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caataccatgttcagcttgagacagaaggtctgaggcaacgaaatctggatcagegtatttatcagcaataactagaacttcagaaggece
cagcaggcatgicaatactacacagggctgatgtgtcattttgaaccatcatcttggeageagtaacgaactggtitcctggaccaaatat
tttgicacacttaggaacagtttctgticegtaagecatageagetactgecigggegectcetgetageacgatacacttageaccaace
ttgtggocaacgtagatgactictgggotaagggtaccatecticttaggtggagatgcaaaaacaattictttgcaaccageaacttigg
caggaacacccageatcagggaagtggaaggcagaatigeggttccaccaggaatatagaggecaacttictcaataggtctigcaaa
acgagagcagactacaccagggcaagtctcaacttgecaacgtctcegttagtigageticatggaatitcctgacgttatctatagagaga
tcaatggctctcttaacgttatctggcaattgcataagttectcigggaaaggagcettctaacacaggigtcticaaagegactccatcaaa
cttggeagttagtictaaaagggettitgtcaccattttgacgaacattgtcgacaattggtttgactaaticcataatctgticegtitictggat
aggacgacgaagggcatcttcaatttcttgtgaggaggccttagaaacgicaattttgcacaattcaatacgaccticagaagggactict
ttaggtttggattcttctitaggttgticettggtgtatectggetiggeatctectttectictagtgacctttagggacticatatccaggtitct
ctceacctegiccaacgtcacaccgtactiggeacatctaactaatgcaaaataaaataagtcageacaticecaggcetatateticetigg
atttagcttctgcaagticatcagcettecteectaattttagegttcaacaaaacttcgicgtcaaataacegtttggtataagaaccttcigga
gcattgetcttacgatcccacaaggtggceticcatggetctaagacectitgattggecaaaacaggaagtgegticcaagtgacagaaa
ccaacacctgtttgttcaaccacaaatttcaageagtctccatcacaatccaattcgatacccageaacttttgagttgetccagatgtage
acctttataccacaaaccgtgacgacgagatiggtagactccagtttgtgiccttatagectccggaatagactiittggacgagtacacca
ggcccaacgagtaattagaagagtcagecaccaaagtagtgaatagaccatcggggeggteagiagtcaaagacgecaacaaaatit
cactgacagggaactttttgacatcttcagaaagticgtattcagtagtcaattgccgageatcaataatggggattataccagaagceaac
agtggaagtcacatctaccaactttgeggtctcagaaaaagcataaacagtictactaccgecattagtgaaacttticaaatcgeecagt
ggagaagaaaaaggeacagegatactageattagcgggcaaggatgcaactttatcaaccagggtcctatagataaccetagegect
gggatcatectttggacaactcttictgccaaatctaggtccaaaatcacttcattgataccattattgtacaacttgagcaagtigtcgatea
gctectcaaattggtectetgtaacggatgactcaacttgeacattaacttgaagetecagtcgattgagtgaactigatcaggttgtgcage
tggtcagecagcatagggaaacacggcttitcctaccaaactcaaggaatiatcaaactctgeaacacttgegtatgcaggtagcaaggg
aaatgtcatacttgaagtcggacagtgagtgtagtctigagaaatictgaagecgtattittattatcagtgagtcagtcatcaggagatccet
ctacgccggacgceatcgtggecgacctgeagggeegogogooococtgagotctgecicgtgaagaaggtgtigetgactcatace
aggcctgaatcgecccatcatccagecagaaagtgagggagecacggttgatgagagetitgtigtaggtggaccagttggtgattitg
aacttttgctttgeccacggaacggtetgegtigtcgggaagatgegtgatctgatccticaactcagcaaaagticgatitaticaacaaag
cecgeegtceegteaagteagegtaatgetctgecagtgttacaaccaattaaccaattetgattagaaaaactcatcgageatcaaatgaa
actgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagecgttictgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagticcata
ggatggcaagatcctggtatcggtetgegaticegactegtccaacatcaatacaacctattaatttceectcgicaaaaataaggtiatca
agtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagcettatgeattictttccagacttgticaacaggecageca
ttacgctcgtecatcaaaatcactcgeatcaaccaaaccgttaticattcgtgattgegectgagegagacgaaatacgegatcgetgttaa
aaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggegeaggaacactgecagegeatcaacaatattttcacctgaatcaggatatict
fctaatacctggaatgetgtiticccggggatcgeagtggtgagtaaccatgeatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcgga
agaggcataaattccgtcagecagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggeaacgctacctttgecatgtttcagaaacaactct
ggcgcatcgggcticccatacaatcgatagattgtcgeacctgattgeeegacattatcgegageccatttatacccatataaatcageat
ccatgttggaattiaatcgeggectcgageaagacgtticeegttgaatatggetcataacaccectigtattactgtttatgtaageagaca
gttttattgttcatgatgatatattittatctigtgcaatgtaacatcagagatttigagacacaacgtggctttccecceecceectgeaggte
ggcatcaccggegecacaggtgeggttgetggegectatatcgecgacatcaccgatggggaagatcgggctegecacttegggctic
atgagegcettgtticggegtgggtatggtggcaggceccgtggecgggggactgtiggecgecateicetigeatgeaccaticettge
gocggeggtectcaacggectcaacctactactgggetgcticetaatgecaggagtcgeataagggagagegicgagtatetatgatig
gaagtatgggaatggtgatacccgeattcttcagtgtetigaggictectatcagattatgeccaactaaageaaccggaggaggagattt
catggtaaatttctctgacttitggtcatcagtagactcgaactgtgagactatctcggttatgacagecagaaatgtectictiggagacagt
aaatgaagtcccaccaataaagaaatccttgttatcaggaacaaacttcttgtttcgaacttiticggtgecttgaactataaaatgtagagt
geatatgtcgggtaggaatggagegggcaaatgettacctictggaccticaagaggtatgtagggtttgtagatactgatgecaacttc
agtgacaacgttgctatticgttcaaaccaticcgaatccagagaaatcaaagttgttigictactattgatccaagecagtgcggtctigaa
actgacaatagtgtgcicgtgttttgaggtcatctitgtatgaataaatctagtctttgatctaaataatettgacgagecaaggegataaata
cccaaatctaaaactcttttaaaacgttaaaaggacaagtatgtctgectgtattaaaccccaaatcagetegtagtetgatectcatcaact
tgaggggcactatctigttitagagaaatttgecggagatgegatatcgagaaaaaggtacgetgattttanacgtgaaatttatctcaagat
ctetgeetcgegegtticggtgatgacggtgaaaaccictgacacatgeagetecccggagacggtcacagcettgictgtaageggatge
cgggageagacaageecgicagggegegtcagegggtgtigecggetgtcggggcgeagecatgacecagicacgtagegatag
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Cggagtgtatactggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgt

aaggagaaaatace geatcaggegctettee gettectegeteactgacte getgegeteggtc gitcggetgeggegagcys gtatca

gctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggc
cag gaaccgtaaaaaggcc gcgttgctggcgtttttceataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcag
aggtggegaaacce gacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccotcgtgcgctctcctgttccgaccctgcc gct
taccggatacctgtcCgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcaatgctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgtto

gctccaagctgggctgtgtgcacgaacccccc gttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggta
agacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagc gaggtatgtaggc ggtgctacagagttcttgaagt
ggtggcctaactacggctacactagaaggaeagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagct
cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaa

gatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaac gaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttc
acctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatc aatctaaagtatatatgagtaaacttg gtctgacagttaccaatgcttaatcagtga
ggcacctatctcage gatctgtetatttc gttcatccatagttgcctgactcccc gtcgtgtagataactac gatacgggageg gettaccat
ctggcoccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaocggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggco

gagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttc gccagttaata
gtttgcgeaac gitgttgecattgetgeag gcatcgtggtgtcac getegtegtitg gtatggcttcattcagctcc ggttcccaacgatea
aggcgagttaeatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctcCttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtg
ttatcactcatggttatg gCagcactgcataattctcttactgtcatgccatcc gtaagatgctittctgtgactg gtgagtactcaaccaagt
cattctgagaatagtgtatgcggcegace gagttgctcttgcccggcgtcaacacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaa
gtgcteatcattggaaaac gttcttcggggl gaaaactctcaag gatcttacc gctgttgagatccagttcgatgtaacccactc gigcac
ccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagg
gegacacg gaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcag ggttattgtctcatgageg gatacatatttgaa
tgtatttagaaaaataaacaaatag ggottccge gcacatttccccgaaaagt gceacctgac gtotaagaaaccattattatcatgacatt
aacctataaaaataggcgtatcacgag gecctttegtette aagaattaattctcatgtttgacagcttatcatcgataagctgactcatgttg
gtattgtgaaatagac gecagaicgg gaacactgaaaaataacagttattattc g
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