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Sammendrag 

De kobberavhengige enzymene kjent som lytisk polysakkarid monooksygenaser (LPMO-er) 

katalyserer den oksidative nedbrytningen av polysakkarider som kitin og cellulose ved 

spalting av glykosidbindinger. Under denne prosessen benytter LPMO-er seg av en reduktant 

i tillegg til et av kosubstratene H2O2 eller O2. Disse katalytiske egenskapene til LPMO-er har 

gitt dem en sentral rolle innen forskningen på fremtidige bioraffineringsprosser hvor 

bærekraftig biomasse kan benyttes til bioøkonomiske formål. Denne 

mastergradsavhandlingen inngår som en del av et større forskningsprosjekt hvor målet er å 

avdekke ny kunnskap om den molekylære mekanismen til LPMO-er. Arbeidet i denne 

oppgaven benyttet metoder som stopped-flow spektroskopi og isotermisk 

titreringskalorimetri.  

Den iboende forskjellen i emittert fluorescens mellom SmAA10A-Cu(II) og SmAA10A-Cu(I) 

ble utnyttet til å bestemme reduksjonshastigheten for SmAA10A og kosubstratet H2O2 under 

anaerobe miljøforhold. Hastigheten (k1app) for reduksjonen av SmAA10A var av 

størrelsesorden 105, 103 og 104 M-1 s-1 ved pH 7 med henholdsvis L-askorbinsyre, gallussyre 

og L-cytein. For reduksjonen med L-Cystein ble det observert en moderat binding av 

reduktanten til enzymet med en bindingskonstant (KD1) i orden av 10-4 M-1 s-1, med en 

tilhørende førsteordens hastighetskonstant (k1) på 4.1 s-1. En svak økning i 

reduksjonshastigheten ble observert ved pH 8 for alle reduktanter. For å enkelt kunne studere 

reduksjonen av hydrogenperoksid med SmAA10A-Cu(I) ble det utviklet og optimalisert en ny 

stopped-flow metode. De resulterende reduksjonshastighetene etter intiell reduksjon av 

SmAA10A-Cu(II) med enten L-askorbinsyre, gallussyre eller L-cystein var da av 

størrelsesorden 103 M-1 s-1.  

Stopped-flow resultatene antyder at hverken reduksjonen av SmAA10A eller H2O2, ved 

tilstedeværelse av antioksidantene L-askorbinsyre, gallussyre og L-cystein, er 

hastighetsbestemmende trinn i den molekylære mekanismen til LPMO-er. Det viste seg også 

at reduksjonshastigheten for SmAA10A er avhengig av reduktanten som benyttes. ITC-

metoden viste potensiale, men er i nåværende tilstand uegnet til bestemmelse av kinetiske- 

eller termodynamiske parametere for oksidaseaktiviteten til fritt kobber og LsAA9A. 

Datamaterialet presentert i denne oppgaven utgjør dermed et grunnlag for videre studier på 

veien mot å avdekke mulige hastighetsbestemmende trinn i den oksidative mekanismen til 

LPMO-er. 
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Abstract 

The copper dependent enzymes known as lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) 

can catalyse the oxidative cleavage of glycosidic bonds found in polysaccharides such as 

chitin and cellulose. During this process LPMOs utilize a reductant as well as one of its co-

substrates H2O2 or O2. The catalytic properties of LPMOs have resulted in them attracting 

great interest within scientific community for their potential application in biorefining 

processes where economical gains can be made from the degradation of sustainable biomass. 

This thesis is a part of a larger research project that hopes to uncover new knowledge about 

the molecular mechanism of LPMOs. The work presented in this thesis employs methods 

such as stopped-flow fluorescence spectroscopy and isothermal titration calorimetry (ITC). 

The intrinsic fluorescence properties of SmAA10A-Cu(II) and SmAA10A-Cu(I) were utilized 

to determine the speed of reduction for SmAA10A and the co-substrate H2O2 in an anaerobic 

environment. The reduction speeds for SmAA10A (k1app) were in the order of 105, 103 and 104 

M-1 s-1, at pH 7, when reduced by L-ascorbic acid, gallic acid and L-cysteine, respectively. 

When using L-cysteine we observed a moderate binding affinity of the reductant represented 

by a binding constant (KD1) in the order of 10-4 M-1 s-1, and a first order rate constant (k1) of 

4.1 s-1. A slight increase in speed was observed at pH 8 for all reductants. For studying the 

reduction of hydrogen peroxide by SmAA10A-Cu(I) we developed and optimized a new 

stopped-flow method. The resulting reduction speeds were in the order of 103 M-1 s-1, after 

initial reduction of SmAA10A-Cu(II) by either L-ascorbic acid, gallic acid or L-cysteine.  

The stopped-flow results suggest that neither the reduction of SmAA10A nor H2O2 in the 

presence of L-ascorbic acid, gallic acid and L-cysteine are rate-limiting steps in the molecular 

mechanism of LPMOs. It is also clear that the speed of reduction varies between reductants. 

The ITC-method did show potential, however it does not in its current setup allow for 

determination of kinetic nor thermodynamic parameters for the oxidase activity of free copper 

ions and LsAA9A. The data presented in this thesis therefore provide a basis for future studies 

with the aim of uncovering potential rate-limiting steps in the oxidative mechanism of 

LPMOs. 
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1. Innledning 

Dagens moderne samfunn og dets økonomiske vekst er fremdeles sterkt avhengig av 

petroleumsbaserte produkter og tjenester. Selv om nyere politikk og internasjonalt samarbeid 

har resultert i en økning av fornybare energikilder på 41% i 2019 står fremdeles fossile 

brensler for opp mot 84% av verdens energibehov (Rapier, 2020). Dermed vil det være nyttig 

å kunne bruke andre tilgjengelige forekomster av hydrokarboner i form av karbohydrater fra 

plante- og matavfall. Dette kan da erstatte noe av energitapet forbundet med utfasingen av 

fossile brensler. Teknologien har også potensiale til å gi oss tilgang på fornybar og 

karbonnøytral energi ved å redusere de globale klimagassutslippene, og den utgjør en del av 

arbeidet mot å nå målet om å begrense den globale oppvarmingen til 1,5 − 2𝑜𝐶, som vedtatt i 

Parisavtalen. (Payne et al., 2015).  

Den nødvendige bioteknologien for å kunne utnytte disse lagrene av karbohydrater til 

produksjon av biodrivstoff er enda i startfasen og er dermed ikke konkurransedyktige med 

fossile energikilder som kull, olje og gass (Wyman et al., 2005). Karbohydratet cellulose er 

krystallinsk og uløselig, men det kan gjennom mekanisk, kjemisk og enzymatisk behandling 

nedbrytes til glukoseenheter. Disse glukoseenhetene kan så fermenteres til bioetanol eller 

benyttes som grunnenheter til syntese av bioplast, tekstiler, emulgatorer med flere. 

Den enzymatiske nedbrytningen står sentralt i prosessen for å kunne utvikle 

konkurransedyktig annengenerasjons biodrivstoff, og løsningen kan komme fra naturlige 

enzymer hos sopp og bakterier. I naturen har flere sopp- og bakteriearter utviklet 

enzymblandinger bestående av glykosidhydrolaser (GH) (Harris et al., 2010), lytisk 

polisakkarid monooksygenaser (LPMO) og ikke katalytisk aktive karbohydrat 

bindingsmoduler (CBM-er) med flere (Payne et al., 2015). Disse enzymblandingene har siden 

deres oppdagelse i 2010 (Vaaje-Kolstad et al.) blitt studert og videreutviklet in vitro med mål 

om å karakterisere, optimalisere og designe nye enzymer til produksjon av biodrivstoff, 

bioplast med mer.  

Videre i introduksjonen vil det omtales ulike typer karbohydrater (del 1.1), GH-er og LPMO-

er (del 1.2), samt bruken av isotermisk titreringskalorimetri (del 1.3) og stopped-flow 

fluorescens (del 1.4) som metoder for bestemmelse av kinetiske- og termodynamiske 

parametere av ulike LPMO-er.   
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1.1 Karbohydrater 

Karbohydrater er en gruppe biomolekyler med naturlige ringstrukturer som inneholder 

grunnstoffene karbon, hydrogen og oksygen, ofte utrykket med den generelle støkiometriske 

formelen (𝐶𝐻2𝑂)𝑛. De utgjør en sentral rolle i den metabolske produksjonen og lagringen av 

energi i plante- og dyreceller, samt andre biokjemiske prosesser (Lande & Svihus, 2020).  

Karbohydrater kan deles inn i mono-, oligo- og polysakkarider. Monosakkarider som glukose, 

fruktose og galaktose er de minste karbohydratenhetene og utgjør grunnenhetene (monomer) i 

større karbohydrater. Disakkarider består av to monomerer, oligosakkarider mellom to og ti 

monomerer, og polysakkarider består av to til flere tusener monosakkaridenheter. De 

sammensatte karbohydratene er strukturelt bundet av kovalente glykosidbindinger mellom to 

monomerer, som oftest en O-glykosidbinding. Denne bindingstypen oppstår som et resultat av 

kondensasjonsreaksjonen mellom hydroksylgruppen (et hemiacetal eller hemiketal) på det 

anomere karbonatomet (karbon 1) og en hydroksylgruppe på et annet karbonatom (Bernatek 

et al., 2019). Videre skal struktur, egenskaper og anvendelsesområder til polysakkaridene 

Cellulose (1.1.1) og Kitin (1.1.2) omtales. 

 

1.1.1 Cellulose 

Cellulose er et uløselig lineært homopolysakkarid bestående av heksosen D-glukopyranose 

(glukose) bundet sammen med en β-1,4-O-glykosidbinding (Figur 1.1.1). Denne bindingen er 

svært stabil, gitt fraværet av katalysatorer, og har en estimert halveringstid på 4,7 millioner år, 

ved 25𝑜𝐶 og pH = 7-14 (Wolfenden et al., 1998). Cellulose eksisterer i mange amorfe og 

krystallinske former, men naturlig finnes hovedsakelig to ulike krystallinske former, Cellulose 

I og II (O'Sullivan, 1997). I cellulose I er polysakkaridkjedene pakket parallelt med hverandre 

(reduserende ender orientert i samme retning), mens i cellulose II er kjedene pakket 

antiparallelt (reduserende ender orientert i motsatt retning) (Eijsink et al., 2008).  
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Figur 1.1.1. Delstruktur av cellulose. Strukturen viser intra- og intermolekylære hydrogenbinger mellom 

glukoseenhetene og mellom polysakkaridkjedene. Glukoseenhetene er orientert med 180𝑜-vinkel og gir opphav 

til dimeren cellobiose. Hentet fra Hemsworth et al. (2013). 

I naturen er cellulose den mest utbredte polymeren og utgjør store deler av celleveggen hos 

planter i form av krystallinske strukturer bundet sammen av hydrogenbindinger (Klemm et 

al., 2005). Den store naturlige forekomsten av cellulose gjør det til et mulig bærekraftig 

råstoff for produksjonen av biodrivstoff og andre bionedbrytbare produkter (Zakariassen et 

al., 2009). Derimot er utviklingen av annengenerasjons biodrivstoff fremdeles ikke 

bærekraftig ut fra et økonomisk perspektiv (Payne et al., 2015). Derfor er det viktig at videre 

forskning på enzymkatalysert nedbrytning av biopolymerer effektiviseres ved hjelp av ny 

bioteknologi med vekt på økt produksjon av etanol fra celluloserik biomasse (Zakariassen et 

al., 2009).  

Tradisjonelt er cellulose kjent som utgangsstoffet for å lage papp, papir og tekstiler. I nyere 

tid har utviklingen av nanofibre og nanokrystaller fra cellulose blitt sentralt innen 

nanoteknologi og biomedisin. Dette er grunnet egenskaper som høy spesifikk overflate, 

styrke, høy stabilitet, lav vekt, den biotilgjengelighet og bionedbrytningsgrad (Kalia et al., 

2014). Nanofibrene av cellulose (NFC) utvinnes gjennom kjemiske og mekaniske metoder, 

mens cellulose nanokrystaller (CNC) dannes ved hydrolyse av cellulose med sterke syrer. 

Disse formene for cellulose kan dannes fra bakteriell cellulose og har åpnet opp for nye 

eksperimentelle biomedisinske metoder som regenerering av bein, brusk og hud. De kan 

muligens også brukes til å utvikle langtidsvirkende medisiner som aktiveres spesifikt nær et 

lokalt virkningsområde i kroppen ved oralt inntak. Mulighetene er dermed mange hvis statlig 

godkjenning av metodene oppnås (Halib et al., 2017). 
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1.1.2 Kitin 

Kitin er den analoge polysakkaridforbindelsen til Cellulose, hvor den viktigste kjemiske 

forskjellen mellom forbindelsene er at kitin inneholder en acetylert aminogruppe på karbon 2. 

Grunnenheten N-acetyl-D-glukosamin (GlCNAc) er bundet sammen med β-1,4-O-

glykosidbindinger. Denne bindingen er orientert med 180𝑜-vinkel og gir opphav til den 

strukturelle og funksjonelle dimeren kitobiose (Horn et al., 2006) (Figur 1.1.2). Krystallinsk 

kitin er lineære polysakkaridkjeder som bindes sammen med intermolekylære 

hydrogenbindinger til et uløselige nanofibre (Harish Prashanth & Tharanathan, 2007). 

Lengden på kitinfibrene er avhengige av opphavsorganismen. 

 

Figur 1.1.2. Kjemisk struktur av kitin med β-1,4-o-glykosidbinding mellom to N-acetyl-D-glukosaminenheter. 

Hentet fra Eijsink et al. (2008). 

Krystallinsk kitin finnes ofte i to ulike former, α-kitin og β-kitin, der α-kitin er den vanligste 

formen. Her ligger polysakkaridkjedene antiparallelt, med de reduserende endende motsatt av 

hverandre. I β-kitin derimot ligger kjedene parallelt, med de reduserende endene orientert i 

samme retning. Den antiparallelle pakkingen av α-kitin gir et høyere antall 

hydrogenbindinger, og dermed økt stabilitet og uløselighet i forhold til β -kitin (Rinaudo, 

2006). Det finnes også en tredje naturlig og lite utforsket form for kitin; γ-kitin. I denne 

formen er polysakkaridkjedene orienter i en rekkefølge hvor to kjeder er parallelle etterfulgt 

av en antiparallell kjede (Kaya et al., 2017). 

Hoveddelen av eksoskjelettet til leddyr samt celleveggen hos flere sopp- og bakteriearter 

består av kitin (Tang et al., 2015). Kitin er dermed i likhet med cellulose produsert i store 

mengder i naturen. Hydrolysering eller industriell deacetylering av kitin danner 

nedbrytningsprodukter som kitosan, kitooligosakkarider og andre derivater. Kitosan består av 

D-glukosamin og N-acetyl-D-glucosamine i β-(1-4)-glykosidbinding (Cheung et al., 2015). 

Kitosan og kitooligosakkarider er kortere, mer vannløselige og har flere anvendelser enn rent 

kitin. Noen bruksområder av kitosan og kitooligosakkarider inkluderer bioplast (Fernandez & 
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Ingber, 2014), kosmetikk, vannrensning, økt plantevekst og sykdomsimmunitet (Dutta et al., 

2004), samt nanoteknologi og genterapi (Harish Prashanth & Tharanathan, 2007; Aam et al., 

2010). Egenskapene og biotilgjengeligheten av kitin og dens nedbrytningsprodukter gir 

dermed opphav til et mangfold av muligheter som et miljøvennlig bioråstoff. Muligheter 

inkluderer produksjon av biodrivstoff og bioplast, utvikling av landbruks- og medisinsk 

teknologi med mer (Harish Prashanth & Tharanathan, 2007; Payne et al., 2015; Zakariassen et 

al., 2009).  

 

1.2 Karbohydrataktive enzymer  

1.2.1 Glykosidhydrolaser 

Databasen for karbohydrataktive enzymer (CAZy, www.cazy.org) har vært tilgjengelig siden 

1998 og inneholder enzymklasser som glykotransferaser, polysakkaridlyaser, 

karbohydratesteraser, glykosidhydrolaser (GH-er), karbohydrat bindende moduler (CBM-er) 

(Cantarel et al., 2009), og auxiliary activities (hjelpeenzymer) (Lombard et al., 2014). Blant 

disse er glykosidhydrolasene sentrale innenfor flere ulike biologiske prosesser som 

nedbrytning (depolymerisering) av karbohydrater, hvor cellulaser og kitinaser er aktive på 

henholdsvis substratene cellulose og kitin. GH-er katalyserer hydrolyseringen av 

glykosidbindinger mellom karbohydratenheter eller karbohydrater bundet til andre 

stoffgrupper som glykosider, glykaner og glykokonjugater (Lombard et al., 2014). Av denne 

grunnen er glykosidhydrolaser essensielle i enzymcocktails og av stor økonomisk verdi i 

nedbrytningsprosessen av forbehandlet fornybar biomasse til mindre oligosakkarider, da disse 

danner substrater for videre oksidasjon til biodrivstoffet etanol (Wilson, 2009).  

Glykosidbindinger kan enzymatisk hydrolyseres gjennom en generell syrekatalyse med to 

nødvendige residuer; en nukleofil/base og en protondonor. Hydrolyseringsmekanismen kan 

resultere i enten inversjon eller bevaring av oksygengruppens konfigurasjon ved det anomere 

karbonatomet, karbon 1 (Jitonnom et al., 2011; Sinnott, 1990). Den inverterende mekanismen 

(Figur 1.2.1a) benytter en katalytisk syre og base med avstand på ca. 10 Å. Mekanismen 

starter med ett trinn hvor oksygenet i glykosidbindingen protoneres av syren, samtidig 

deprotonerer basen et vannmolekyl. Vannmolekylet utfører så et nukleofilt angrep på det 

anomere karbonet, og stereokjemien inverteres (Davies & Henrissat, 1995). 

http://www.cazy.org/
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Figur. 1.2.1. Den generelle reaksjonsmekanismen til glykosidhydrolaser for (a) invertering med β-glykosidase 

og (b) bevaring med β-glykosidase via et intermediat. Hentet fra Rye og Withers (2000). 

Den bevarende mekanismen (Figur 1.2.1.b) skjer i to trinn og bruker en generell form for 

syre-/basekatalyse med en nukleofil i en avstand på ca. 5,5 Å. Først protoneres oksygenatomet 

i glykosidbindingen og det stabiliseres ved dannelsen av et kovalent intermediat med 

nukleofilen. Deretter deprotonerer den deprotonerte syre-/baseresidu et vannmolekyl, som 

videre utfører et nukleofilt angrep på intermediet fra trinn 1. Dette resulterer i at 

stereokjemien på det anomere karbonatomet bevares (Davies & Henrissat, 1995; Rye & 

Withers, 2000). 

Glykosidhydrolaser består ofte av flere domener med et katalytisk aktivt domene bundet til ett 

eller flere ikke-katalytiske domener, ofte i form av CBM-er. Selv om enzymkatalysen foregår 

i det katalytiske domenets aktive sete promoterer ofte CBM-er til økt binding mellom enzym 

og substrat. Topologien til det aktive setet kan deles i tre grupper; lomme (A), kløft (B) eller 

tunnel (C) (Figur 1.2.2). 
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Figur. 1.2.2. Topologier til det aktive setet hos glykosidhydrolaser. Katalytisk aktive aminosyrer er farget røde. 

A) lomme for en glukoamylase fra Asperigillus awamori (PDB: 1GLM). B) kløft for endoglukanasen E2 fra 

Thermobifida fusa (PDB: 2BOD). C) Tunnel for cellobiosehydrolase II fra Thricoderma reesei (PDB: 415U). 

Hentet fra Davies og Henrissat (1995). 

Topologien til det aktive setet bestemmer ofte aktiviteten og virkemåten til ulike GH-er. De 

kan være endoaktive og bryte glykosidbindinger internt i polysakkaridkjeder, eller eksoaktive 

ved å bryte glykosidbindinger fra endene. De kan også være prosessive eller ikke-prosessive 

uavhengig av deres endo- eller eksoaktivitet. Lommetopologien er mest utbrett blant ekso-

glykosidhydrolaser som katalyserer depolymerinseringer der det er mange tilgjengelige ender. 

Kløft-topologien er vanlig for endo-glykosidhydrolaser. GH-er med tunelltopologi leder 

polysakkaridkjeden gjennom enzymets aktive sete og er effektive på substrater hvor det er få 

tilgjengelige ender på polysakkaridkjedene (Davies & Henrissat, 1995).  

Prosessivitet er et enzyms evne til å forbli bundet til substratet ved etterfølgende 

hydrolysereaksjoner (Davies & Henrissat, 1995). Prosessivitet er sentralt for GH-er da 

nedbrytningen av krystallinske substrater som kitin og cellulose krever store mengder fri 

energi på henholdsvis 5,6 kcal/mol (Beckham & Crowley, 2011) og 5,4 kcal/mol (Beckham et 

al., 2011) for en chitobiose- og cellobioseenhet. Ofte resulterer dette i at GH-katalysert 

hydrolyse av krystallinske substrater som cellulose og kitin har lave katalytisk 

hastighetskonstantverdier (kkat) (Kurasin & Väljamäe, 2011; Zakariassen et al., 2010). Denne 

trege kinetiske nedbrytningen av cellulose gir dermed utfordringer ovenfor 

kostnadseffektiviseringen og sammensetningen av enzymcocktails til 

bioraffineringsprosesser. Derfor har oppdagelsen av en ny enzymklasse, i dag kjent som 

LPMO-er, resultert i nye muligheter for utviklingen av konkurransedyktige annengenerasjons 

biodrivstoff og bioplast som et alternativ til fossile energikilder (Hemsworth et al., 2016).    
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1.2.2 Lytisk polysakkarid monooksygenaser – Axiliary activities (hjelpeenzymer) 

Enzymklassen i dag kjent som lytisk polysakkarid monooksygenaser (LPMO-er) ble først 

identifisert på 1990-tallet som enten kitinaktive CBM-er (familie CBM33) eller som lite 

katalytisk aktive former for GH-er (familie GH61) (Armesilla et al., 1994; Schnellmann et al., 

1994). I 2010 ble det oppdaget at det enduglukanase-aktive enzymet GH61 viste en betydelig 

økning i aktivitet ved nærvær av divalente metalioner (Harris et al., 2010). Denne 

oppdagelsen kom på bakgrunn av forskning fra Karehabdi et at. (2008), som viste at det var 

nødvendig med tilstedeværelse av divalente metallioner for å kunne bestemme enzymets 

krystallinske struktur med høy oppløsning (1,6 Å). Videre arbeid av Vaaje-Kolstad et al. 

(2010) viste at enzymer i familiene GH61 og CBM33 ikke viste endoglukanase-aktivitet, men 

heller oksiderte overflaten av krystallinsk kitin ved bruk av 𝑂2 og en reduktant.  

 

Mangfoldet av LPMO-familier  

Funnet av den oksiderende mekanismen resulterte i at enzymer i familiene GH61 og CBM33 

ble omklassifisert i CAZy-databasen til auxiliary activity enzymer (hjelpeenzymer) med 

forkortelsen LPMO eller AA (Horn et al., 2012; Levasseur et al., 2013). Senere oppdagelser 

av LPMO-er har resultert i nye familier som AA11 (Hemsworth et al., 2014), AA13 (Lo 

Leggio et al., 2015; Vu et al., 2014), AA14 (Couturier et al., 2018), AA15 (Sabbadin et al., 

2018) og AA16 (Filiatrault-Chastel et al., 2019). GH61 og CBM33 ble omklassifiserte til 

henholdsvis familie AA9 og AA10. Familiene er blitt kategorisert basert på sekvenslikhet 

(Levasseur et al., 2013). For mer informasjon om familienes kjente substrater og opprinnelse 

se Tabell 1.2.1. 
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Tabell 1.2.1 Oversikt over de ulike auxiliari activity (AA) familiene som inneholder LPMO-er. Viser 

antallet kjente enzymer og strukturer, samt substrater og typen organismer hvor de er av naturlig 

opprinnelse per 21.01.2021 (www.cazy.org).  

Familie Antall enzymer 

(antall strukturer) 

Opprinnelse Substrater 

AA9 30 (17) Sopp Cellulose (Phillips et al., 2011; Quinlan et al., 2011), 

Oligosakkarider (Isaksen et al., 2014),  

Hemicellulose (Agger et al., 2014), 

Xyalan (Frommhagen et al., 2015).  

AA10 26 (23) Bakterier (noen virus) Cellulose og Kitin (Forsberg et al., 2014b) 

AA11 1 (1) Sopp Kitin (Hemsworth et al., 2014) 

AA13 4 (1) Sopp Stivelse (Lo Leggio et al., 2015; Vu et al., 2014) 

AA14 2 (1) Sopp Xylan (Couturier et al., 2018) 

AA15 2 (1) Insekter Cellulose og Kitin (Sabbadin et al., 2018) 

AA16 1 (0) Sopp Cellulose (Filiatrault-Chastel et al., 2019) 

 

Struktur og substratbinding 

Den tertiære krystallstrukturen til de fleste LPMO-er er strukturelt sett svært like og består av 

en β-sandwich, som igjen består av to β-plater sammensatt av opptil syv til ni β-tråder (Figur 

1.2.3) (Vaaje-Kolstad et al., 2017). Strukturen inneholder også flere loops og små α-helikser 

mellom β-trådene i sekvensen, og gir opphav til strukturell diversitet blant LPMO-er. 

Loopene kan også være nyttige for substratgjenkjennelse og -spesifisitet ettersom de utgjør 

store deler av enzymets bindingsoverflate.  

 

http://www.cazy.org/
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Figur 1.2.3. Tertiær krystallstruktur av LPMO-en NcAA9C (PDB id: 4D7U) fra soppen Neurospora crassa viser 

generelle likhetstrekk for LPMO-strukturer, utenom de markerte loopene som kan variere sterkt avhengig av den 

individuelle LPMO-en. β-sandwichen er farget grønt, loopene har ulike farger, kobberatomet er farget oransje 

(sfære) og er koordinert til to histidiner (sticks). Hentet fra Karlsen (2017). 

LPMO-er har vist aktivitet på et mangfold av ulike polysakkarider (Tabell 1.2.1), hvor et 

fellestrekk er den flate substratbindene overflaten. Denne overflaten binder godt til 

krystallinske substrater som cellulose og kitin. Unntak finnes blant annet for AA13 som har 

en rundere bindingsoverflate ettersom den katalyserer stivelse i det som kan likne en 

lommetopologi (Lo Leggio et al., 2015). NcLPMO9C er et annet unntak grunnet dens aktivitet 

på det ikke-krystallinske substratet hemicellulose og løselige cellooligosakkarider (Agger et 

al., 2014). Enzym-substrat interaksjonene hos SmLPMO10A fra organismen Serratia 

marcescens ble først studert av Vaaje-Kolstad et al. (2005) ved stedrettet-mutagene og ga 

informasjon om at både polare aminosyrer og en enkel aromatisk aminosyre (Tyr 54) var 

viktige for binding av substratet (Harris et al., 2010). Dette er uvanlig ettersom aromatiske 

aminosyrer ofte er skjult inni proteinkjernen sjeldent for å unngå kontakt med 

løsningsmiddelet. En grunn til at aromatiske aminosyrer kan bidra til substratbinding er at 

aromatringen kan bidra i posisjoneringen av substratet ved bruk av lokale π-interaksjoner 

(Beeson et al., 2015). Dette har også blitt observert for AA9-enzymer (Li et al., 2012). Senere 

viste Frandsen et al. (2016) ved krystalliseringsstudier av et LPMO-substrat-kompleks at 

celluloseaktive LPMO-er er mer hydrofobe på den substratbindene overflaten enn kitinaktive 

LPMO-er. Dette kan være på grunnlag av cellulose sin hydrofobe overflatestruktur.  

I likhet med GH-er har flere LPMO-er én eller flere CBM-er, med konserverte aromatiske 

aminosyrer på overflaten. Unntaket er AA10-familien som nesten utelukkende består av 
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enkeltdomeneenzymer (Horn et al., 2012). Det har senere vist at CBM-er sannsynligvis 

promoterer til økt substratbinding av polysakkarider som cellulose (CBM1 og CBM2), kitin 

(CBM1, CBM2, CBM5/12 CBM14 og CBM73) eller stivelse (CBM20) (Vaaje-Kolstad et al., 

2017). Dette kan komme av at de kontrollerer posisjoneringen av det aktive setet i forhold til 

substratet for optimalisering av katalysen. Den nærliggende effekten av CBM-er bidrar til å 

øke den effektive konsentrasjonen av enzymet [E], og kan resultere i økt katalytisk aktivitet 

ved at de beskytter enzymet fra egenkatalytisk inaktivering (Courtade et al., 2018). Når CBM-

er fjernes fra eller byttes mellom LPMO-er kan det resultere i svekking av 

substratbindingskapasiteten, enzymstabiliteten og den katalytiske aktiviteten, grunnet 

endringer i protein-substrat interaksjoner (Courtade et al., 2018; Crouch et al., 2016; Forsberg 

et al., 2014b; Forsberg et al., 2018). Dette påpeker betydningen av CBM-er for 

opprettholdelsen av LPMO-ers katalytiske aktivitet. 

 

Aktivt sete 

Nær midten av den substratbindene overflaten ligger det aktive setet. Det er flatt utformet og 

inneholder et bundet kobberatom koordinert av tre nitrogenatomligander fra to ulike histidiner 

(Figur 1.2.3). Den ene histidinen er lokalisert N-terminalt og danner sammen med den andre 

histidinen et konservert katalytisk motiv kjent som histidin brace (Horn et al., 2012; Quinlan 

et al., 2011). Denne koordineringen av kopperatomet er essensielt for enzymkatalysen hos alle 

LMPO-er. 

I sin inaktive form, Cu(II), er kobberatomet koordinert av tyrosin i aksialposisjon for 

familiene AA9, AA11 og AA13 (Figur 1.2.4). Dette er grunnet Cu(II) preferanse for 

koordinasjonstall mellom fire til seks, som ved hjelp av to vannmolekyler resulterer i en 

beskyttende oktaeder geometri (Karkehabadi et al., 2008; Kjaergaard et al., 2014; McEvoy et 

al., 2021). Hos AA10-familien er det fenylalanin eller alanin som befinner seg i 

aksialposisjonene og resulterer i en trigonal-bipyramidal geometri (Hemsworth et al., 2013). 

Når kobberatomet blir redusert til Cu(I) ved hjelp av en ekstern elektrondonor krever det 

minimalt med omrokkering av atomene i det aktive setet. Cu(I) er ofte koordinert av tre 

ligander, som gir en sannsynlig endring av geometrien mot en mer planar histidin brace. Dette 

kan trolig forekomme ved at de to vannmolekylene og tyrosin flyttes for å gi plass til 

kosubstratet (Beeson et al., 2015; Kjaergaard et al., 2014).  
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Figur. 1.2.4 Strukturell sammenlikning av fire LPMO-er. A) Enzymnavn. B) Foreslått substratbindingsoverflate 

for LMPO-ene. Svarte aminosyrer ligger i horisontalaksen. Kobberatomet er oransje (sfære). Blått representerer 

koordinerende histidiner og mulige substratbindende aromater. C) Aktive seter til LPMO-ene, med den 

karakteristiske histidin bracen. Inkluderer alle aminosyrer innen 6 Å av kobberatomet. Hentet fra Forsberg et al. 

(2014a). 

Elektrondonorer 

Tilgangen på ekstracellulære elektrondonorer er nødvendige for aktiveringen av den 

oksidative mekanismen til LPMO-er slik at de kan katalysere hydroksyleringen av 

polysakkarider (Kracher et al., 2016). Det finnes et mangfold av ulike reduksjonsmidler for 

LMPO-er deriblant; askorbinsyre (AscA), glutation (Vaaje-Kolstad et al., 2010), gallussyre 

(Quinlan et al., 2011), cystein, pyrogallol (Lo Leggio et al., 2015), lignin, resveratrol, katekin, 

koffeinsyre, sinapinsyre og hydrokinon (Westereng et al., 2015).  

Det er også blitt vist at det FAD-avhengige enzymet cellobiosedehydrogenase (CDH) kan 

fungere som elektrondonor for LPMO-er (Phillips et al., 2011). Courtade et al. (2016) viste 

ved bruk av kjernemagnetiskresonans (NMR) og isotermisk titreringskalorimetri (ITC) at 

CDH bindes direkte til det aktive setet på LPMO-en. Dette impliserer at kobberatomet 

reduseres til Cu(I) før substratbinding og det andre elektronet i katalysen lagres eller tilføres 

det aktive setet via en elektrontransportvei innad i LPMO-en. Dette resulterer i liten tunnel 

mellom proteinet og løsningsmiddelet som sterisk hindrer tilgangen på videre reduktant til det 

aktive setet hos SmAA10A slik at kun små molekyler som H2O, O2 og H2O2 kan passere 

(Bissaro et al., 2018; Chylenski et al., 2019; Eijsink et al., 2019; Forsberg et al., 2019). 

En annen mulighet for reduksjon er at CDH binder til en sideloop før elektronene overføres 

via et hydrogenbindingsnettverk eller konserverte aromatiske aminosyrer, men denne teorien 

har ikke blitt eksperimentelt verifisert (Li et al., 2012). Et nyere og spennende 
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reduksjonsmiddel for LPMO-er en lysdrevet reaksjon med klorofyll. Resultatene fra Canella 

et al. (2016) viste til en 20-gangers økning i produksjonen av oligosakkarider og 100-gangers 

økning i aktivitet ved bruk av lys-indusert elektronoverføring. Det er også blitt vist at LPMO-

er redusert ved lys-indusert elektronoverføring produserer og er avhengige av H2O2, men 

uavhengige av andre reduktanter for effektiv katalyse av krystallinske polysakkarider (Bissaro 

et al., 2020a). Disse resultatene viser at LPMO-er har tilgang til flere naturlige elektrondorer 

hvor mekanismene må identifiseres og karakteriseres før de kan brukes til effektiv 

nedbrytning av lignin- og celluloseholdig biomasse.  

 

Mulige reaksjonsmekanisme(r) og kosubstrat(er) 

LPMO-er ble opprinnelig klassifiserte som monooksygengasser grunnet eksperimenter med 

CBP21, 18O2 og reduktanten askorbinsyre som viste, ved MALDI-TOF massespektrometri, at 

ett isotopmerket oksygenatom ble inkludert i det oksiderte produktet, samt at fraværet av O2 

eller bruken av cyanid inhiberte enzymaktiviteten (Vaaje-Kolstad et al., 2010). Videre studier 

viste at LPMO-er er avhengige av et kobberion, en elektrondonor og O2 som kosubstrat, for å 

utføre oksidativt bindingsbrudd av krystallinske polysakkarider (Horn et al., 2012). Det har 

derimot senere blitt vist både eksperimentelt og ved kvantemekaniske og 

molekylærmekaniske beregninger (QM/MM) at H2O2 er det foretrekkende kosubstratet til 

LPMO-er (Bissaro et al., 2016b; Bissaro et al., 2017; Bissaro et al., 2020a; Bissaro et al., 

2020b).  

Grunnlaget for H2O2 som kosubstrat ble vist av Bissaro et al. (2016b; 2017) som viste stabil 

og hurtig reaksjonskinetikk ved kontrollert tilgang på H2O2, med opptil 26 ganger mer 

produktdannelse enn den O2-drevede reaksjonen. Liknende resultater ble senere oppnådd i 

2020 av en annen forskningsgruppe (Hedison et al.). Denne økningen i produktdannelse 

samsvarer med resultater fra Cannella et al. (2016) og kan tyde på at H2O2 utgjør en viktig 

rolle som kosubstrat for LPMO-er, deriblant i fotokatalytiske reaksjonssystemer med 

klorofyll. LPMO-en, TtLPMO9E, katalyserte reaksjonene under anaerobe med resulterende 

substøkiometriske mengder askorbinsyre og oksiderte produkter. Dette tilsier at den H2O2-

drevede katalysen kun krever ett elektron for aktivering av Cu(I) i opptil 20 katalytiske 

sykluser (Hedison et al., 2020). Eksperimenter med 18O i form av H2
18O2, med et ti ganger 

molart overskudd av O2 viste at oksygenatomet i de oksiderte produktene stammet fra H2O2. 

Dette har resultert i flere QM/MM-studier som diskuterer spesifikke mekanismer og 

tilhørende kobberoksid/-superoksid spesier (Figur 1.2.5). Mekanismene avsluttes med en 
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omleiringsreaksjon mellom den nydannede  hydroksylgruppen og glykosidbindingen og 

resulterer i ulik produktdannelse (Figur 1.2.6) avhengig av LPMO-familien (Chylenski et al., 

2019).  

 

Figur 1.2.5. Grunnleggende og sammensatte representasjoner av mulige reaksjonsmekanismer for LPMO-

katalyse av polysakkarider. A) Grunnleggende reaksjonsmekanisme for SmAA10A med kosubstratet H2O2. 

Viser reduksjons av LPMO-en, binding av substrat, hydroksylering av substrat, gjentatte katalytiske sykluser og 

til slutt oksidering av LPMO-en tilbake til Cu(II). X betegner reaksjonsprodukter. B) Oppsummering av 

foreslåtte reaksjonsmekanismer for oksidasjon av substrat, ved hjelp av hydrogenabstraksjon med kosubstratet 

O2 eller C) H2O2. Inkluderer nettoreaksjon (over syklusen) for monooksygenase- og peroksygenasereaksjonen. 

Reaksjonene i B) krever tilførsel av et elektron og et proton under reaksjonssyklusen og er et mulig 

hastighetsbestemmende trinn grunnet usikkerheten omkring tilførselen av det andre elektronet. I C) er den 

begrensende reaksjonen muligens tilknyttet dannelsen av H2O2 eller superoksidet. Sammensatt og hentet fra 

Bissaro et al. og Chylenski et al. (2020b; 2019).  
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Kinetiske studier av Kusk et al. (2018a), Hangasky et al. (2018) og Frandsen et al. (2016) 

viste i likhet med tidligere eksperimenter at O2-drevne reaksjoner var ca. 1000 ganger mindre 

effektive (kcat/Km) enn for reaksjoner drevet av H2O2. Videre ble det observert at ved lav 

substrat- eller høy H2O2-konsentrasjon kunne LPMO-er reagere med H2O2 og oksidativt 

inaktiveres. (Bissaro et al., 2017; Loose et al., 2018; Müller et al., 2018). Det ble senere vist 

av Petrović et al. (2018) at metylering av den N-terminale histidinen beskytter LPMO-er mot 

auto-katalytisk oksidativ inaktivering. I en nylig publisert studie ble det oppdaget at LPMO-er 

i familien AA10 er katalytisk sensitive til svært små mengder (mikromolar) av Cu(II)-ioner i 

løsning med molart overskudd av reduktanten askorbinsyre, grunnet dannelsen av H2O2 når 

askorbinsyre reduserer fritt Cu(II) til Cu(I). Derimot viste gallussyre seg å være lite sensitiv 

for frie Cu(II)-ioner. Dette tyder på at reaksjonshastigheten under normale 

reaksjonsbetingelser er begrenset av den LPMO-uavhengige dannelsen av H2O2 ved 

oksidasjon av reduktanten (Stepnov et al., 2021). På bakgrunn av forskningen så langt kan 

H2O2 betraktes som det foretrekkende kosubstratet for LPMO-er, men den oksidative 

nedbrytningen av krystallinsk biomasse er fremdeles lite eksperimentelt verifisert, og er 

avhengig av mange faktorer som [H2O2], [O2], [Reduktant], [Cu]2+ med flere. Videre finnes 

det store individuelle variasjoner i reduksjonspotensialet for redoksparet, LPMO-Cu(II)/Cu(I), 

og oksidaseaktivitet varier stort mellom ulike familier. Dermed er bedre forståelse av 

kinetikken mellom LPMO-er og reduktanter, bestemmelse av oksidasemekanismen og evnen 

til å produsere H2O2 fra O2 sentrale aspekter som gjenstår å karakterisere før LPMO-er kan 

anvendes i fremtidige bioraffineringsprosesser. (Borisova et al., 2015; Forsberg et al., 2014a; 

Aachmann et al., 2012). 

 

Figur 1.2.6 C1 og C4 selektive oksidasjonsprodukter fra LPMO-katalysert nedbrytning av cellulose. Produktene 

er lakton eller 4-ketoaldose, som henholdsvis er i likevekt med deres hydrerte former aldonsyre og 4-gemidol. 

Hentet fra Chylenski et al. (2019). 
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Som tidligere beskrevet gir den GH-katalytiske mekanisme mono- oligo-, og 

polysakkaridprodukter hvor den funksjonelle hydroksyl-/karbonylgruppen på C1 og 

hydroksylgruppen på C4 bevares. Den LPMO-katalyserte mekanismen derimot endrer disse 

funksjonelle gruppene grunnet den oksidative mekanismen. LPMO-er kan regioselektivt 

oksidere C1, C4 eller både C1 og C4 (Figur 1.2.6) (Forsberg et al., 2014a; Isaksen et al., 

2014). C1 oksidasjonsprodukter dannes fra LPMO-type 1, C4oks-produkter fra type 2, mens 

C1oks- og C4oks-produkter dannes fra type 3. For C1-aktive LPMO-er er likevekten forskjøvet 

mot høyre (aldonsyre) ved nøytral pH, mens for C4-aktive LPMO-er forblir likevekten 

uendret (Villares et al., 2017). Celluloseaktive LPMO-er viser både C1- og C4-aktivitet, mens 

for LPMO-er som er aktive på xylan, stivelse og kitin har kun C1-oksiderte produkter blitt 

oppdaget (Chylenski et al., 2019; Forsberg et al., 2019).  

 

1.3 Isotermisk titreringskalorimetri  

Isotermisk titreringskalorimetri (ITC) er en ikke-destruktiv metode som kan benyttes til å 

studere molekylære interaksjoner mellom stoffer og biomolekyler, for eksempel 

enzymbinding av substrat, ved å registrere varmeendringer. Metoden kan benyttes til nøyaktig 

og effektiv bestemmelse av bindingskonstanter (Ka), entalpi (ΔHo), entropi (ΔSo), spontanitet 

utrykt ved Gibbs fri energi (ΔGo) og støkiometrien (n) til en reaksjon ved å måle 

reaksjonsvarmen.  

Et ITC-instrument består av to identiske celler (Figur 1.3.1). Den ene er en prøvecelle, hvor 

reaksjonen foreligger, den andre en referansecelle fylt med vann eller buffer. Alle løsninger 

bør være avgasset for å unngå støy fra luftbobler. Begge cellene består av et høyledende 

termisk materiale omgitt av en adiabatisk kappe (varmeskjold) som holder temperaturen 

konstant i begge cellene for å hindre varmeoverføring mellom dem. Utenfor denne kappen 

ligger det et annet varmeskjold som isolerer cellene fra omgivelsestemperaturen. De fleste 

moderne ITC instrumenter opererer ved å registrere temperaturforskjellen mellom det to 

cellene, og mellom cellene og varmeskjoldene. Varmeskjoldene til cellene og veggene tilfører 

varme om nødvendig for å opprettholde konstant temperatur i systemet (Pierce et al., 1999).   
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Figur 1.3.1 Venstre: Skjematisk oversikt over hovedkomponentene i et ITC-instrument. Høyre: Resultater fra et 

protein-ligand-forsøk. Øvre del, A) viser et ITC-termogram for injeksjonen av ligand til protein (svart) i tillegg 

til fortynningen av ligand i buffer (rød). Nedre del, B) viser en bindingsisoterm hvor varmen (Q) plottes mot 

total ligandkonsentrasjon [LT] delt på den totale proteinkonsentrasjonen [MT]. Videreutviklet fra arbeidet til 

Martinez et al. (2013). 

I 2001 viste Todd og Gomez to ulike teknikker for bestemmelse av kinetiske konstanter ved 

bruk av ITC, hvor begge baserte seg på det at forholdet mellom reaksjonshastigheten og 

reaksjonsvarmen er proporsjonalt. Metode 1 går ut på at et enzym titreres med en økende 

mengde substrat under pseudo-første ordens reaksjonsbetingelser. Metode 2 derimot bruker 

kun en enkelt injeksjon av substrat og følger kontinuerlig med på endringen i 

reaksjonsvarmen mens substratmengden reduseres som et resultat av omdanningen til 

produkter. Metode 2 brukes ofte ved lav reaksjonsvarme eller ved store reaksjonshastigheter. 

Ved injeksjon av enzym eller ligand gjennom den roterende injektorsprøyten vil 

reaksjonshastigheten kunne bestemmes ved å måle endringen i den instrumentelle varmen 

tilført per tid (termisk kraft) til prøvecellen som et resultat av reaksjonsvarmen. Ved en 

varmegenererende reaksjon (eksoterm, ΔH < 0) vil kalorimeteret måtte levere mindre termisk 

kraft for å opprettholde temperaturlikevekten, og dette resultere i et negativt utslagssignal på 

termogrammet. For varmekrevende reaksjoner (endoterm, ΔH > 0) må instrumentet levere 

mer termisk kraft for å opprettholde isotermen, og dette resulterer i et positivt signalutslag på 

termogrammet. 
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Bruken av ITC som metode for enzymanalyser er godt beskrevet av Todd og Gomez (2001). 

Videre følger en beskrivelse av likningene brukt som en del av denne oppgaven. Under 

pseudo-første ordens analyser drives termodynamiske reaksjoner dersom ΔG < 0, utrykket 

ved 𝛥𝐺 =  𝛥𝐻 − 𝑇𝛥𝑆 , hvor entalpiendringen observeres som varme. Dette betyr at ITC er en 

metode som kan bestemme reaksjonshastigheter for enzymkatalyserte reaksjoner av substrat. 

Den termiske kraften kan da måles som en funksjon av varmen (Q) og tid (dt) gitt ved 

likningen: 

𝐾𝑟𝑎𝑓𝑡 =  
𝑑𝑄

𝑑𝑡
     (1.3.1) 

Videre er mengden varme for en reaksjon ved omgjøring av n mol substrat til produkt gitt 

ved: 

𝑄 = 𝑛 ∗ ΔH𝑎𝑝𝑝 = [𝑃]𝑡𝑜𝑡 ∗ 𝑉 ∗ ΔH𝑎𝑝𝑝    (1.3.2) 

hvor V er volumet av løsningen i prøvecellen, P er konsentrasjonen av produktdannelsen i 

molar (M) og ΔH𝑎𝑝𝑝 er den eksperimentelle molare entalpiendringen for reaksjonen. Dette 

gjør det mulig utrykke den termiske kraften og reaksjonshastigheten (raten) for et enzym ved 

likningen: 

𝐾𝑟𝑎𝑓𝑡 =  
𝑑𝑄

𝑑𝑡
= 

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
∗ 𝑉 ∗  ΔH𝑎𝑝𝑝    (1.3.3) 

Som kan omformes til:  𝑅𝑎𝑡𝑒𝑛 =  
𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
=

1

𝑉∗∆𝐻𝑎𝑝𝑝
∗
𝑑𝑄

𝑑𝑡
     (1.3.4) 

ITC kan videre anvendes som en hurtigmetode for bestemmelse av kinetiske og 

termodynamiske parametere for enzymkatalyserte reaksjoner i blanke løsninger, og krever 

ikke dannelsen av UV/vis-absorberende stoffer som Amplex® Red eller coerulignon. De 

overnevnte stoffene er brukt i LPMO-analyser av henholdsvis Kittl et al. (2012) og Breslmayr 

et al. (2019). Det er også mulig å bestemme reaksjonsentalpien fra ett forsøk, i motsetning til 

en van’t Hoff-analyse hvor flere forsøk ved ulike temperaturer må gjennomføres. En ulempe 

med metoden er dersom reaksjonen har en lav entalpiendring kan det være utfordrende å 

gjennomføre analyser. 
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1.4 Stopped-flow spektroskopi 

Biokjemiske reaksjoner er ofte hurtige, med en reaksjonstid på mellom 50-100 ms. Dette 

krever hurtige analysemetoder som stopped-flow spektroskopi for å kunne gi robuste, 

selektive, sensitive og høyoppløselige data om enzymkinetikk. Et stopped-flow 

spektrofotometer (Figur 1.4.1) er et instrument som kan blande to til fire ulike reaktanter 

hurtig (<1 ms), med en dødtid på 1-2 ms. Dødtiden utgjør tiden mellom blanding inntreffer og 

første mulige observasjon registreres. Dermed er tiden som kreves for å blande reagensene fra 

to eller flere sprøyter ofte opphavet til dødtiden. Sprøytene styres av stempler som utfører 

blandingen med volumer på mellom 40-150 µL til en observasjonscelle hvor lyset fra lampen 

interagerer med blandingen og UV/vis-absorbans eller fluorescens (spenning) per tid 

registreres som en kurve (AppliedPhotophysics, 2018; Bagshaw, 2013; Gore, 2000). Den nye 

blandingen fortrenger den tidligere løsningen mot stop-sprøyten, som fylles inntil stempelet 

aktiverer en utløsningsbryter. Da stoppes blandingen av nye reagenser og datainnsamlingen 

startes (Lesk, 2016). I sekvensiell blandingsmodus vil stopped-flow-instrumentet blande to 

reagenser før det etter en angitt tid (millisekunder til flere sekunder senere) blandes med en 

tredje reagens og fyller observasjonscellen (AppliedPhotophysics, 2018; Bagshaw, 2013).  

    

Figur 1.4.1. Skjematisk oversikt av et stopped-flow instrument i enkel- og dobbel blandingsmodus. Absorbans 

måles direkte gjennom observasjonscellen, mens fluorescens måles med 90o vinkel til lyskilden som ofte består 

av en Xe eller Xe/Hg lampe. Stopp-sprøyten forhindrer reaksjonen fra å fortsette kontinuerlig og resulterer i 

målinger av hurtige kinetiske reaksjoner i millisekundområdet. Hentet fra TgKScientific. 
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Under pseudo-førsteordens reaksjoner med en dødtid på 1 ms kan hastighetskonstanter 

bestemmes nøyaktig, med en kobs verdi på mellom 10-1000 s-1, gitt at metoden har et godt 

signal til støyforhold (Bagshaw, 2013). Ut fra kinetiske kurver kan parametere som 

hastighets- (Bissaro et al., 2020b), bindings-, effektivitets- og likevektskonstanter samt 

redokspotensialer beregnes (Ayuso-Fernández et al., 2019; Sørlie et al., 2000). Dette gjør at et 

stopped-flow spektrofotometer kan anvendes som et hjelpemiddel i forskningen på LMPO-er 

sine reaksjonsmekanismer, elektronoverføring (Breslmayr et al., 2020), 

reaksjonsintermediater (Singh et al., 2020), fluorescens (Bissaro et al., 2016a), 

proteinstrukturer, bindingsinteraksjoner, proteinfolding med mer. Ved utførelse av gjentatte 

stopped-flow analyser kan effekten av parametere som temperatur, pH og 

reaktantkonsentrasjon på enzymers reaksjonskinetikk studeres (AppliedPhotophysics, 2018). 

Stopped-flow analyser med fluorescensdetektor benytter seg av de fluorescerende 

egenskapene til et stoff. Fluorescens kan beskrives som det effektive tapet av 

eksitasjonsenergi ved emisjon av stråling, og oppstår normalt innen 10-8 – 10-6 s, som er 

hurtigere enn dødtiden til et moderne stopped-flow instrument (Lesk, 2016). Bølgelengden på 

den emitterte strålingen vil være lengre enn eksitasjonsbølgelengden ettersom deler av 

energien som kreves for å eksitere og øke molekylets kinetiske energi går tapt til omgivelsene 

i form av varme (Nahata, 2011). Denne forskyvningen av emisjonen fra absorbsjonen kan 

benyttes eksperimentelt til å filtrere bort lyset fra eksitasjonen, slik at fotomultiplikatoren kan 

registrere svakt fluorescerende lyssignaler og oppnå lave deteksjonsgrenser (Lesk, 2016).  

Tidligere eksperimenter av Bissaro et al. (2016a; 2020b) har vist at endringer i fluorescens for 

SmAA10A (tidligere CPB21) og ScAA10C (CelS2) kan anvendes til å studere 

oksidasjonstilstanden til kobberatomet. De tidligere eksperimentene viste at en eksitasjon med 

bølgelengde 280 nm resulterte i en økt intensitet av fotomultiplikatorens fluorescensrespons 

for LMPO-Cu(I) i forhold til LPMO-Cu(II) ved hjelp av stopped-flow spektroskopi. Dette har 

senere vist seg å være tilfellet for NcAA9C, men forskjellen i intensitet er markant høyere hos 

SmAA10A (Figur 1.4.2). En emisjonstopp for LPMO-Cu(I) ble registrert rundt bølgelengden 

340 nm med et monokromatisk filter (λ > 320 nm) for å utelukke interferens fra korte 

absorberende bølgelengder som ble brukt til eksitering av LPMO-en. Det ble antatt at 

endringen i fluorescens mellom LPMO-Cu(I) og LMPO-Cu(II) hos CBP21 (PDB ID: 2BEM) 

skyldes konformasjonsendringer i det aktive setet og i π-interaksjonene mellom fem ulike 

tryptofan residuer i den første- og andre sfæren (Trp178, Trp119, Trp108, Trp128 og Trp94) 

(Bissaro et al., 2020b). For NcAA9C (PDB ID: 4D7U) er det fremdeles usikkert hvilke 
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residuer som gir opphav til endringer i fluorescens, men mulige residuer kan være Trp62 og 

Trp131. 

 

Figur. 1.4.2. Emisjonsspektre for den redoksavhengige fluorescerende egenskapen hos A) NcAA9C i redusert 

form (Cu(I), oransje), oksidert form (Cu(II), blå). B) SmAA10A i redusert form (Cu(I), oransje), oksidert form 

(Cu(II), blå), blankprøve (grønn) og blankprøve med reduktanten askorbinsyre (gul). Figurene er fremstillinger 

av upublisert data fra arbeidet til Dr. Ivan Ayuso-Fernandez (A) og stipendiat Ole Golten (A og B). 

Fluorescensanalysene ble utført på et Varian Cary Eclipse fluorescens spektrofotometer (Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA). 
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1.5 Oppgavens formål 

Per i dag er det mange publikasjoner om LPMO-er og deres anvendelsesmuligheter i 

fornybare bioraffineringsprosesser. Derimot er det få detaljerte kinetiske studier om LPMO-er 

sine reaksjonsmekanismer, og det å kjøre eksperimentelle kinetiske studier har vist seg å være 

utfordrende (Chylenski et al., 2019; Eijsink et al., 2019; Forsberg et al., 2019). Derfor er det et 

reelt behov for flere kinetiske metoder som kan gi innsikt i den molekylære mekanismen til 

LPMO-er. Videre krever dette metoder som ikke bare studerer den helhetlige nedbrytningen 

av karbohydrater, men også individuelle trinn i mekanismene som kan verifiseres med videre 

kvantemekaniske og molekylærmekaniske beregningsstudier.  

Dette er hvor denne mastergradsoppgaven inntrer som en del av den pågående forskningen på 

LPMO-er. Oppgaven er underlagt PEP-gruppen (Protein Engineering and Proteomics Group) 

ved NMBU hvor det blant annet jobbes med å finne fluorescerende proteiner samt etablere 

stopped-flow analysemetodikk til å kunne utføre eksperimenter for sammenlikning av 

reduksjon, re-oksidasjon, oksidase-, peroksidase-, monooksygenase- og 

peroksygenaseaktivitet innad og mellom LPMO-familiene AA9, AA10 og AA11 (Sørlie, 

2021).  

I 2020b ble det publisert en studie av Bissaro et al. hvor det ble brukt stopped-flow 

spektroskopi for å bestemme kinetiske hastighetskonstanter for reduksjonen og re-

oksidasjonen av SmAA10A med henholdsvis L-askorbinsyre og hydrogenperoksid. 

Askorbinsyre er bare en av et mangfold reduktanter (se del 1.2.2) som er blitt brukt innen 

forskning på LPMO-er. Derfor tok vi utgangspunkt i metodene beskrevet av Bissaro et al. og 

reproduserte de opprinnelige resultatene for reduksjonen av SmAA10A med L-askorbinsyre. 

Metoden ble senere gjennomført med andre LPMO-reduktanter som gallussyre og L-cystein 

for å øke dens anvendelsesverdi. Det forelå også et mål om å teste påvirkninger av 

miljøendringer, og reduksjonen ble derfor testet ved både pH 7.0 og 8.0 for å studere om 

reduksjonshastigheten kunne relateres til pH. Metoden ble også forsøkt utført med NcAA9C 

katalytisk domene for å studere forskjeller i reduksjonshastigheten mellom LPMO-familier, 

men resultater herfra ble ikke inkludert i oppgaven grunnet at proteinet var farget brunt, som 

ikke er en normal farge for LPMO-løsninger.  

Videre ble metoden for re-oksidasjonen av SmAA10A videreutviklet med mål om å 

simplifisere analysen ved å fjerne det eksterne aktiveringstrinnet, slik at både reduksjonen og 

re-oksidasjonen av proteinet kunne gjennomføres på stopped-flow spektrofotometeret. 

Grunnlaget for å eliminere den eksterne reduksjonen av SmAA10A med askorbinsyre er at 



Side 23 av 68 
 

dette trinnet er en tidkrevende prosess som også medbringer usikkerhet dersom ikke all 

reduktant fjernes, eller hvis systemet ikke forblir fullstendig oksygenfritt. Dette ble oppnådd 

ved å optimalisere spetrofotometeret mot et forsøk i dobbel blandingsmodus etter installasjon 

av en forsinkelseslinje. Det ble senere utført både innledende og optimaliserte re-

oksidasjonsforsøk med reduktantene L-askorbinsyre, gallussyre og L-cystein.   

I tillegg til stopped-flow analysene ble det utført innledende isotermisk 

titreringskalorimetriske analyser av fritt CuSO4 og LsAA9A for å måle termodynamiske og 

kinetiske parametere for oksidaseaktiviteten. De overnevnte analysemetodene skulle da danne 

et grunnlag for videreutviklingen av robuste kinetiske forskningsmetoder for karakterisering 

av ulike trinn i den molekylære reaksjonsmekanismen til LPMO-er. 

Nedenfor følger videre mål for egen utvikling som ble utarbeidet med utgangspunkt i 

læringsutbyttebeskrivelsen for mastergradsemnet, M30-KJEMI (NMBU):  

Kunnskapsmål:  

• Kunne selvstendig gjennomføre et forskningsarbeid basert på en vitenskapelig 

problemstilling. 

• Ha avansert og anvendt kunnskap om LPMO-ers; struktur, reaksjonsmekanismer, 

kinetikk og termodynamikk, samt kunnskap om metoder som stopped-flow 

spektroskopi og isotermisk titreringskalorimetri.  

Ferdighetsmål:  

• Kunne benytte relevant forskningslitteratur og metoder samt trekke konklusjoner 

basert på egne forskningsresultater. 

Generell (grunnleggende) kompetanse:  

• Kunne formidle kunnskap fra et selvstendig forskningsprosjekt både skriftlig og 

muntlig.  

• Kunne lese, forstå og anvende forskningslitteratur på en hensiktsmessig måte som 

imøtekommer forskningsetiske retningslinjer.  

• Kunne skrive en faglig sammenhengene monografi for avhandlingen. 

 

 



Side 24 av 68 
 

2. Materialer  

Tabell 2.1. Laboratorieutstyr 

Laboratorieutstyr Spesifikasjon Leverandør 

Autoklavteip  12 mm VWR 

Avtrekkskap Mc6 Waldner 

Anaerobt kammer A95 TG anaerobic 

workstation 

Whitley 

Blåkorkflasker 1000 mL 

500 mL 

250 mL 

100 mL 

VWR 

MaxyClear Snaplock 

Microsentrifugerør 

2 mL -Axygen® 

1,5 mL -Axygen® 

VWR 

Fryser (-20 °C)  Bosch 

Whirlpool 

Glassutstyr  Scott-Duran 

VWR 

Ismaskin KF145 PORKKA 

Isotermisk 

titreringskalorimeter 

VP-ITC MicroCalorimeter MicroCal 

Kjøleskap (4 °C)  Whirlpool 

Kulturflasker Nalgene 2000 mL Thermo Scientific 

Kyvette µ-Kyvette G1.0 Eppendorf 

Magnetrører fisherbrand Thermo Fisher Scientific 

Mikrovekt Sartorius CP-2P VWR 

Parafilm ® M Laboratory Film BEMIS 

Pasteur pipetter Plast, 5 mL 

Plast, 3 mL 

Plast, 1 mL 

VWR 

pH-meter FiveEasy Plus Mettler Toledo 

Pipettespisser Next Generation Tip Refill VWR 

Pipetter 0,5-5 mL 

100-1000 µL 

20-200 µL 

VWR 

Plastsprøyter 30 mL 

20 mL 

10 mL 

5 mL 

2 mL 

BD Plastipak 

 

HENKE SASS WOLF 

BD Emerald 

 

Sentrifugerør Cellstar® Tubes 50 mL 

Cellstar® Tubes 15 mL 

Greiner Bio-One 

Spekterfotometer D30 Biphotometer 

Cary 60 UV-vis 

Eppendorf 

Agilent Technologies 

Steritop® Filter 0,22 µm PES Membran Millipore Express® PLUS 

Stopped-flow 

spektrofotometer 

SMF4000 BioLogic Scientific 

Instruments 
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Tabell 2.2. Programvare 

Programvare Bruksområde Leverandør 

Bio-Kine32 Stopped-flow analyser BioLogic 

Microsoft Excel Databehandling Microsoft 

MicroCal VP Viewer  

Origin 7 

ITC analyser 

 

OriginLab 

Sigma Plot Databehandling Systat Software Inc. 

Simple Reads [H2O2] bestemmelse Cary WinUV 

 

Tabell 2.3. Kjemikalier 

Kjemikalie Formel Leverandør 

Amplex® Red C14H11NO4 Thermofisher Scientific 

Bis-Tris C8H19NO5  VWR 

Destillert vann (Milli-Q®) dH2O Millipore 

Dimetylsulfoksyd C2H6OS Merck KGaA 

Gallussyre monohydrat C7H6O5 Sigma-Aldrich 

Horseradish Peroxidase 

(HRP) 

 Sigma-Aldrich 

Hydrogenklorid 37% HCl Sigma-Aldrich 

Hydrogenperoksid 30% H2O2 Merck KgGaA 

Kobbersulfat CuSO4 Sigma-Aldrich 

L-Askorbinsyre C6H8O6 Sigma-Aldrich 

Merck KGaA 

L-Cystein hydroklorid 

monohydrat 

C3H7NO2S Sigma-Aldrich 

Metanol HCOH VWR 

Natriumhydroksid  NaOH VWR 

Vann: TraceSELECT 

Milli®-Q 

H2O Honeywell 

Millipore 

Tris hydroklorid C4H11NO3HCl AMRESCO 

 

 

 

 

 

 

 



Side 26 av 68 
 

3. Metoder 

3.1 Proteinproduksjon av SmAA10A og NcAA9C katalytisk domene 

SmAA10A ble produsert, renset, oppkonsentrert og mettet med kobbersulfat av Dr. Ivan 

Ayuso-Fernandez etter beskrivelsen av Vaaje-Kolstad et al. (2005), for bruk i stopped-flow 

analyser. Proteinløsningen ble før analyser filtrert for overflødig kobber og oppkonsentrert 

igjen for å unngå produksjon av små mengder H2O2 grunnet fritt Cu(II) (se del 1.2.2). 

NcAA9C katalytisk domene ble produsert, renset, oppkonsentrert, mettet med kobbersulfat og 

overflødig kobber ble filtrert bort av Dr. Ivan Ayuso-Fernandez etter beskrivelsen av Rieder 

et al. (2021). 

 

3.2 Bestemmelse av proteinkonsentrasjoner 

Materialer:  

• Isolert protein (SmAA10A) 

• Blankprøve av buffer (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7.0) 

• Kyvette (µ-Kyvette G1.0, Eppendorf, Hamburg, Tyskland) 

• D30 Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Tyskland) 

Metode:  

Proteinkonsentrasjonen av SmAA10A kan måles ved bruk av et D30 Biophotometer 

(Eppendorf, Hamburg, Tyskland), som måler absorbansen av de aromatiske aminosyrene 

fenylalanin, tyrosin og tryptofan ved absorbsjonsmaksimum på henholdsvis 257 nm, 274 nm 

og 280 nm. Konsentrasjonen kan deretter bestemmes ved hjelp av Beer-Lamberts lov (Lesk, 

2016).  

A = cεl          (3.1.1) 

, hvor A er absorbansen målt ved 280 nm, c er den molare konsentrasjonen, ε er den molare 

ekstinksjonskoeffisienten og l er lengden på absorpsjonscellen (kyvetten). For SmAA10A og 

NcAA9C er de teoretiske molare ekstinksjonskoeffisientene henholdsvis 35200 M-1 cm-1 

(Kuusk et al., 2018b) og 32680 M-1 cm-1 (beregnet med ExPASy, PrtoParam). Lengden på 

kolonnen var 1 cm og det ble først analysert en blankprøve av buffer (2.5 µL) før analyse av 

proteinkonsentrasjonen ved 1/50 fortynning, for å sikre at målingen var innenfor det lineære 

målområdet hvor spektrofotometeret er mest nøyaktig.  
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3.3 Stopped-flow eksperimenter 

3.3.1 Stopped-flow reduksjon av SmAA10A/NcAA9C katalytisk domene  

Materialer: 

• 10 µM SmAA10A/NcAA9C katalytisk domene  

• 0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0) 

• 40 mM Tris hydroklorid (pH 8.0) 

• L-askorbinsyre/gallussyre/L-cystein (10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM, 250 

µM, 500 µM, 1000 µM, 2500 µM)  

• TraceSelect Vann 

• 50 mL Falcon sentrifugerør 

• Plastsprøyter (5 mL, 10 mL, 20 mL)  

• Parafilm ® M 

• Whitley A95 TG anaerobic workstation 

• SFM4000 stopped-flow spectrophotometer (BioLogic Science Instruments, 

Grenoble, France) 

Metode: 

Stopped-flow analysene er basert på reduksjon- og re-oksidasjonsmetodene beskrevet av 

Bissaro et al. (2020b). Endringer i fluorescens ble målt ved hjelp av et SFM4000 stopped-

flow spektrofotometer (BioLogic Science Instruments, Grenoble, France) i enkel 

blandingsmodus mellom SmAA10A/NcAA9C katalytisk domene og en reduktant (L-

askorbinsyre/gallussyre/L-cystein) med en eksitasjonsbølgelengde (λ) på 282/280 nm. 

Fotomultiplikatoren tilførte automatisk en spenning på 200-750V for å regulere signalet 

mellom kvantifiseringsgrensen og signalmetning. Detektoren filtrerte bort bølgelengder 

mindre enn 320 nm, for kun å detektere emittert fluorescens. Alle løsninger ble lagret i et 

anaerobt kammer (Whitley A95 TG anaerobic workstation) i 16 timer og/eller gjennomstrømt 

i 10 min med N2(g) før tillaging av anaerobe analyseløsninger for å forhindre re-oksidasjon av 

proteinet, ettersom dette kunne resultert i lavere hastighetskonstanter.  

Til prøveinnlasting på stopped-flow spektrofotometeret ble det brukt plastsprøyter forseglet i 

det anaerobe kammeret med Parafilm®M. Oksygenfri buffer ble brukt i prepareringen av de 

ulike reduktantkonsentrasjonene. For L-askorbinsyre ble det brukt Trace-select vann for å 

forhindre dannelsen av H2O2 med bakgrunn i en nylig publikasjon av Stepnov et al. (2021). 

Ferdiglaget oksygenfritt protein (10 µM i 0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4) ble så blandet hurtig (< 
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10 ms) med likt volum av oksygenfri reduktant (AscA/GaA/L-cys) i varierende 

konsentrasjoner (sluttkonsentrasjon 5-1250 µM), ved 25 oC, og endringer i fluorescens ble 

målt. En blanding av buffer (10 mM NaH2PO4/Na2HPO4- pH 7.0 eller 40 mM Tris 

hydroklorid - pH 8.0) og protein ble analysert som løsningsblank. Blankprøvesignalet ble 

subtrahert fra resultatene. Se vedlegg 1 for programinnstillinger brukt til enkel 

blandingsmodus analyser.  

 

3.3.2 Stopped-flow re-oksidasjon av SmAA10A med H2O2 

Materialer:  

• 10 µM SmAA10A 

• 0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0) 

• L-askorbinsyre (15 µM) / gallussyre (20 µM) / L-cystein (20 µM 

• 10 µM L-askorbinsyre/gallussyre/L-cystein 

• H2O2 (2 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 µM, 800 

µM, 1600 µM, 3200 µM) 

• TraceSelect vann 

• 50 mL Falcon sentrifugerør 

• Plastsprøyter (5 mL, 10 mL, 20 mL)  

• Parafilm®M 

• Whitley A95 TG anaerobic workstation 

• Cary 60 UV-vis (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

• SFM4000 stopped-flow spectrophotometer (BioLogic Science Instruments, 

Grenoble, France) 

Metode:  

Endringer i fluorescens ved re-oksidasjon ble målt ved hjelp av et SFM4000 stopped-flow 

spektrofotometer (BioLogic Science Instruments, Grenoble, France) i dobbel 

blandingsmodus, hvor SmAA10A først ble redusert med reduktanten (L-

askorbinsyre/gallussyre/L-cystein) i en forsinkelseslinje (100 µL) før videre blanding med 

H2O2 (sluttkonsentrasjon 1 – 1600 µM). Til eksitasjon av SmAA10A ble det brukt en 

bølgelengde (λ) på 282 nm, og detektoren filtrerte bort bølgelengder mindre enn 320 nm, for å 

kun detektere emittert fluorescens. Fotomultiplikatoren tilførte automatisk en spenning på 

200-750V for å regulere signalet mellom kvantifiseringsgrensen og signalmetning. Alle 
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løsninger ble lagret i et anaerobt kammer (Whitley A95 TG anaerobic workstation) i 16 timer 

og/eller gjennomstrømt i 15 min med N2(g) før tillaging av anaerobe analyseløsninger for å 

hindre O2-drevet re-oksidasjon av proteinet, siden dette kunne påvirket hastighetskonstantene. 

Til prøveinnlastning på stopped-flow spektrofotometeret ble plastsprøytene forseglet med 

parafilm i det anaerobe kammeret. Oksygenfri buffer ble brukt i prepareringen av de ulike 

konsentrasjonene av reduktant og H2O2. Konsentrasjonen av H2O2 -stamløsningen ble 

eksperimentelt bestemt med et Cary 60 UV-vis spektrofotometer (Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA) og en molar ekstinksjonskoeffesient på 39.8 M-1 s-1, før videre fortynning 

til ønskede konsentrasjoner. For analyser med askorbinsyre ble det brukt Trace-select vann for 

å forhindre dannelsen av H2O2 Stepnov et al. (2021). Ferdiglaget (oksygenfritt) protein (10 

µM i 0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4) ble blandet hurtig (< 10 ms) i forsinkelseslinjen og kyvetten 

med likt volum av oksygenfri reduktant (AscA/GaA/L-cys) ved 25 oC. Endringer i fluorescens 

ble målt i 5-50 s inntil spenningen stabiliserte seg før videre blanding mellom redusert protein 

(i forsinkelseslinjen) og H2O2 resulterte i re-oksidasjon av LPMO-en målt i kyvetten. En 

blanding av buffer (0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4 - pH 7.0) og protein ble analysert som 

løsningsblank. Før injeksjon av analyseløsninger ble stopped-flow spektrofotometeret vasket 

med store mengder anaerob buffer (0,1 M, pH 7.0) for å gjøre instrumentet oksygenfritt. Se 

vedlegg 2 og 3 for programinnstillingene brukt til dobbel blandingsmodusanalyser. 

Videre optimalisering av metoden ble gjennomført med utgangspunkt i det grunnleggende 

analyseoppsettet beskrevet ovenfor, hvor følgende endringer ble foretatt: 

Reduksjonstiden og programinnstillingene (vedlegg 4) ble tilpasset reduksjonen av SmAA10A 

med 1 molar ekvivalent av reduktant (10 µM L-askorbinsyre/gallussyre/L-cystein). 

Nødvendige injeksjonsvolumer ble beregnet ved hjelp av vedlegg 5. Optimaliseringsprosessen 

innebar å endre innstillingene for datainnsamling til de siste 500 ms før injeksjon av H2O2 slik 

at datapunktene kun ble fordelt utover re-oksidasjonsreaksjonen. Programmet ble videre tilført 

et vasketrinn med anaerob 0,1 M NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0) på 300 ms etter at 

datainnsamlingen opphørte. I alle de optimaliserte analysene ble TraceSelect vann benyttet for 

å unngå uønskede sidereaksjoner mellom reduktant, hydrogenperoksid, SmAA10A eller fritt 

kobber som beskrevet av Stepnov et al. (2021).  
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3.4 Bearbeiding av stopped-flow data 

Stopped-flow resultatene i denne oppgaven er bearbeidet ut fra målte hastighetskonstanter 

(kobs). Pseudo-førsteordens konstanter, kobs, ble bestemt ut fra følgende likning ved hjelp av 

programvaren Bio-Kine32 (BioLogic Science Instruments, Grenoble, France):  

𝑌 = 𝑎𝑡 + 𝑏 + ∑ 𝑐𝑖𝑒
−𝑘𝑖𝑡𝑁

𝑖 =1          (3.4.1) 

Plot av kobs mot substratkonsentrasjonen (reduktant eller H2O2) ble tilpasset en lineær eller 

hyperbolsk modell av enkelteksponentkarakter. For de kinetiske verdiene som kunne tilpasses 

en lineær modell ble andreordens hastighetskonstanter, kapp, beregnet. Plottene av kobs mot 

reduktantkonsentrasjonen som kunne tilpasses en Michaelis-Menten modell resulterte i 

førsteordens bindings- (KD1) og hastighetskonstanter (k1) for LPMO-reduktant-komplekset. 

Gjennomsnitt og standardavvik for de målte hastighetskonstantene ved ulike 

substratkonsentrasjon ble analysert i Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) før lineære 

og hyperbolske plot ble laget i SigmaPlot (Sysat Software Inc., San Jose, USA). Første- og 

andreordenskonstanter med tilhørende standardavvik nevnt ovenfor ble så beregnet ut fra 

plottene generert i SigmaPlot. Figurer som fremstiller resultater i form av normalisert 

fluorescens er beregnet ved likning 3.4.2. hentet fra Bissaro et al. (2020b). 

1 − 
∆𝐹

∆𝐹𝑚𝑎𝑘𝑠
= 1 − 

𝐹𝑚𝑎𝑘𝑠−𝐹(𝑡)

𝐹𝑚𝑎𝑘𝑠−𝐹0
        (3.4.2) 

, hvor 𝐹𝑚𝑎𝑘𝑠 og 𝐹0 er henholdsvis det fluorescerende signalet fra fullstendig redusert og ikke-

redusert LPMO.  
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3.5 Isotermisk titreringskalorimetriske analyser av oksidaseaktiviteten til 

kobbersulfat og LsAA9A 

Materialer:  

• Kobbersulfat (0.01 µM, 0.1 µM, 1 µM) 

• 5 µM LsAA9A 

• 2,8 mM L-askorbinsyre 

• 500 mM Bis-Tris (pH 6.5) 

• 10 mM Amplex® Red 

• 0,4 mg/mL HRP 

• 0,1 M Natriumhydroksid  

• Plastsprøyter 2 mL 

• VP-ITC MicroCalorimeter (MicroCal, Northampton, USA) 

• Microcal VP Viewer (OriginLab, Northampton, USA) 

Metoder:  

Alle målinger ble utført med 50 mM Bis-Tris buffer, pH 6.5 ved 30 °C, med en 

blandingshastighet på 260 o/min og et reaksjonscellevolum på 1.4214 mL. L-askorbinsyre 

(2.8 mM) ble plassert i den roterende sprøyten, og tre injeksjoner på 10, 5 og 10 µL ble 

injisert i reaksjonscellen. Cellen inneholdt CuSO4 (0.01-1 µM), 0.0025 mg/mL HRP og 100 

µM Amplex® Red. Referansecellen inneholdt vann (Milli-Q®). Etter oppnåelse av initiell- og 

omrøringslikevekt for de kalorimetriske cellene til 30 °C ble grunnlinjen målt i 60 s før L-

askorbinsyre ble injisert i tre injeksjoner til en sluttkonsentrasjon på 50 µM. Data brukt til 

videre beregninger ble målt fra basislinjen til varmeutslagsminimum for bestemmelse av 

dQ/dt. Integralet av hele varmeutslaget ga Q. For analysen med 0.05 µM LsAA9A ble CuSO4 

erstattet av enzymet mens alle andre reagenser i cellen forble uendret. Sluttkonsentrasjonen av 

tilsatt askorbinsyre var 90 µM etter tre injeksjoner på 10, 5 og 30 µL. Mellom ulike 

konsentrasjoner av CuSO4 ble prøvecellen vasket tre ganger med Milli®-Q-vann. Før 

analyseoppstart ble cellen vasket en gang med 0.1 M natriumhydroksid, tre ganger med 

Milli®-Q-vann og fire ganger med 50 mM Bis-Tris buffer (pH 6.5) for å fjerne uønskede 

stoffer og fritt kobber fra reaksjonscellen. 
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4. Resultater 

4.1 Stopped-flow reduksjon av SmAA10A 

For å få innsikt i om reduksjonen av LMPO-er fra den inaktive LPMO-Cu(II) formen til den 

aktive LMPO-Cu(I) formen med ulike reduktanter kunne være det begrensende trinnet i 

LPMO-katalysen fortsatte vi arbeidet til Bissaro et al. (2020b).  Metoden skulle også benyttes 

til å studere hastigheten og mengden reduktant nødvendig for å oppnå fullstendig reduksjon 

av SmAA10A. Etter blanding av SmAA10A-Cu(II) og en molar ekvivalent reduktant (L-

askorbinsyre/gallussyre/L-cystein) under anaerobe forhold ble det analysert prøver med 

høyere konsentrasjoner av reduktant for å oppnå pseudo-førsteordens betingelser (> 10 molar 

ekvivalenter). For alle tre reduktantene ble endringen i total fluorescens uendret, og 

fullstendig reduksjon ble oppnådd med kun 1 molar ekvivalent. En pseudo-førsteordens 

reaksjonshastighet for reduksjonen av SmAA10A med L-askorbinsyre og gallussyre viste seg 

å øke lineært med konsentrasjonen av reduktantene (Figur 4.1.2-4.1.3), mens for L-cystein 

økte hastigheten i samsvar med en hyperbolsk Michaelis-Menten kurve (Figur 4.1.4) som ga 

en førsteordens hastighetskonstant, k1, samt en bindingskonstant, KD1. Forskjellen i tid for 

fullstendig reduksjon av de tre reduktantene er illustrert i figur 4.1.1 og gjenspeiler de ulike 

reaksjonshastighetene. De resulterende andreordens hastighetskonstantene oppgitt i Tabell 

4.1.1 indikerer i likhet med Bissaro et al. (2020b) at reduksjonen av SmAA10A ikke er det 

hastighetsbestemmende trinnet i den molekylære mekanismen grunnet høye verdier (103-105 

M-1 s-1).  

Eksperimentet ble gjentatt ved bruk av 40 mM Tris hydroklorid (pH 8) som buffer for å 

studere effekten av pH på reduksjonshastigheten. Dette resulterte i høyere førsteordens 

reaksjonshastigheter for alle reduktantene (Tabell 4.1.1). En konsekvens av dette var at 

reduksjonen med askorbinsyre bare kunne analyseres opptil 250 µM ved pH 8, da startpunktet 

for reaksjonen ble raskere enn dødtiden til instrumentet (1 ms). Figur 4.1.2-4.1.4 viser hele 

linjer og sorte punkter til målinger ved pH 7. Stiplete linjer og grå punkter representerer 

målinger ved pH 8. Alle resultatene inkluderer standardavvik og et minimum av tre tekniske 

replikater, mens L-askorbinsyre også har en biologisk replikat fra arbeidet av Bissaro et al. 

(2020b). 
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Tabell 4.1.1. Kinetiske hastighetskonstanter av andre orden (k1app) for L-Askorbinsyre, gallussyre og L-

Cystein, samt førsteordens hastighetskonstanter (k1) og bindingskonstanter (KD1) for L-cystein. n = 3.  

Reduktant  pH 7 pH 8 

 

L-Askorbinsyre 

k1 (s-1) - - 

KD1 (µM) - - 

k1app (M-1 s-1) (4.0 ± 0.42) · 105 (4.6 ± 0.69) · 105 

 

Gallussyre 

k1 (s-1) - - 

KD1 (µM) - - 

k1app (M-1 s-1) (4.0 ± 0.00) · 103 (5.6 ± 0.00) · 103 

 

L-Cystein 

k1 (s-1) 4.1 ± 0.13 4.4 ± 0.22 

KD1 (µM) 108 ± 11.3 130 ± 20.5 

k1app (M-1 s-1) (3.8 ± 0.39) · 104 (3.2 ± 0.55) · 104 

 

 

Figur 4.1.1. A) Stopped-flow fluorescenskurve for reduksjonen av SmAA10A med 100 µM (pH 8): L-

askorbinsyre, gallussyre og L-cystein. B) Forskjell i reduksjonstider mellom reduktantene innen første sekund av 

analysen. n = 4.  
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Figur 4.1.2. Observerte pseudo-førsteordens hastighetskonstanter for reduksjonen av SmAA10A med ulike 

konsentrasjoner av reduktanten L-askorbinsyre ved bruk av stopped-flow spektroskopi. B) fullstendig plot for 

reduksjonen ved pH 7. n = 3. 
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Figur 4.1.3. Observerte pseudo-førsteordens hastighetskonstanter for reduksjonen av SmAA10A med ulike 

konsentrasjoner av reduktanten gallussyre ved bruk av stopped-flow spektroskopi. n = 3. 

 

 

Figur 4.1.4. Observerte pseudo-førsteordens hastighetskonstanter for reduksjonen av SmAA10A med ulike 

konsentrasjoner av reduktanten L-cystein ved bruk av stopped-flow spektroskopi. n = 3. 
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4.2 Stopped-flow re-oksidasjonseksperimenter av SmAA10A 

4.2.1 Innledende stopped-flow re-oksidasjonseksperimenter av SmAA10A 

LPMO-er er kjent for å kunne produsere hydrogenperoksid og drive substratbindene 

oksygenase- og peroksygenasereaksjoner, men deres mekanismer kan også resultere i 

katalytiske peroksidasereaksjoner hvor det aktive setet i LPMO-en oksidativt skades eller 

inaktiveres (Bissaro et al., 2016b; Bissaro et al., 2017; Isaksen et al., 2014; Loose et al., 2018; 

Müller et al., 2018). Derfor førsøkte vi, etter å ha reprodusert resultatene fra Bissaro et al. 

(2020b) for reduksjonen av SmAA10A, å replikere resultatene og videreutvikle metoden for 

re-oksidasjonen av SmAA10A med H2O2. 

Den påfølgende re-oksidasjonen av SmAA10A etter reduksjon med enten L-askorbinsyre, 

gallussyre eller L-cystein kjennetegnes ved en reduksjon i fluorescens, da LPMO-Cu(I) 

oksideres til LPMO-Cu(II) ved interaksjon med H2O2 (Bissaro et al., 2020b). For analyser 

med askorbinsyre og L-cystein ble to faser av ulike hastigheter observert (Figur 4.2.1.a og c). 

Fasene var tydeligst ved lave konsentrasjoner (2-100 µM). For askorbinsyre ble de to fasene 

til én fase ved konsentrasjoner på over 400 µM, ulikt L-cystein hvor de to fasene forble 

observert for alle konsentrasjoner av hydrogenperoksid. Gallussyre derimot viste til en økning 

i fluorescens ved lavere konsentrasjoner (1-5 µM), med kun ett hurtig trinn for re-

oksidasjonen ved høyere konsentrasjoner (50-1600 µM, Figur 4.2.1.b). Videre ble det 

observert at ved økt konsentrasjon av hydrogenperoksid ble reduksjonstiden kortere for alle 

analyser til tross for uendret mengde reduktant. Beregninger av andre ordens 

hastighetskonstanter viser at re-oksidasjonen av SmAA10A er hurtig (103 M-1 s-1, Tabell 

4.2.1), kan beskrives med lineære regresjonsanalyser (Figur 4.2.2.), og er i overenstemmelse 

med resultater av Bissaro et al. (2020b) for askorbinsyre. Re-oksidasjonen for L-askorbinsyre 

og L-cystein er henholdsvis ca. 59 og 4.9 ganger tregere enn reduksjonen med tilsvarende 

reduktant. Derimot er re-oksidasjonen med gallussyre ca. 2.5 ganger raskere enn reduksjonen 

vist i tabell 4.1.1.  

Tabell 4.2.1. Kinetiske hastighetskonstanter av andre orden for re-oksidasjonen av SmAA10A med 

hydrogenperoksid etter reduksjon med enten L-askorbinsyre, gallussyre eller L-cystein ved pH 7.0. n=3. 

 L-Askorbinsyre Gallussyre L-Cystein 

     k10app (M-1 s-1) (6.7 ± 0.74) ·103 (9.9 ± 0.30) ·103 (7.8 ± 0.48) ·103 

R2-verdi 0.999 0.998 0.999 
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Figur 4.2.1. Stopped-flow fluorescensmålinger for re-oksidasjon av SmAA10A med ulike konsentrasjoner av 

H2O2 etter reduksjon med a) L-askorbinsyre (1,5 molare ekvivalenter), b) gallussyre (2 molare ekvivalenter) og 

c) L-cystein (2 molare ekvivalenter). n = 1.  
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Figur 4.2.2. Observerte pseudo-førsteordens hastighetskonstanter for re-oksidasjonen av SmAA10A ved ulike 

konsentrasjoner av hydrogenperoksid etter reduksjon med a) L-askorbinsyre (1,5 molare ekvivalenter), b) 

gallussyre (2 molare ekvivalenter) og c) L-cystein (2 molare ekvivalenter). n = 3.  
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4.2.2 Optimaliserte stopped-flow re-oksidasjonseksperimenter av SmAA10A 

De optimaliserte stopped-flow analysene for re-oksidasjonen av SmAA10A hadde et 

støkiometrisk forhold på 1:1 mellom LPMO og reduktant. Dette ble gjort for å kunne 

bestemme kinetiske hastighetskonstanter for re-oksidasjonen med større grad av nøyaktighet 

enn tidligere analyser ved å utelukke muligheten for uønskede reaksjoner mellom LPMO-en 

og molart overskudd av reduktant. 

For disse eksperimentene ble resultatene noe ulikt de tidligere analysene med molart 

overskudd av reduktant. I likhet med tidligere eksperimenter ble det observert to faser av ulik 

hastighet for re-oksidasjonen med L-askorbinsyre (Figur 4.2.3.a). Gallussyre viste fremdeles 

en økning i fluorescens ved lave konsentrasjoner av hydrogenperoksid (1-5 µM), med kun ett 

hurtig trinn ved høyere konsentrasjoner (50-1600 µM, Figur 4.2.3.b). De to fasene til L-

askorbinsyre ble videre til én fase ved konsentrasjoner over 50 µM, som er noe lavere enn 400 

µM hvor dette fenomenet ble observert ved 1.5 molare ekvivalenter. Ulikt de tidligere 

analysene ble det kun observert én fase ved alle konsentrasjoner av hydrogenperoksid for re-

oksidasjon med L-cystein (Figur 4.2.3.c). De beregnede andre ordens hastighetskonstantene 

(Tabell 4.2.2.) kunne beskrives med lineær regresjon (Figur 4.2.4.), var i overenstemmelse 

med resultater av Bissaro et al. (2020b) for askorbinsyre, og viste at re-oksidasjonen av 

SmAA10A er hurtig (103 M-1 s-1). Hastighetskonstantene av andre orden for den optimaliserte 

re-oksidasjonen var henholdsvis ca. 59 og 5.6 ganger tregere enn reduksjonen med tilsvarende 

reduktant for L-askorbinsyre og L-cystein. Re-oksidasjonen for gallussyre er derimot ca. 2.0 

ganger raskere enn reduksjonen (Tabell 4.1.1.). 

Fluorescenssignalet ble i likhet med tidligere analyser (del 4.2.1) redusert ved høyere H2O2 -

konsentrasjoner slik at re-oksidasjonen kan se ut til å starte ved en høyere spenning enn der 

hvor reduksjonen sluttet. Denne signalreduksjonen som observeres i kyvetten skyldes 

sannsynligvis at kyvetten er i direkte kontakt med sprøyte nummer 4 og blander nummer 3. 

Her injiseres H2O2 til cellen, og det kan dermed foreligge rester av H2O2 fra tidligere 

injeksjoner i blanderen samt kyvetten. Innføringen av et vasketrinn i programmet endret ikke 

dette fenomenet og indikerer at dette er et resultat av det eksperimentelle- eller instrumentelle 

oppsettet. Fenomenet påvirker derimot ikke observasjonene av re-oksidasjonen ettersom 

denne ligger oppstrøms i forsinkelseslinjen, uten kontakt med H2O2, frem til blanding med 

injisert H2O2 i blander nummer 3. 
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Tabell. 4.2.2. Kinetiske hastighetskonstanter av andre orden for re-oksidasjonen av SmAA10A med 

hydrogenperoksid etter reduksjon med enten L-askorbinsyre, gallussyre eller L-cystein ved pH 7.0. n=3. 

 L-Askorbinsyre Gallussyre L-Cystein 

     k10app (M-1 s-1) (6.8 ± 0.060) ·103 (7.9 ± 0.20) ·103 (6.8 ± 0.080) ·103 

R2-verdi 0.999 0.995 0.998 
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Figur 4.2.3. Stopped-flow fluorescensmålinger for re-oksidasjon av SmAA10A med ulike konsentrasjoner av 

H2O2 etter reduksjon med 1 molar ekvivalent av enten a) L-askorbinsyre, b) gallussyre eller c) L-cystein. n = 1.  

 

Figur 4.2.4. Observerte pseudo-førsteordens hastighetskonstanter for re-oksidasjonen av SmAA10A ved ulike 

konsentrasjoner av hydrogenperoksid etter reduksjon med 1 molar ekvivalent av enten L-askorbinsyre (svart), 

gallussyre (grå) eller L-cystein (blå). n = 3.  
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4.3 Innledende isotermisk titreringskalorimetriske studier av oksidaseaktiviteten til 

fritt kobber og LsAA9A 

Som nevnt tidligere (del 1.3) vil endring i kraft med hensyn på tid, dQ/dt (1.3.1), i et ITC-

forsøk være proporsjonal med reaksjonshastigheten til den pågående reaksjon. For å kunne 

bestemme reaksjonshastigheten må dQ/dt relateres til endringen i produktkonsentrasjon med 

hensyn på tid (likning 1.3.3 og 1.3.4) gjennom bestemmelse av ΔHapp. Forsøksoppsettet 

bestod et koblet assay hvor produksjonen av H2O2 fra oksidasereaksjonen reagerer videre som 

et kosubstrat i en påfølgende peroksidasereaksjon katalysert av HRP: 

𝐴𝑠𝑐𝐴𝑟𝑒𝑑 + 𝑂2  
Cu(II)/ 𝐿𝑠AA9A−(CuII)
→                 𝐴𝑠𝑐𝐴𝑜𝑘𝑠 + 𝐻2𝑂2  

𝐻2𝑂2 + 𝐴𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥 𝑅𝑒𝑑 
HRP
→   2𝐻2𝑂 + 𝑅𝑒𝑠𝑜𝑟𝑢𝑓𝑖𝑛               (4.1.1) 

 

En enkel injeksjon av askorbinsyre, som begrensende reaktant, med et gitt injeksjonsvolum og 

konsentrasjon i et ITC-forsøk hvor alle andre forbindelser er i overskudd vil da gi ΔHapp for 

den samlede reaksjonen grunnet den støkiometriske avhengigheten for de påfølgende 

reaksjonene. Integrasjon av varmeutslaget avgitt eller tatt opp gir Q og ΔHapp som beregnes 

ved Q/n (1.3.2), hvor n er gitt ved å multiplisere konsentrasjon av askorbinsyre i 

reaksjonscellen med reaksjonscellevolumet (n = cV). dQ/dt ble lest av som avstanden fra 

basislinjen til varmeutslagsminimumet for hver enkelt injeksjon i ITC-forsøket (Figur 4.3.1 og 

4.3.2). kkat verdiene i tabell 4.3.1 og 4.3.2 ble beregnet ut fra følgende formel: 

k𝑘𝑎𝑡 = 
𝑅𝑎𝑡𝑒𝑛

[𝐶𝑢(𝐼𝐼)/𝐿𝑃𝑀𝑂−𝐶𝑢(𝐼𝐼)]
                   (4.1.2) 

, hvor raten ble først beregnet med likning 1.3.4. 
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4.3.1 Isotermisk titreringskalorimetrisk studie av oksidaseaktiviteten til kobber(II)sulfat 

For å verifisere anvendeligheten av ITC til å bestemme kinetiske parametere for 

oksidaseaktiviteten til fritt kobber ble det gjennomført en serie med forsøk hvor henholdsvis 

10, 5 og 10 L injeksjoner av askorbinsyre (2.8 mM) ble tilført løsninger med 0.01, 0.1 og 1 

M kobbersulfat i reaksjonscellen. Analysen viste at den beregnede endringen i entalpi 

(Ho
app) forblir uendret uavhengig av den injiserte stoffmengden askorbinsyre innad i et 

forsøk, men entalpiendringen øker positivt i relativt liten grad i forhold til økningen av 

kobbersulfatkonsentrasjonen. Den katalytiske hastighetskonstanten (kkat) ser ut til å være 

proporsjonal med stoffmengden tilsatt askorbinsyre innad i et forsøk, men blir tregere når 

konsentrasjonen av kobbersulfat økes (Tabell 4.3.1). Dette er en konsekvens av at endring i Q 

(nevner i likning 4.1.2) ved injeksjon virker å være uavhengig av konsentrasjon av Cu(II) i 

reaksjonscellen (teller i likning 4.1.2). Videre kan det kun observeres én fase på 

termogrammet for 0.01 µM kobbersulfat (Figur 4.3.1), mens to distinkte faser kan observeres 

i termogrammene for analysene ved 0.1 µM og 1 µM kobbersulfat (Figur 4.3.1). Det første 

trinnet er en hurtig reaksjon i likhet med den observert ved 0.01 µM kobbersulfat. Den 

påfølgende fasen derimot viste til en reduksjon i kraft (dQ/dt) ved økte 

kobbersulfatkonsentrasjoner (Figur 4.3.2). 

 

Tabell 4.3.1. Stoffmengde (n) av askorbinsyre, mengde varme (Q), endring i varme over tid (dQ/dt), 

beregnet Ho
app og kkat for injeksjon av henholdsvis 10, 5 og 10 L, 2.8 mM askorbinsyre til varierende 

konsentrasjoner av Cu(II)SO4. n=1. 

[AscA] (µM) nAscA (nmol) Q (cal) dQ/dt (cal/s) Ho
app (Mcal/mol) kkat (s-1) 

      

0.01 µM CuSO4 

20 0.28 -576 -8.82 -2.1 0.30 

10 0.14 -322 -5.03 -2.3 0.15 

20 0.28 -673 -10.2 -2.4 0.30 

      

0.1 µM CuSO4 

20 0.28 -466 -8.49 -1.7 0.036 

10 0.14 -222 -4.57 -1.6 0.020 

20 0.28 -441 -8.58 -1.6 0.039 

      

1 µM CuSO4 

20 0.28 -400 -7.04 -1.4 0.0035 

10 0.14 -189 -3.62 -1.3 0.0019 

20 0.28 -383 -7.08 -1.4 0.0037 
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Figur 4.3.1. Termogram for oksidaseaktiviteten til 0.01, 0.1 og 1 µM CuSO4 ved titrering av 2.8 mM 

askorbinsyre. Reaksjonscellen inneholdt 0.0025 mg/mL HRP og 100 µM Amplex® Red i 50 mM Bis-Tris 

buffer, pH 6.5, ved 30 °C. Basislinjen ble registrert i 60 s før tre injeksjoner av askorbinsyre ga en 

sluttkonsentrasjon på 50 µM. Data brukt til videre beregninger tok utgangspunkt i dQ/dt, som er avstanden fra 

basislinjen til varmeutslagsminimumet inntil dQ/dt returnerer til grunnlinjen for hver enkelt injeksjon.  
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Figur 4.3.2. Utvalgt del av termogrammene i figur 4.3.1 for det andre trinnet i oksidaseaktiviteten til 0.01, 0.1 og 

1 µM CuSO4 ved titrering av 2.8 mM askorbinsyre til reaksjonscellen. 
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4.3.2 Isotermisk titreringskalorimetrisk studie av oksidaseaktiviteten til LsAA9A  

I et forsøk på å verifisere anvendeligheten av ITC til å bestemme kinetiske parametere for 

oksidaseaktivitet til LPMO-er ble det gjennomført et eksperiment hvor henholdsvis 10, 5 og 

30 L injeksjoner av askorbinsyre (2.8 mM) ble tilført en 0.05 M LsAA9A-løsning i 

reaksjonscellen. Analysen viste at endringen i entalpi (Ho
app) forblir uendret uavhengig av 

den tilsatte stoffmengden askorbinsyre. Den katalytiske hastighetskonstanten (kkat) derimot 

ser ut til å være proporsjonal med stoffmengden tilsatt askorbinsyre (Tabell 4.3.2). 

Termogrammet (Figur 4.3.3) viser i likhet med forsøkene utført med 0,1 og 1 µM 

kobbersulfat (del 4.3.2) tegn til to reaksjonsfaser av ulik hastighet, en hurtig initiell reaksjon 

og en påfølgende reaksjon deretter. 

 

Tabell 4.3.2. Stoffmengde (n) av askorbinsyre, mengde varme (Q), endring i varme over tid (dQ/dt), 

beregnet Ho
app og kkat for injeksjon av henholdsvis 10, 5 og 30 L, 2.8 mM askorbinsyre til 0.05 µM 

LsAA9A-Cu(II). n=1. 

[AscA] (µM) nAscA (nmol) Q (cal) dQ/dt (cal/s) Ho
app (Mcal/mol) kkat (s-1) 

      

0.05 µM LsAA9A 

20 0.28 -377 -6.26 -1.3 0.066 

10 0.14 -191 -3.16 -1.4 0.033 

60 0.85 -1208 -16.6 -1.4 0.16 
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Figur 4.3.3. Termogram for oksidaseaktiviteten til 0.05 µM LsAA9A ved titrering av 2.8 mM askorbinsyre. 

Reaksjonscellen inneholdt 0.0025 mg/mL HRP og 100 µM Amplex® Red i 50 mM Bis-Tris buffer, pH 6.5, ved 

30 °C. Basislinjen ble registrert i 60 s før tre injeksjoner av askorbinsyre ga en sluttkonsentrasjon på 90 µM.  
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5 Diskusjon 

Virkningen av ulike reduktanter på reduksjonen av SmAA10A og kosubstratet 

hydrogenperoksid  

Siden oppdagelsen av LPMO-er og deres evne til å kunne oksidativt nedbryte krystallinske 

polysakkarider som kitin og cellulose har enzymene fått en sentral rolle innen forskningen på 

omdannelse og utnyttelse av energien i fornybare biomasser. Til tross for stor 

forskningsinteresse rundt feltet, som inkluderer et mangfold av kunnskap om LPMO-er sin 

klassifisering, struktur og substratspesifisitet er det fremdeles kun et fåtall eksperimentelle 

kinetiske studier som belyser aktiviteten og mulige mekanismer for LPMO-er. Per i dag er det 

kun to detaljerte kinetiske studier om LPMO-aktivitet på kjente substrater. Den ene var av 

Kuusk et al. (2018a) som viste at den H2O2-drevede oksidasjonen av krystallinsk kitin ved 

hjelp av den bakterielle LPMO-en, SmAA10A, har en andreordens katalytisk 

effektivitetskonstant (kkat/KmH2O2) av størrelsesorden 106 M-1 s-1. Den andre studien viste 

derimot at den O2-drevede nedbrytningen av celloheksose med den fungale LPMO-en, 

MtPMO9E, har en kkat/KmO2 av størrelsesorden 103 M-1 s-1 (Hangasky et al., 2018).  

Arbeidet i denne avhandlingen har brukt metoder som stopped-flow fluorescens og isotermisk 

titreringskalorimetri for å studere oksidaseaktiviteten til fritt kobber og LsAA9A samt 

reduksjonshastigheten av SmAA10A og H2O2 med reduktantene L-askorbinsyre, gallussyre og 

L-cystein. Analysene ble gjennomført for å øke forståelsen av den molekylære mekanismen 

som LPMO-er benytter for nedbrytning av krystallinske polysakkarider. Våre kinetiske data 

og videreutviklede metode kan gi innsikt i to av trinnene i den tidligere foreslåtte mekanismen 

for SmAA10A (Bissaro et al., 2020b). Avhandlingen utgjør også et videre grunnlag for 

fremtidige kinetiske studier av LPMO-er og deres interaksjoner med ulike reduktanter.  
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5.1 Effekten av reduktanter på reduksjonshastigheten for SmAA10A  

Hastigheten for reduksjonen SmAA10A var tregere i følgende rekkefølge, L-askorbinsyre, L-

cystein og gallussyre med en størrelsesorden på henholdsvis 105, 104 og 103 M-1 s-1 (Tilstand 

1 til 2, figur 5.1.1). Det ble videre observert en svak økning i hastighetene av andre orden ved 

pH 8 for analyser med gallussyre og askorbinsyre, mens cystein forble uendret (del 4.1).  

Hastighetsforskjellene mellom reduktantene kan skyldes deres individuelle 

reduksjonsmekanismer for doneringen av det nødvendige elektronet, med utgangspunkt i 

stoffenes fysikalskkjemiske egenskaper. Askorbinsyre for eksempel, er en antioksidant som 

kan danne minst fem mulige forbindelser i vandige løsninger. To av dem er semi-

dehydroaskorbinsyre (SDA) og dehydroaskorbinsyre (DHA). De kan reagere både som 

reduksjonsmidler og oksidasjonsmidler, men som oftest virker de reduserende (Sapper et al., 

1982). Andre mulige forbindelser inkluderer askorbat, asorbyl radikaler og askorbyl 

radikalanioner (Wang et al., 2020). Nylig ble det vist at DHA kan brukes som et 

reduksjonsmiddel for LPMO-er, med en lav aktivitetsforlengende effekt for SmAA10A 

(Brander et al., 2021). QM/MM simuleringer av Wang et al. (2020) viste videre at askorbat 

overfører elektronet til LPMO-Cu(II) ved hjelp av vannmolekyler, uten å måtte bindes til 

LPMO-er. Dette antyder da at askorbinsyre har muligheten for å redusere LPMO-er flere 

ganger per molekyl askorbinsyre enn tidligere antatt, ettersom flere av de mulige 

intermediatene etter den første elektronoverføringen er ansett til å være reaktive. Videre vil 

kjemisk reversibilitet, eller mangel på sådan, til produkter etter elektronoverføringen påvirke 

kinetikken til elektronoverføringen fra reduktant til LPMO-en. Dersom elektronoverføringen 

fra reduktanten resulterer i et produkt som videre reagerer irreversibelt, slik tilfelle kan være 

for L-askorbinsyre, vil kinetikken for reduksjonen påvirkes av den etterfølgende reaksjonen 

(McCormick et al., 2014; Sapper et al., 1982).  Dette kan da være et grunnlag for den hurtige 

reduksjonen av SmAA10A observert av oss i likhet med Bissaro et al. (2020b).  

Reduktantene gallussyre og L-cystein har derimot andre stoffegenskaper som kan påvirke 

reduksjonen av LPMO-er. Gallussyre er en polyfenolsyre som kan fungere som en 

antioksidant ved donering av et hydrogenatom eller et elektron (Badhani et al., 2015). Videre 

har metoder som syklisk voltammetri (CV) and differensialpulserende voltammetri (DPV) 

vist at oksidasjonen av gallussyre skjer i to trinn. Først avgis et proton og et elektron ved 

dannelsen av et semikinon, før det i andre trinn avgis enda et proton og elektron ved 

oksidasjon til kinon (Chikere et al., 2020). Selv om cystein i likhet med askorbinsyre og 

gallussyre kan betegnes som en antioksidant har ikke cystein de nødvendige 
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redoksegenskapene til å redusere LPMO-er flere ganger i anaerobe miljø. Dette kan 

begrunnes ved at uten tilgang på molekylært oksygen kan cystein kun oksideres én gang til et 

cystein tiylradikal som er i likevekt med cystin gjennom auto-oksidativ dannelse av disulfid-

broer (Darkwa et al., 2004; Saez et al., 1982). Videre indikerer våre resultater at cystein 

bindes til SmAA10A under reduksjonen (Figur 4.1.4), som kan skyldes dannelsen av et stabilt 

LPMO-Cu-tiolat-kompleks (Rigo et al., 2004). Derimot forklarer ikke disse egenskapene 

hvorfor reduksjonshastigheten er større ved bruk av cystein enn gallussyre (Tabell 4.1.1.), 

men mulige forklaringer kan finnes ved å sammenlikne redoksegenskapene til SmAA10A og 

reduktantene. 

Redokspotensialet til SmAA10A-Cu(II)/SmAA10A-Cu(I) har tidligere blitt bestemt til 275 

mV, og selv om de rapportere redokspotensialene for LPMO-Cu(II)/LPMO-Cu(I) redokspar 

ofte er mellom 155 til 326 mV er de fleste større enn 240 mV (Garajova et al., 2016; 

Aachmann et al., 2012). Dermed burde SmAA10A kunne bli redusert av reduktanter med lave 

redokspotensialer. En tidligere studie av Moe (2016) benyttet potensiometri for å studere om 

redokspotensialene til de tre overnevnte reduktantene var pH-avhengige. Resultatene viste at 

alle reduktantenes reduksjonspotensialer er mindre enn 240 mV i målområdet pH 5-8, som 

indikerer at reduksjonen av SmAA10A er termodynamisk gunstig (grunnet E > 0). Videre 

viste det seg at redokspotensialene for de tre reduktantene ble redusert lineært ettersom pH-en 

økte. Ved bruk av Nernst likning kan en da forvente en endring i stigningstallet for 

redokspotensialene på -59 mV dersom reaksjonen kun er avhengig av pH (Breslmayr et al., 

2019). Selv om den negative trenden stemmer overens med resultatene av Moe (2016) og 

Breslmayr et al. (2019) er ikke de eksperimentelle verdiene i samsvar med den teoretiske 

verdien. Dette antyder at potensialene ikke kun er pH-avhengige.  

Moe (2016) antyder videre at gallussyre er den svakeste reduktanten etterfulgt av L-cystein 

som er sterkere, mens L-askorbat har sterkest reduksjonsevne. Dette er i overenstemmelse 

med den økende hastighetsrekkefølgen observert for L-askorbinsyre, gallussyre og L-cystein 

(Tabell 4.1.1). Oksidasjonsreduksjonspotensialet (ORP) vil da kunne øke positivt ved pH 8 

grunnet en reduksjon av reduktantenes reduksjonspotensialer. Våre resultater om at de tre 

reduktantene kan redusere SmAA10A hurtig både ved pH 7 og 8 samsvarer med dette. Videre 

grunnlag for en mulig korrelasjon mellom LPMO-ers katalytiske aktivitet og 

redokspotensialer ble illustrert av Kracher et al. (2016) ved at lavere reduksjonspotensialer for 

reduktanter, deriblant fenoler som gallussyre, resulterte i høyere grad av LPMO-aktivering. 

Denne sammenhengen er også blitt demonstrert for NcAA9C, hvor dannelsen av oksiderte 
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produkter økte lineært ved en økning i pH samtidig som redokspotensialet til 

hydrocoerulignone-coerulignon substratene ble redusert lineært (Breslmayr et al., 2019). En 

lignende korrelasjon er tidligere blitt observert av Meyer et al. (1983) for andre typer 

elektronoverførende proteiner. De overnevnte eksperimentelle studiene kan dermed tyde på at 

endringer i reduksjonshastigheten av LPMO-er som SmAA10A kan begrunnes ut fra 

forskjellen i redokspotensialet mellom LPMO og reduktant. Det anbefales dermed at videre 

arbeid gjøres for å nærmere studere redokspotensialene til reduktantene ved ulike pH-verdier 

samt utføre flere analyser etter beskrivelsen i del 3.3.1 ved andre relevante pH-verdier for å 

studere om hastighetsendringen er gjeldene over et større målområde.  

Figur. 5.1.1. Sammenfattede mekanismer for LPMO-aktivering av oksygen og hydrogenperoksid. Røde 

reaksjonspiler indikerer at reaksjonen ikke er sammenkoblet med oksidering av substratet. Inkluderer observerte 

hastighetskonstanter for reduksjonen av SmAA10A (med L-askorbinsyre, gallussyre og L-cystein) og H2O2 (med 

L-cystein). Basert på arbeid av Wang et al. (2020) og Bissaro et al. (2020b).  
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5.2 Reduksjon av kosubstratet hydrogenperoksid med SmAA10A 

Re-oksidasjonen av SmAA10A (rød sidereaksjon, fra tilstand 2 til 7 via 6, figur 5.1.1), 

heretter betegnet som reduksjonen av kosubstratet hydrogenperoksid, resulterte i andreordens 

hastighetskonstanter i orden av 103 M-1 s-1. Dette kan antyde at H2O2 er det naturlige 

kosubstratet til LPMO-er ettersom reduksjonen er tre størrelsesordener større enn tilsvarende 

reduksjon av O2 (Bissaro et al., 2020b). Verdiene var av samme orden både før og etter 

optimalisering av stopped-flow metoden (Tabell 4.2.1 og 4.2.2). Optimaliseringen bestod 

hovedsakelig av å redusere mengden reduktant, enten L-asorbinsyre, gallussyre eller L-

cystein, til 1 molar ekvivalent (for mer informasjon se del 3.3.2). Optimaliseringen av 

metoden resulterte i bedre nøyaktighet og presisjon enn de innledende forsøkene.  

Selv om de observerte hastighetskonstantene er i overenstemmelse med de av Bissaro et al. 

(2020b) for L-askorbinsyre, så inkluderer stopped-flow oppsettet i denne avhandlingen en 

viktig komponent som er ulik Bissaro et al. sine eksperimenter. Forskjellen ligger i 

tilstedeværelsen av reduktant i reaksjonsblandingen og selv om dette påvirket observasjonene 

noe, forble hastighetene relativt uendret. Som nevnt tidligere kan oksidasjonen av L-

askorbinsyre danne opptil fem ulike forbindelser, hvor blant annet DHA har vist seg å kunne 

redusere samt øke aktiviteten til LPMO-er innen familiene AA9, AA10 og AA13, 

sammenliknet med askorbat. Denne «aktivitetsforlengende effekten» av DHA var minimal, 

men observerbar for SmAA10A (Brander et al., 2021). Videre beskrev Hegnar et al. (2019) at 

GtLPMO9B fra organismen Gloeophyllum trabeum, viste økt enzymaktivitet ovenfor 

substratet PASC ved bruk av gallussyre sammenliknet med askorbinsyre. 

Aktivitetsforlengelsen begrunnes av forfatterne ved at mengden H2O2 i blandingen ble 

redusert med 54% for askorbinsyre og 94% for gallussyre, ved molforhold 1:1 mellom 

reduktant og hydrogenperoksid, og beskyttet dermed LPMO-en mot oksidativ H2O2-

inaktivering. Denne effekten kan forklare hvorfor våre observasjoner for reduksjonen av 

H2O2, med askorbinsyre i blandingen, resulterte i to ulike hastighetsfaser ved lave og middels 

konsentrasjoner av hydrogenperoksid (Figur 4.2.1a og 4.2.3a). Effekten kan muligens også 

forklare hvorfor det observeres to faser ved lave konsentrasjoner av askorbinsyre (1-50 µM) 

selv for de optimaliserte analysene med støkiometriske mengder reduktant. Dette kan 

begrunnes ved at DHA og andre oksiderte forbindelser av askorbinsyre interagerer med H2O2 

og SmAA10A, hvor da deler av enzymet kan bli beskyttet mot oksidativ inaktivering. For de 

innledende analysene ble denne innvirkningen på H2O2-reduksjonen observert opptil 400 µM 

H2O2 og kan i disse tilfeller skyldes tilstedeværelsen av 1,5 molare ekvivalenter askorbinsyre. 
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Reduksjonen av hydrogenperoksid med gallussyre i reaksjonsblandingen viste tegn til re-

reduksjon av SmAA10A ved lave konsentrasjoner av H2O2 (1-5 µM), og kun ett 

hastighetstrinn ved høyere konsentrasjoner (50-1600 µM, figur 4.2.3b). For konsentrasjonen 

12.5 µM opptrer to trinn i likhet med askorbinsyre, men trinnet er mindre tydelig for 

gallussyre. Re-reduksjonen av SmAA10A kan skyldes at LPMO-er er kjent for å kunne 

gjennomføre peroksidasesereaksjoner på mono-, di- og polyfenoler, inkludert gallussyre. 

Dette betyr at gallussyre ikke bare er en reduktant, men også et substrat for LPMO-er som kan 

beskytte SmAA10A mot re-oksidasjon ved å forbruke H2O2 i en peroksidasereaksjon, 

illustrert ved nedre halvdel av den sykliske mekanismen i figur 5.1.1. (Breslmayr et al., 2018; 

Stepnov et al., 2021).  

Gallussyre har videre vist seg å kunne virke inhiberende ovenfor produksjonen av oksidative 

forbindelser i syklusen til peroksidaser (Serrano et al., 2010), og benyttes ofte i biologiske 

systemer for beskyttelse mot reaktive oksygenforbindelser (ROS) som H2O2 (Badhani et al., 

2015). Denne antioksiderende egenskapen til gallussyre kan også påvirke den observerte re-

reduksjonen ved lave konsentrasjoner (1-5 µM H2O2) samt overgangen til den påfølgende 

hurtige fasen observert ved [H2O2] > 12.5 µM. Videre tyder dette på at 

peroksidaseasereaksjonen med gallussyre kan utkonkurrere bindingen og påfølgende 

reduksjon av H2O2 (rød sidereaksjon, fra tilstand 2 til 7 via 6, figur 5.1.1). Påvirkningen av 

peroksidasereaksjonen gjør dermed at vi anbefaler ikke å bruke gallussyre som reduktant i 

videre mekanistiske og kinetiske studier ettersom den sannsynligvis deltar i sidereaksjoner 

ved fravær av andre LPMO-substrater. 

For cystein kan det andre trinnet observert ved 2 molare ekvivalenter skyldes konkurrerende 

inhibering av fritt cystein som bindes moderat til det aktive setet grunnet den høye Kd-verdien 

observert under stopped-flow analyser for reduksjonen av SmAA10A (Tabell 4.1.1). De to 

trinnene ble ikke observert ved de optimaliserte analysene med 1 molar ekvivalent. Dette kan 

begrunnes ved at cystein kun kan oksideres én gang, til et tiylradikal i likevekt med cytin, 

uten tilgang på molekylært oksygen (Darkwa et al., 2004; Saez et al., 1982). Uten et molart 

overskudd av cystein forhindres ikke lenger reduksjonen av H2O2 ved binding av et nytt 

beskyttende cysteinmolekyl, og dermed forsvinner det andre trinnet observert ved overskudd 

av reduktant. Ut fra våre observasjoner kan dette tyde på at L-cystein er den mest egnede 

reduktanten, ved 1 molar ekvivalent, for videre mekanistiske og kinetiske studier av LPMO-

er. Dette grunngis ved at den ikke innvirker på hverken reaksjoner innad i den katalytiske 

syklusen eller i eventuelle sidereaksjoner, ulikt L-askorbinsyre og gallussyre.   
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En utfordring med metoden per i dag er at det ikke er mulig å skille med fluorescens hvilke av 

de sykliske og ikke sykliske LPMO-Cu(II)-forbindelsene (Figur 5.1.1) som reduserer 

fluorescenssignalet. Dette betyr at det dermed ikke mulig å kvantifisere hvilket responsbidrag 

spesifikke LPMO-Cu(II)-forbindelser utgjør ovenfor det totale fluorescenssignalet ved 

reduksjon av H2O2 (Bissaro et al., 2020b). Derfor kan det anbefales at freeze-quenching 

benyttes for videre studier av kinetiske forbindelser under stopped-flow-reduksjonsanalyser, 

for å øke innsikten i den molekylære mekanismen til LPMO-er. Videre anbefaler vi at det 

kjøres ulike «recovery»-analyser for å gi informasjon om reduksjonen av fluorescenssignalet 

skyldes re-oksidasjon av LPMO-Cu(I) til ulike LPMO-Cu(II)-forbindelser, eller om det er 

grunnet oksidativ inaktivering av LPMO-en (tilstand 7, Figur 5.1.1). Dette kan gjøres ved å 

tilsette mer reduktant til systemet ved utvalgte tidspunkt etter reduksjonen av H2O2 for å 

studere om fluorescenssignalet gjenopptas. Alternativt kan massespektrometri benyttes til å 

studere hvilke deler av proteinet som har blitt oksidert av H2O2, ved å foreta prøveoppsamling 

av innledende stopped-flow analyser. De overnevnte forslagene til videre arbeid vil kreve 

henholdsvis et stopped-flow fluorescensinstrument med en freeze-quench prøveoppsamler, et 

egnet massespektrometer og et analyseoppsett med to forsinkelseslinjer i trippel 

blandingsmodus. 

Videre tanker rundt mulige forbedringer av analysemetoden inkluderer å utvide forsøket til 

flere kjente LPMO-reduktanter. Dersom en reduktant viser seg å redusere irreversibelt, i 

likhet med L-cystein ved 1 molar ekvivalent, kan metoden muligens benyttes til å studere 

kinetikken for flere trinn i den molekylære mekanismen til fluorescerende LPMO-er. Metoden 

er allerede under utvikling for andre fluoriserende proteiner, som ScLPMO10C, 

MgLPMO10A, AfAA11A/B og NcAA9C katalytisk domene. Blant disse LPMO-ene er 

NcAA9C katalytisk domene og MgLPMO10A er spesielt interessante ettersom den 

førstnevnte kan i teorien analyseres i en stopped-flow med vannløselige substrater som cello-

olrigosakkarider mens den sistnevnte er termisk stabil opptil ca. 80 °C (Tuveng et al., 2020).  
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5.3 Oksidaseaktiviteten til fritt kobber og LsAA9A 

Forsøket på å bruke isotermisk titreringskalorimetri til kinetiske hastighetsbestemmelse av 

oksidaseaktiviteten (fra tilstand 1 til 5 til 1, figur 5.1.1) til fritt Cu(II) og LsAA9A ga ikke 

resultater som tidligere forventet. Det var forventet at en økning i konsentrasjonen av 

kobbersulfat skulle resultere i følgende; økning av oksidaseaktiviteten, økt reaksjonshastighet, 

økt varmeutslag for den første reaksjonsfasen samt hurtigere retur fra utslagsmaksimum til 

grunnlinjen. Disse forventningene bygget på tidligere beskrivelser av Stepnov et al. (2021) 

om at mengden av fritt kobber kan relateres til produksjonen av H2O2 gjennom en katalytisk 

oksidasereaksjon ved tilstedeværelse av askorbinsyre. 

Den første fasen observert i alle termogrammene er en hurtig reaksjon som tilsynelatende er 

uavhengig av konsentrasjonen til fritt kobber. Dette kan begrunnes ved at fasen forblir uendret 

til tross for økningen av mengden kobbersulfat i systemet. Den andre fasen er derimot 

kobberavhengig og kan skyldes ulike reaksjoner som inngår i koblingen mellom 

oksidaseaktiviteten til fritt kobber og HRP sin påfølgende peroksidasesereaksjon. For 

eksempel kan Cu(I) reagere i en peroksidasereaksjon med dannet H2O2 som re-oksiderer 

Cu(I) til Cu(II), i en Fentonreaksjon med dannelse av OH• og H2O, slik at oksidaseaktiviteten 

til Cu(II) kan gjenopptas. Det at reaksjonshastigheten minker ved høyere 

kobberkonsentrasjoner kan muligens ha en sammenheng med en tidligere studie som viste at 

kobber(I)ioner i vandig løsning, med tilstedeværelse av askorbat, kunne inhibere hemme 

peroksidaseaktiviteten til HRP (Xianyu et al., 2013).  

I nåværende tilstand er ikke metoden egnet for bestemmelse av kinetiske eller 

termodynamiske parametere som kkat og Ho
app uten videre arbeid. Derfor bør metoden 

optimaliseres før det utføres videre forsøk på å bestemme oksidaseaktiviteten til fritt kobber 

og LPMO-er med isotermisk titreringskalorimetri. Dette kan gjøres ved å utføre ulike 

kontrollanalyser. Disse kontrollforsøkene kan inkludere titrering av reduktanten til løsninger 

av; buffer, HRP, HRP og Amplex® Red og kobbersulfat for å studere komponentenes 

innvirkning på det totale varmebidraget. Siden varmeutslaget ser ut til å være uavhengig av 

Cu(II) konsentrasjonen er det sannsynlig at den første fasen i reaksjonsforløpet er en reaksjon 

mellom L-askorbinsyre og HRP, eller L-askorbinsyre og Amplex® Red. Den første 

reaksjonen er ikke usannsynlig siden dette vil innebære en reduksjon av Fe(III) i HRP til 

Fe(II). Støtte for den andre reaksjonen kan ses i lys fra arbeidet til Kont et al. (2020) hvor 

nærvær av L-askorbinsyre med Amplex® Red gir endringer i resorufindannelse sammenliknet 

med fravær av L-askorbinsyre.  Det anbefales også å utvikle metoden inn mot andre 
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peroksidaser og substrater enn HRP og Amplex® Red. Videre arbeid bør også utvides med 

hensikten om å ha anvendelsesverdi for andre kjente LPMO-er og reduktanter.  

 

5.4 Oppsummerende betraktninger og fremtidige perspektiver 

Oppdagelsen av LPMO-er sin oksidative nedbrytningsevne av krystallinske polysakkarider 

har bidratt til et paradigmeskifte innenfor feltet om karbohydrataktive enzymer. Forskningen 

har siden den gang utviklet nye metoder til bruk innen bioteknologi og anvendbare 

bioraffineringsprosesser. Likevel er kunnskapen vår om LPMO-er sine reaksjonsmekanismer 

fremdeles begrenset. For at LPMO-er som SmAA10A skal kunne benyttes til bærekraftig 

produksjon av biodrivstoff fra kitin- og lignocellulose-rik biomasse trengs det mer 

grunnleggende arbeid og økt forståelse omkring deres reaksjonsmekanismer.  

Arbeidet presentert i denne avhandlingen bidrar til det pågående forskningsarbeidet ved å 

presentere relevante kinetiske data for LPMO-en SmAA10A, samt metoder som kan benyttes 

for videre karakterisering av trinnene i den molekylære mekanismen til LPMO-er. Stopped-

flow metodene beskrevet tidligere har vist et potensiale for videre anvendelser, mens ITC-

metoden klart krever mer arbeid for at den skal kunne benyttes til måling av oksidaseaktivitet. 

Datamaterialet tilgjengelig kan antyde at hverken reduksjonen av SmAA10A eller H2O2, ved 

tilstedeværelse av antioksidantene L-askorbinsyre, gallussyre og L-cystein, er 

hastighetsbestemmende trinn i den molekylære mekanismen til LPMO-er. Dataene viser også 

at reduksjonshastigheten for SmAA10A er avhengig av reduktanten som benyttes. 
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Vedlegg 

 

Vedlegg 1. Innstillinger (avansert modus) for enkel blandingsmodus brukt til reduksjonsanalyser av SmAA10A 

som beskrevet i del 3.3.1.  

Vedlegg 2. Innstillinger (klassisk modus) for dobbel blandingsmodus brukt til innledende re-oksidasjonsanalyser 

av SmAA10A med L-askorbinsyre og gallussyre som beskrevet i del 3.3.2. Tiden i fase 2 ble satt til 45000 ms 

for å oppnå fullstendig reduksjon av SmAA10A med gallussyre. 



ii 
 

  

Vedlegg 3. Innstillinger (klassisk modus) for dobbel blandingsmodus brukt til innledende re-oksidasjonsanalyser 

av SmAA10A med L-Cystein som beskrevet i del 3.3.2.  

 

Vedlegg 4. Innstillinger (klassisk modus) for dobbel blandingsmodus brukt til re-oksidasjonsanalyser av 

SmAA10A med L-Cystein som beskrevet i del 3.3.2. Tiden i fase 2 ble satt til 7000 ms og 50000 ms for 

henholdsvis L-askorbinsyre og gallussyre i overenstemmelse med tiden som krevdes for å oppnå fullstendig 

reduksjon av SmAA10A. Tidene ble bestemt ut fra resultatene i del. 3.3.1. Fase 4 innebærer vasking av hele 

systemet med 300 µL anaerob buffer. 



iii 
 

 

Vedlegg 5. Skjematisk oversikt av Stopped-flow spektrofotometer 4000. Inkluderer de fire sprøytene, mulige 

blandere og forsinkelseslinjer som kan installeres for å gjennomføre analyser av ulike typer i sekvensiell 

blandingsmodus. Tabellene viser volum i ulike deler av stopped-flow spektrofotometeret og i overgangene 

mellom delene. 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 



  


