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Infoleht

Parmide MAL klastrid ja valgud pohirohuga Scheffersomyces stipitis’e
a-gliikosidaasidel

Pagariparmi a-glikosiidsete suhkrute metabolismi ja selle eest vastutavaid a-glikosidaase on
pohjalikult kirjeldatud, kuid mitte-konventsionaalsetele parmidele on selles valdkonnas
pooratud vahem tahelepanu. Kaesoleva t66 raames otsiti mitte-konventsionaalsete parmide
genoomist a-glikosiidsete suhkrute metabolismi eest vastutavaid geeniklastreid (MAL
klastreid) ja uuriti nendes geeniklastrites kodeeritud valkude fiilogeneesi. Samuti kirjeldati
Uhe mitte-konventsionaalse parmi, Scheffersomyces stipitis’e, nelja a-gliikosidaasi.
Substraadivaliku poolest ei sarnanenud S. stipitis’e a-glikosidaasid pagariparmi tdnapadevaste
o-glikosidaasidedega, vaid hoopis nende hipoteetilise eellasvalguga, millel on laiem

substraadivalik.

Marksdnad: MAL klaster, a-gliikosidaas, Scheffersomyces stipitis

CERCS kood: P310 Proteiinid, ensiimoloogia

MAL clusters and proteins of yeasts with emphasis on a-glucosidases of
Scheffersomyces stipitis

The metabolism of a-glucosidic sugars and the partaking a-glucosidases have been thoroughly
studied in S. cerevisiae but not in non-conventional yeasts. In this thesis, gene clusters
responsible for the utilization of a-glucosidic sugars (MAL clusters) in genomes of non-
conventional yeasts were detected and the phylogenetic relationships of proteins encoded by
these clusters were described. Furthermore, the substrate specificity of four a-glucosidases of
a non-conventional yeast Scheffersomyces stipitis was studied. The substrate specificity of all
studied enzymes was different from the substrate specificity of modern S. cerevisiae a-
glucosidases and instead resembled a hypothetical ancestral maltase-isomaltase of S.

cerevisiae a-glucosidases.
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Kasutatud luhendid

o-MG — a-metudlglikosiid

AG — a-glikosidaas

AGT — a-gliikosiidse suhkru transporter

GH — gliikosiidi hiidrolaas

Km — Michaelis’e konstant

MAL geen — a-glikosiidse suhkru kasutamise eest vastutav geen

MAL klaster — a-glikosiidse suhkru kasutamise eest vastutav geeniklaster
MAL valk — a-gliikosiidse suhkru kasutamise eest vastutav valk

PNPG — p-nitrofentil-a-D-glikoptranosiid

SUMO - vaike ubikvitiinisarnane modifitseerija (small ubiquitin-related modifier)
TLC — 8hukese kihi kromatograafia (thin layer chromotography)

UTR — mittetransleeritav jarjestus (untranslated region)

YNB — Yeast Nitrogen Base (parmisdode)



Sissejuhatus

Parmide eelistatud energiaallikaks on suhkrud ja a-glikosiidsed suhkrud satuvad parmide
kasvukeskkonda naiteks tarklise lagunemisel. a-Gliikosiidsete suhkrute lagundamise eest
vastutavad parmidel a-glikosidaasid. Vaga pdhjalikult on kirjeldatud pagariparmi o-
gliikosidaase, kuna need mangivad olulist rolli lle valmimisel (Stewart, 2016). Pagariparmi
o-glikosidaasid jagatakse nende substraadivaliku pdhjal maltaasideks ja isomaltaasideks
(Krakenaite ja Glemzha, 1983; Naumoff ja Naumov, 2010). On piistitatud hiipotees, et nende
eellasvalguks oli laiema substraadivalikuga enstiim, mis hidrolldsis nii tdnapdevaste
maltaaside kui ka isomaltaaside substraate (Voordeckers et al., 2012). Selline laia
substraadivalikuga enstiiim on olemas ka tdnapdevastel parmiliikidel, naiteks Ogataea

polymorpha’l (Viigand et al., 2016).

Pagariparmil paikneb a-gliikosidaasi geen kromosoomil a-gliikosiidide transporteri ja
transkriptsiooni aktivaatori vahetus ldheduses, seega moodustub kolmest geenist koosnev
MAL klaster (Chang et al., 1988; Kim ja Michels, 1988). Mitte-konventsionaalsete parmide MAL
klastreid on uuritud vdhe ja seetdttu on raske hinnata, kui oluline on MAL geenide
klasterdumine parmidel ja mis on selle pdhjuseks. Samuti on kirjeldatud vaid mdne mitte-
konventsionaalse parmi a-glikosidaasi substraadivalikut. Fllogeneetiliselt pagariparmist
kaugete parmiliikide a-glikosidaaside substraadivaliku  kirjeldamine  vdimaldab

usaldusvaarsemalt rekonstrueerida nende enstiimide substraadivaliku evolutsiooni.

Kdesoleva t60 eesmark oli otsida MAL klastreid mitte-konventsionaalsetes parmides ja
kirjeldada MAL valkude fllogeneetilisi suhteid. Samuti oli eesmargiks iseloomustada
pagariparmist filogeneetiliselt Gisna kauge parmiliigi Scheffersomyces stipitis’e a-glikosiidsete
suhkrute metabolismi ja selles osalevate a-gliikosidaaside substraadivalikut. Need teadmised
toovad meid ldhemale parmide a-glikosiidsete suhkrute metabolismi ja selles osalevate

valkude evolutsiooni moistmisele.

T66 valmis grantiprojekti "Uudsete prebiootikumide ensiimaatiline siintees: ensiimide
iseloomustamine ja produktide prebiootilise efektiivsuse hindamine (1.01.2016-31.12.2019)"
PUT1050 raames. Magistrit66 andmed on esitatud publikatsioonis ,Genome mining of non-

conventional yeasts: search and analysis of MAL clusters and proteins“ ajakirjas Genes (2018).

Tanan oma juhendajaid Tiina Alaméaed ja Katrin Viigandit, kes aitasid planeerida praktilist to6d

ja koostada kdesolevat t66d.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Parmide mitmekesisus ja filogenees
Definitsiooni jargi on parmid seened, mis suguliselt paljunedes ei moodusta viljakeha ning
mittesuguliselt paljunevad pungudes vdi pooldudes. Parmid ei ole monofileetiline rihm ja
neid leiab seeneriigi flilogeneesipuu erinevatest harudest. Parmid kuuluvad Dikarya alamriigi
kahte hdimkonda — Ascomycota (kottseened) ja Basidiomycota (kandseened). Ulejidnud
seentest eristab parme nende peamiselt Uherakuline eluviis, kuigi mitmed parmiliikide
esindajad on voimelised moodustama ka hulkrakseid pseudohiife voi hiitife (Kurtzman et al.,
2011). Parmide viimane Uhine eellane oli hulkrakne organism, millest konvergentse
evolutsiooni tulemusena tekkis mitmes erinevas flilogeneesi harus parmidele omane
Uherakuline eluviis (Nagy et al., 2014). Tanapaeval on kirjeldatud {le 1500 parmiliigi, kuid need
moodustavad téendoliselt vahem kui 1% tegelikult eksisteerivatest parmiliikidest (Kurtzman

ja Piskur, 2006).

Pagariparm Saccharomyces cerevisiae on (ks kdige paremini kirjeldatud eukariiootseid
organisme. Palju on uuritud ka poolduvat parmi (fission yeast) Schizosaccharomyces pombe.
Neid kahte parmiliiki on hakatud nimetama , konventsionaalseteks” parmideks (Prista et al.,
2016). Vahem pohjalikult on kirjeldatud ja uuritud kdiki tlejaanud parmiliike, niinimetatud
,mitte-konventsionaalseid” parme. Ometigi on nendel parmidel palju erilisi omadusi, mille
uurimine aitaks seletada bioloogilisi protsesse ning mida saaks kasutada biotehnoloogias
(Riley et al., 2016). Vaatamata sellele, et parmid on morfoloogiliselt tisna tihetaolised, on lihte
klassi (Saccharomycetes) kuuluvate parmide geneetiline mitmekesisus vahemalt sama suur
kui kogu keelikloomade hdimkonnas, mille esindajad on morfoloogiliselt vdga erinevad

(Dujon, 2006).

Selles peatiikis kirjeldatakse lihidalt kolmeteistkimmet mitte-konventsionaalset parmi ja S.
pombe’t, tostes esile liikidele erilisi omadusi ning vGimalusi nende biotehnoloogiliseks
kasutamiseks. Need liigid on valitud kahe kriteeriumi jargi: parm metaboliseerib maltoosi ja
selle genoom on sekveneeritud.

1.1.1. Torulaspora delbrueckii
T. delbrueckii on toiduainete riknemist pShjustav parm (Benito, 2018). Kui kdérvale jatta
perekonna Saccharomyces liigid, on T. delbrueckii levinuim veini kaaritamisel kasutatav parm

(van Breda et al., 2013; Benito, 2018). Vorreldes Saccharomyces’ega kaaritatud veinidega on



T. delbrueckii kaaritatud veinil mitmeid hdid omadusi: madalam &adikhappe sisaldus,
madalam alkoholisisaldus, paremad I6hna- ja maitseomadused (Benito, 2018).

1.1.2. Ogataea polymorpha ja Ogataea parapolymorpha
Ogataea perekonda kuuluvad parmid, nende seas ka O. polymorpha ja O. parapolymorpha,
on metulotroofid — need voivad kasvada keskkonnas, kus metanool on ainukeseks
susinikuallikaks (Limtong et al., 2008). Neid parme on leitud keskkondades, mis sisaldavad
metanooli — riknevates puuviljades, taimelehtedel, mullas ja putukate sooles (Morais et al.,
2004; Limtong et al., 2008). O. polymorpha kasvab ka vaga korgel temperatuuril - kuni 48°C
(Reinders et al., 1999) ja see on arendatud heteroloogsete geenide ekspressiooniplatvormiks.
Naiteks firma Hepavax-Gene kasutab seda hepatiit B vaktsiini ja hepatiit C ravimi tootmiseks
(Kunze et al., 2009).

1.1.3. Cyberlindnera fabianii
C. fabianii on isoleeritud fermenteeritud alkohoolsetest jookidest (Mukisa et al., 2012),
suhkruroost (Limtong et al., 2014) ja puuviljadest (Nyanga et al., 2007), kuid on ka inimese
oportunistlik patogeen. C. fabianii on vaga haruldane infektsiooni pdhjustaja, kuid selle teeb
ohtlikuks vdime moodustada biofilmi ning kiiresti saavutada resistentsus fungitsiididele
(Arastehfar et al., 2019). Sellele parmiliigile on leitud ka biotehnoloogilisi rakendusi — C.
fabianii’d saab edukalt kasutada reoveest orgaaniliste siisinikuithendite eemaldamiseks
(Moriya et al., 1990).

1.1.4. Debaryomyces hansenii
D. hansenii on halotolerantne parm, mille elukeskkonnaks on merevesi (Kumar et al., 2012).
D. hansenii on ka kdige levinum parm kdrge soolasisaldusega toidus — juustus (Seiler ja Busse,
1990) ja kaaritatud lihatoodetes (Saldanha-da-Gama et al., 1997). D. hansenii on vajalik juustu
valmimiseks ja selle riknemist pohjustavate bakterite vohamise takistamiseks (Prista et al.,
2006), samuti salaami iseloomuliku maitse kujunemiseks (Breuer ja Harms, 2006). Parmil D.
hansenii on ka probiootilised omadused (Ochangco et al., 2016).

1.1.5. Peterozyma xylosa
Peterozyma xylosa (varasem nimi Pichia xylosa) on isoleeritud puuviljakdrbse Drosophila
miranda seedekanalist (Phaff et al., 1956; Stefanini, 2018). P. xylosa erineb teistest kdesolevas
t60s kirjeldatud parmidest, kuna sellel transleeritakse CUG koodonit mitte leutsiinina, nagu
standardse geneetilise koodi puhul, ega seriinina, nagu CTG klaadi parmidel, vaid alaniinina

(Krassowski et al., 2018).



1.1.6. Meyerozyma guilliermondii
M. guilliermondii elab nii mullas, puuviljadel kui ka inimese nahal ja limaskestadel. M.

guilliermondi anamorf (suguliselt mittepaljunev vorm) on oportunistlik patogeen Candida
guilliermondii, mis vdib pohjustada invasiivset infektsiooni (Papon et al, 2013).
Haigustekitajana on C. guillermondii vaga haruldane, nakatades enamasti vahihaigeid, kuid
samas on see vdahem tundlik fungitsiidile kui teised Candida liigid (Savini et al., 2011).
Toostusele pakub huvi M. guilliermondii véime toota riboflaviini (vitamiin B,) (Abbas ja Sibirny,
2011; Papon et al., 2013). Samuti on naidatud, et M. guilliermondii takistab hallitusseente
vohamist puuviljadel ja seda on vdimalik kasutada fungitsiidide asemel pdllumajandusliku
toodangu riknemise darahoidmiseks (Wisniewski et al., 1991).
1.1.7. Lodderomyces elongisporus
Parmi L. elongisporus on isoleeritud puuviljadest ja magusatest jookidest (James et al., 1994).
Selle omaduste ja niSi kohta on vahe teada (Al-Obaid et al., 2018). L. elongisporus on inimese
oportunistlik patogeen ning kuigi registreeritud haigusjuhtumeid on vahe, vdib infektsioon
olla letaalne (Lockhart et al., 2008; Al-Obaid et al., 2018).
1.1.8. Scheffersomyces stipitis

Parmi S. stipitis (varasem nimetus Pichia stipitis) on isoleeritud putukavastsetest (Jeffries et
al., 2007) ja puidust toituvate pornikate soolestikust (Suh et al., 2003). Perekonna
Scheffersomyces parmid on kohastunud elama hapnikuvaestes tingimustes, kus on osaliselt
seeditud puitu (Jeffries et al., 2007). S. stipitis kaaritab puidu koostisesse kuuluva kstiloosi
efektiivselt etanooliks (Toivola et al., 1984; Jeffries et al., 2007). Ksiloosi kddritamine on vajalik
bioetanooli efektiivseks tootmiseks taimsest biomassist, kuna gliikoosi jarel on ksiiloos kdige
enam esinev monomeer lignotselluloosis (Jeffries ja Van Vleet, 2009). To66stuslikul bioetanooli
tootmisel kasutatakse tavaliselt pagariparmi, mis on hea gliikoosi kaaritaja, vastupidav korgele
etanooli kontsentratsioonile ja madalale pH tasemele, kuid ei kaarita kstiloosi (Mohd Azhar et
al., 2017). Lignotselluloosi efektiivselt etanooliks kaaritava parmi konstrueerimiseks on S.
stipitis’e ksuloosi metabolismi geene viidud pagariparmi, kuid saadud transgeensel
pagariparmil on ilmnenud mitmeid puudusi (Jeffries ja Van Vleet, 2009). Naiteks oleks vaja
muuta ksiloosi transporti pagariparmi rakku efektiivsemaks (Nijland et al., 2017), hoida
reaktsioonides osalevate kofaktorite hulka tasakaalus (Salusjarvi et al.,, 2013) ja tagada

ksiloosispetsiifiliste geenide ekspressioon sobival tasemel (Zeng et al., 2017).



1.1.9. Yamadazyma tenuis ja Spathaspora passalidarum
Y. tenuis (varasem nimetus Candida tenuis) ja S. passalidarum elavad simbiontidena pdrnikate

soolestikus (Nguyen et al., 2006; Davis, 2014). Nagu ka S. stipitis (vt ptk 1.1.8), fermenteerib
S. passalidarum kslloosi. Aeroobsetel tingimustel on S. passalidarum’i  ksiloosi
fermenteerimise vGime vorreldav S. stipitis’e omaga ja anaeroobsetel tingimustel isegi parem
kui S. stpitis’el (Veras et al., 2017). Parmi S. passalidarum uuritakse, et paremini mdista
kslloosi metabolismi mehhanisme ja tdhustada taimsest biomassist bioetanooli tootmist
(Wohlbach et al., 2011).

1.1.10. Blastobotrys adeninivorans
Parmi B. adeninivorans (varasem nimetus Arxula adeninivorans) elukoht on muld
(Middelhoven et al., 1984). B. adeninivorans eristub teistest parmiliikidest oma robustsuse ja
ebatavaliste biokeemiliste omaduste téttu — selle liigi esindajad on termo-, ksero- ja
osmotolerantsed ning metaboliseerivad vaga erinevaid susiniku- ja lammastikuallikaid.
Naiteks vodib B. adeninivorans kasutada amiine ja adeniini ainukese energia- ja slsiniku- ja
[ammastikuallikana ning metaboliseerida n-butanooli ja tanniini (Kunze et al., 2014). B.
adeninivorans on temperatuurist séltuv polimorf. Madalal temperatuuril kasvab parm
Uksikute punguvate rakkudena, temperatuuril 42 °C moodustab pseudomitseeli ja sellest
kdrgemal temperatuuril mitseeli, kusjuures mitseelina sekreteerib parm kaks korda rohkem
valke kui Uksikute rakkudena (Wartmann et al., 2000). Seetottu arendatakse meetodeid, et
kasutada seda parmi heteroloogsete valkude tootmiseks (Malak et al., 2016).

1.1.11. Lipomyces starkeyi
L. starkeyi peamiseks elukohaks on muld (Lodder ja Kreger-van Rij, 2010), milles olevaid
susivesikuid lagundab parm energia saamiseks ekstratsellulaarsete hiidrolaaside abil. L.
starkeyi on parmiliikide seas liks voimsamaid tarklise hidroliisijaid (Spencer-Martins ja Uden,
1977). Samuti akumuleerib L. starkeyi raku sisse suurel hulgal lipiide, mis véivad moodustada
kuni 70% parmi kuivmassist (Ageitos et al., 2011). Selle omaduse tdttu pakub L. starkeyi huvi
toostusele — uuritakse vdimalust kasutada parmi biodiisli tootmiseks. L. starkeyi
kasvukeskkonnaks ja lipiidide tootmise substraadiks on voimalik kasutada naiteks reovett
(Angerbauer et al., 2008) voi paberitdostuse jaaki hemitselluloosi (Brandenburg et al., 2016).

1.1.12. Schizosaccharomyces pombe
Parmi S. pombe on leitud puuviljadelt ja teeseenejoogist (Hoffman et al., 2015). Mdned
tootjad kasutavad seda tumeda rummi valmistamiseks (Gomes et al., 2002). S. pombe on ka
vaga oluline mudelorganism — katsed selle parmiga on viinud tahtsate avastusteni rakutsukli,
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replikatsiooni, rekombinatsiooni, kromosoomide segregatsiooni ja epigeneetika kohta

(Hoffman et al.,, 2015 ja sealsed viited). Paul Nurse on saanud Nobeli preemia

(https://www.nobelprize.org) rakkude kasvu ja jagunemist kontrollivate mehhanismide

avastamise eest. Tema katsetes oli peamiseks mudelorganismiks S. pombe (Beach et al., 1982;

Lee ja Nurse, 1987).

1.1.13. Parmide filogenees

0.05 Saccharomyces cerevisiae &
—
Saccharomyces paradoxus

Saccharomyces bayanus
Candida glabrata
Zygosaccharomyces rouxii
Eremothecium gossypii
Kluyveromyces lactis
Lachancea thermotolerans
Lachancea kluyveri
_|:Debaryomyces hansenii ¥§
Scheffersomyces stipitis 3
Clavispora lusitaniae
_: Ogataea polymorpha ¥§
Komagataella pastoris
Yarrowia lipolytica

e Blastobotrys adeninivorans 3§

Geotrichum candidum

Sderotinia sclerotiorum
_: Fusarium graminearum
Trichoderma reesei
| _: Neurospora crassa
Magnaporthe grisea
Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans
Coccidioides immitis
Schizosaccharomyces pombe o
Cryptococcus neoformans
_l— Phanaerochaete chrysosporium

Ustilago maydis

Saccharomycotina

Pezizomycotina

Taphrinomycotina

Ascomycota

Basidiomycota

Joonis 1. Dikarya alamriigi flilogeneesipuu, mis on koostatud 246 valgu jarjestusi vorreldes.
Skaala pikkus tahistab viite asendust saja positsiooni kohta. Punase tarniga on margistatud
parmiliigid, mida kasitleti kdesolevas peatikis. Joonis on parit modifitseeritud kujul artiklist

(Morel et al., 2015).

Joonisel 1 on naidatud Dikarya alamriiki kuuluvate seente fiilogeneetilised suhted. Kdesolevas

peatiikis kirjeldatud parmid kuuluvad hdimkonda Ascomycota ja kéik parmiliigid, v.a S. pombe,

kuuluvad selle alamhdimkonda Saccharomycotina. Saccharomycotina alamhdimkonnas

eristatatakse nn CTG klaadi, millesse kuuluvatel parmidel transleeritakse CUG koodonit

seriinina, mitte leutsiinina, nagu standardse geneetilise koodi puhul. CTG klaadi kuuluvad

teiste hulgas M. guilliermondii, L. elongisporus, Y. tenuis, S. passalidarum, S. stipitis ja D.
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hansenii, neist kaks viimast on olemas ka Ulaltoodud fiilogeneetilisel puul (Riley et al., 2016;
Krassowski et al., 2018). B. adeninivorans kuulub Saccharomycotina basaalsesse klaadi — see
liik lahknes varakult Saccharomycotina teistest parmidest ja loetakse seega flilogeneetiliselt
vanaks parmiks. Veelgi varem on aga S. cerevisiae liinist lahknenud Taphrinomycotina
alamhdimkonda kuuluv S. pombe. See lahknemine vdis aset leida Gsna varsti parast loomade
ja seente lahknemist, mistdttu evolutsiooniline kaugus S. pombe ja S. cerevisiae vahel on
samas suurusjargus, kui evolutsiooniline kaugus kummagi parmi ja imetajate vahel (Sipiczki,

2000).

1.2. a-Glukosiidsed suhkrud ja nende metabolism

1.2.1. a-Glikosidaaside uUldiseloomustus
a-Glikosidaasid on gllikosiidi hiidrolaasid (GH), mis katallitisivad a-1,1-; a-1,2-; a-1,3-; a-1,4-

ja a-1,6-glikosiidsideme hidroliiisi oligo- ja poliimeersetes suhkrutes, alates disahhariididest
nagu maltoos ja isomaltoos ning lopetades poliisahhariididega nagu tarklis. Reaktsiooni
tulemusena vabaneb suhkru mitteredutseerivast otsast a-D-gliikoosi molekul

(http://www.cazy.org/). Lisaks hudrolldsireaktsioonile vdivad paljud a-glikosidaasid

suhkruid ka transgliikosileerida (Mangas-Sanchez ja Adlercreutz, 2015).

Glikosiidi hiidrolaasid jagatakse CAZy (Carbohydrate-active enzymes database) andmebaasis
(Lombard et al., 2014) aminohappelise jarjestuse sarnasuse alusel 163 perekonnaks
(29.05.2019 seisuga). a-Glikosidaase leiab peamiselt perekondadest GH13 ja GH31 (Henrissat
ja Davies, 1997). GH13 ja GH31 valkude primaarjarjestuste sarnasus on madal, kuid nende
struktuuris ja reaktsioonimehhanismis on mitmeid Uhiseid jooni (Janecek et al., 2007). Nii
GH13 kui ka GH31 perekonna valkude kataltutiline domeen on (B/a)s-tinni struktuuriga.
Molema perekonna valkude reaktsioonimehhanism on ,retaining” tllpi - gliikosiidsideme
katkestamisel jadab vabaneva suhkru anomeerne konfiguratsioon samaks (MacGregor et al.,
2001; Janecek et al., 2007). Katalldtiline masinavark on aga nende kahe perekonna valkudel
erinev. GH13 perekonna valkudel koosneb see kolmest aminohappest: glutamaadist ja kahest
aspartaadist (Matsuura et al., 1984), kuid GH31 perekonna valkudel osaleb katalliilsis vaid

kaks aspartaati (Lovering et al., 2005).

Samuti on erinev GH13 ja GH31 perekonna valkude levik organismides. GH31 a-gliikosidaasid
on laiema levikuga — neid on nii bakterites, arhedes kui ka eukarlootides (sh ka imetajates).
GH13 perekonna a-gliikosidaase on leitud lisaks bakteritele vaid seentel ja putukatel (Gabrisko

ja Janecek, 2011). Pagariparmi a-gliikosidaasid kuuluvad perekonda GH13 (Needleman et al.,
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1978; Deng et al., 2014), parmil S. pombe on kirjeldatud nii perekonna GH13 (Chi et al., 2008)
kui ka GH31 a-glikosidaase (Jansen et al., 2006).
1.2.2. Inimese ja taimede a-glikosidaasid

Koikidel eukariiootidel on a-gliikosidaasid endoplasmaatilises retiikulumis, kus need osalevad
glikosilitud valkude voltumise kvaliteedikontrollil, eemaldades glikosiilitud valkudelt
otsmised gliikoosi molekulid (Hebert et al., 1995; Ferris et al., 2014). Lisaks endoplasmaatilise
retiikulumi oa-glikosidaasile on inimesel kaks erineva substraadivalikuga rakuvalist
o-glikosidaasi peensoole limaskesta pinnal, mis osalevad toidus sisalduva tarklise
lagundamisel (Nichols et al., 1998) ja Uks rakusisene llisosoomides paiknev a-gliikosidaas, mis
osaleb gliikogeeni |6hustamisel glikoosiks. Funktsionaalse llsosomaalse a-gliikosidaasi

puudus pShjustab inimesel Pompe haigust (Hers, 1963).

Taimedel, naiteks odral ja peedil, ekspresseruvad a-gliikosidaasid seemnetes. Seemne
idanemisel osalevad a-gliikosidaasid seemnes sisalduva tarklise lagundamisel gliikoosiks, mis
on energiaallikas taimeembriio arenguks (Yamasaki ja Suzuki, 1980; Stanley et al., 2011;
Andriotis et al., 2016).
1.2.3. Milleks parmidele a-glikosidaasid?

Parmid elavad mitmekesistes keskkondades: mullas, vees, taimede ja loomade pinnal voi
sisemuses. Eriti armastavad parmid suhkrurikkaid keskkondi — kiipseid marju ja puuvilju.
Parmide looduslikus kasvukeskkonnas leidub parmidele C- ja energiaallikaks sobivaid
a-glikosiidseid suhkruid (erinevate a-glikosiidide struktuur on naidatud joonisel 3).
a-Glikosiidid maltoos, maltotrioos ja isomaltoos tekivad taimsetes jaanustes leiduva tarklise
lagundamisel mikroobsete amiilaasidega (Janecek, 2009). Needsamad a-gliikosiidsed suhkrud
tekivad ka gliikogeeni lagundamisel, mis on varuaineks nii bakteritel, eukariootidel kui ka
arhedel (Ball et al., 2011). Tarklise (amuloosi ja amilopektiini) ning glikogeeni struktuur on
ndidatud joonisel 2). Parmide sahharoosi allikaks on marjad ja taimemahl (Winter ja Huber,
2000). Erinevad a-glikosiidid tekivad ka suhkrute transgliikoslitlimisel, mida viivad labi
taimed, seened, bakterid ja putukad. Naiteks mesilased slinteesivad taimenektaris sisalduvast
sahharoosist transglikosiilimise teel turanoosi, palatinoosi ja maltuloosi (Ngiwsara et al.,

2012; Sawale et al., 2017 ja sealsed viited).

13



QQOOOoOOOOOOOOOOOO

Amiloos

Amiilopektiin

Tarklis Gliikogeen

Joonis 2. Tarklise ja glikogeeni struktuur. Nende poliisahhariidide lagundamisel mikroobsete
amilaasidega tekivad maltoos, maltotrioos ja isomaltoos, mis on substraadiks a-
glikosidaasidele. Tarklis ja glikogeen koosnevad gliikoosi monomeeridest, mis on ahela
lineaarses osas Uhendatud a-1,4-glikosiidsidemega ning hargnemise kohas a-1,6-
glikosiidsidemega. Tarklis koosneb lineaarsest amiloosist ja hargnenud amilopektiinist.
Glikogeen on amilopektiinist rohkem hargnenud. Joonis on parit modifitseeritud kujul
veebipdhisest Opikust (OpenStax College, 2013).

1.2.4. Pagariparmi a-glikosidaasid
Parmide a-glikosidaasidest on kdige enam uuritud S. cerevisiae vastavaid ensliime, kuna neil

on biotehnoloogiline tahtsus. Pagariparmi kasutatakse 6lle pruulimisel ja dllevirdes on suurel
hulgal a-glikosiide maltoosi, maltotrioosi ja isomaltoosi, mis tekivad viljaterades sisalduva
tarklise lagundamisel (Stewart, 2016). S. cerevisiae o-gliikosidaasid (koik kuuluvad GH13
perekonda) jagatakse substraadivaliku pohjal kahte riihma: maltaasid ja isomaltaasid.
Maltaasid (EC 3.2.1.20) hudrollalsivad koige efektiivsemalt a-1,4-gliikosiidsidet ja
isomaltaasid (EC 3.2.1.10) a-1,6-gliikosiidsidet. Need ensiimid lagundavad di- ja
oligosahhariide, kuid polisahhariide aeglasemalt voi Gldse mitte (Krakenaite ja Glemzha,
1983; Naumoff ja Naumov, 2010; Teste et al., 2010). Maltaaside ja isomaltaaside substraadid
on esitatud joonisel 3. On pistitatud hiipotees, et pagaripdarmi maltaasid ja isomaltaasid
evolutsioneerusid eellasvalgust, mis suutis hidroliiisida molemat tllpi sidemeid
(Voordeckers et al., 2012). Huvitaval kombel on selle hipoteetilise ,irgmaltaasiga” sarnane
parmi O. polymorpha tanapdevane a-gliikosidaas MAL1 (maltaas-isomaltaas) — see valk
suudab efektiivselt hiidroltisida nii a-1,4- kui ka a-1,6-gliikosiidsidet, ehk nii maltoosi- kui ka

isomaltoosi tlilipi substraate (Viigand et al., 2016).
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Suhkrut
Suhkru nimetus Suhkru ehitus hudro-I.L.J'us!vad
enslitimid
1,4
Maltoos i
Turanoos al3
Maltaasid
Maltuloos ald
Maltotrioos ald atd
al,6
Isomaltoos
Palatinoos al6 Isomaltaasid
a-MG .— CH,
1,2
Sahharoos a Glik
Maltaasid ja ukoos
.—D— isomaltaasid
PNPG NOZ . Fruktoos

Joonis 3. Maltaaside ja isomaltaaside substraatide, a-gliikosiidsete suhkrute struktuur.
Joonise koostamisel kasutati PubChem andmebaasi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
T66s mainitud suhkrute struktuur on esitatud ka lisas 2. a-MG — a-metiililgliikosiid, PNPG — p-
nitrofenlil-a-D-gliikopiranosiid.

Pagariparmil on kirjeldatud kaks maltaasi (MAL12, MAL32) ja viis isomaltaasi (IMA1, IMA2,
IMA3/IMAA4, IMA5) (Needleman et al., 1978; Krakenaite ja Glemzha, 1983; Deng et al., 2014).
Lisaks S. cerevisiae a-gliikosidaasidele on biokeemilisi omadusi kirjeldatud veel vaid mdne
parmi GH13 perekonna a-glikosidaasil, need on toodud tabelis 1. Mitte-konventsionaalsete
parmide a-gliikosidaase tasub uurida, kuna erinevates keskkonnatingimustes ja eriilmeliste
biokeemiliste tunnustega parmidest voib avastada ebatiilpiliste omadustega a-gliikosidaase.
Samuti voimaldavad teadmised parmide, eriti S. cerevisiae p&lvnemisliinist vara lahknenud
parmide a-glikosidaaside omaduste kohta teha usaldusvaarsemaid jareldusi a-glikosidaaside

evolutsiooni kohta.
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Tabel 1. Parmide GH13 perekonna a-gliikosidaasid, mille substraadivalik on kirjeldatud. L.
thermotolerans — Lachancea thermotolerans, C. albicans — Candida albicans, K. lactis —
Kluyveromyces lactis.

o Valgu nimi a-Gliikosidaasi .
Parmiliik e o Viide
(tdhistus) tadp
S. pombe Mall Maltaas (Chi et al., 2008)
L. thermotolerans | KLTHOG19470p | Maltaas (Voordeckers et al., 2012)
L. thermotolerans | KLTHOB00308p | Isomaltaas (Voordeckers et al., 2012)
O. polymorpha MAL1 Maltaas-isomaltaas | (Liiv et al., 2001; Viigand et al.,
2016)
L. elongisporus MalS Maltaas-isomaltaas | (Voordeckers et al., 2012)
C. albicans CAMAL2 Maltaas-isomaltaas | (Geber et al., 1992)
K. lactis KLLAO_B00242g | Maltaas-isomaltaas | (Voordeckers et al., 2012)

1.2.5. a-Glukosiidide transporterid
a-Glikosiidide metabolism voib parmidel olla rakusisene véi rakuvaline. Enamasti on parmide

a-glikosidaasid rakusisesed (Needleman et al., 1978; Deng et al., 2014) ning seega on
metabolismiks vaja a-glikosiidid transportida rakku. a-Gliikosiidide transport on parmidel
aktiivne ja kulutab membraanile tekitatud prootongradiendi energiat — substraat
transporditakse rakku koos prootoniga (Van Leeuwen et al., 1992). Aktiivtransport véimaldab
a-glukosiide rakku kontsentreerida. See on vajalik nende suhkrute tdhusaks hiidrolllsimiseks
rakus, kuna a-glikosidaasidel on vaga madal afiinsus substraadile (Needleman et al., 1978;
Alamae ja Liiv, 1998). Naiteks O. polymorpha a-gliikosidaasi MAL1 Kn, (Michaelis’e konstant)
vaartus maltoosile on 51.8 + 3.7 mM (Viigand et al., 2016), kuid a-glikosiidi transporteri MAL2
Km vaartus maltoosile on 0.23 + 0.05 mM (Viigand ja Alamde, 2007). Talpiliselt on a-
glukosiidide transporteritel kaksteist transmembraanset domeeni (Cheng ja Michels, 1989;
Han et al., 1995). Joonisel 4 on ndidatud O. polymorpha a-gliikosiidi transporteri (MAL2)
ennustatud struktuur. Esimeses, teises ja Uheteistkiimnendas transmembraanses domeenis
on punasega tahistatud konserveerunud positsioonides paiknevad laetud aminohapped, mis
tdendoliselt vastutavad maltoosi ja prootoni seondumise ning transpordi eest. Samades
positsioonides olevate aminohapete (Glul120, Asp123, Glul67 ja Arg504) muteerimine S.
cerevisiae a-glikosiidi transporteris AGT1 on tdestanud nende aminohapete olulisust

a-glikosiidide transpordis (Trichez et al., 2019).
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Joonis 4. Ogataea polymorpha a-gliikosiidi transporteri (MAL2) ennustatud struktuur.
Esimeses, teises ja liheteistkimnendas transmembraanses domeenis on punasega tahistatud
aminohapped, mis tdenaoliselt vastutavad maltoosi ja prootoni seondumise ning transpordi
eest. Transmembraansed domeenid ennustati CCTOP veebilehel (Dobson et al., 2015) ja
struktuur visualiseeriti programmiga Protter program (Omasits et al., 2014). Joonise autor on
K. Viigand (avaldamata andmed).

a-Glikosiidide transportereid on nii laia kui kitsa substraadispetsiifikaga. Nditeks pagariparmi
MAL61 on kitsa substraadivalikuga ja transpordib vaid maltoosi ja turanoosi (Cheng ja Michels,
1991), kuid AGT1 on laia substraadivalikuga ja transpordib paljusid a-glikosiide (trehaloosi,
sahharoosi, PNPG’d, maltoosi, maltotrioosi, a-MG’d, isomaltoosi, meletsitoosi ja palatinoosi)
(Han et al., 1995; Hollatz ja Stambuk, 2001; Day et al., 2002). O. polymorpha MAL2 transpordib
maltoosi, sahharoosi, maltotrioosi, turanoosi, PNPG’d ja trehaloosi (Viigand ja Alamae, 2007).
Suhkrute struktuur on esitatud lisas 2.
1.2.6. MAL klastrid

Maltoosi metabolismi eest vastutavad transporteri ja a-glikosidaasi geenid on paljudes
parmides klasterdunud ehk asuvad genoomis flusiliselt |ahestikku. S cerevisiae MAL klaster
koosneb kolmest geenist: lisaks transporterit ja a-gliikosidaasi kodeerivatele geenidele on
klastri koosseisus ka nende ekspressiooni aktiveeriva regulaatori geen. Pagariparmi
o-glikosidaasi ja transporterit kodeerivad geenid paiknevad divergentselt ning jagavad
kahesuunalist promootorala, millele seonduv aktivaator indutseerib mdlema geeni
transkriptsiooni (Chang et al., 1988; Kim ja Michels, 1988; Meurer et al., 2017). S. cerevisiae

MAL klastrisse kuuluv aktivaator on tsinksérm-domeeniga valk (Chang et al., 1988).

MAL geenide arv ja asukoht kromosoomis varieeruvad erinevatel parmiliikidel ja ka tiivedel.
Paljudes pagariparmi tiivedes on viis MAL klastrit (Needleman, 1991; Brown et al., 2010), kuid
nditeks laboritlives S288C on vaid kaks MAL klastrit ning see tivi ei kasva maltoosil MAL

aktivaatori geeni mittefunktsionaalse alleeli t6ttu (Cohn et al., 2006). Parmide erinevates
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evolutsiooniliinides on MAL klastri geenid duplitseerunud, tekkinud geenikoopiad on
divergeerunud vdi kaduma ldinud. llmselt selle tulemusena on pagariparmil tekkinud erineva
substraadivalikuga a-glliikosidaasid — maltaasid ja isomaltaasid, mis voimaldavad efektiivselt
kasutada erinevaid substraate (Brown et al., 2010). Pagariparmi a-gliikosidaaside evolutsiooni

on in silico imiteeritud (Voordeckers et al., 2012).

Lisaks pagariparmile on MAL klastreid leitud ja kirjeldatud jargmistes parmides: O. polymorpha
(Viigand et al., 2005), O. parapolymorpha (Ravin et al., 2013), T. delbrueckii (Alves-Araujo et
al., 2004), S. stipitis (Jeffries ja Van Vleet, 2009) ja K. lactis (Fairhead ja Dujon, 2006; Leifso et
al., 2007). Parmi K. lactis genoomis on kaks MAL klastrit (Fairhead ja Dujon, 2006) ja S. stipitis’e
genoomis on neli MAL klastrit (Jeffries ja Van Vleet, 2009), llejadanud parmidel on ks MAL
klaster. a-Glikosiidsete suhkrute metabolismi klastreid on lisaks parmidele leitud ka
filamentsetes seentes, kuid mitte taimedes ega loomades. MAL geeniklastreid on kirjeldatud
dadikakarbsel, kuid need koosnevad a-gliikosidaase kodeerivate paraloogsete geenide
tandemkordustest, seega on need vaga erinevad parmide mittehomoloogsetest geenidest
koosnevatest MAL klastritest (Gabrisko ja Janedek, 2011). MAL klastrite otsimine ja
kirjeldamine enamates parmiliikides aitab mdista metabolismi geenide klasterdumise

funktsiooni ja olulisust parmides.

1.3. Geeniklastrid

1.3.1. Mis on metaboolne geeniklaster?
Metaboolne geeniklaster moodustub kromosoomil korvuti paiknevatest geenidest, mis
tdidavad (hist metaboolset funktsiooni. Metaboolsed geeniklastrid koosnevad
mittehomoloogsetest geenidest ja iga geeni produkt tdidab erinevat tGlesannet — viib Iabi Ghte
etappi metaboolses rajas. Metaboolsed geeniklastrid erinevad bakterite operonidest, kuna
operonis paiknevaid geene transkribeeritakse Uhe politsistroonse mRNA’na, klastris

paiknevaid eukartiootseid geene aga eraldi (Jeffries ja Van Vleet, 2009).

1.3.2. Geeniklastrid erinevates organismides
Bakterites on (hist funktsiooni tditvate geenide lahestikku paiknemine tavaline — enam kui
50% bakteri geenidest moodustavad operone (Nitzmann et al., 2018). Eukariiootides on aga
mittehomoloogsete geenide klasterdumine (isna ebatavaline ndhtus. Pagariparmis paiknevad
enamike metabolismiradade geenid genoomis juhuslikult (Hall ja Dietrich, 2007).
Geeniklastreid on kéige enam leitud ja kirjeldatud parmides ja seentes, kuid viimasel ajal on

neid rohkem avastatud ka taimedest (Niitzmann et al., 2018). Uksikuid geeniklastreid on leitud
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ka loomadel, naiteks inimesel on klasterdunud MHC geenid, mis on ha&davajalikud
immuunsuse tekkeks (The MHC sequencing consortium, 1999), ja kaks de novo puriinide

siinteesil osalevat geeni (GPAT ja AIRC) (Brayton et al., 1994).

Metaboolsed geeniklastrid jagunevad primaarse ja sekundaarse metabolismi geeniklastriteks.
Primaarse metabolismi geeniklastrid kodeerivad valke, mis osalevad suhkrute,
[ammastikutihendite, vitamiinide ja aminohapete metabolismis. Primaarse metabolismi
geeniklastrite hulgast on parmides pdhjalikult kirjeldatud susinikuallikate metabolismi
(Viigand et al., 2005; Brown et al., 2010; Slot ja Rokas, 2010) ja nitraadi assimileerimise
klastreid (Siverio, 2002; Avila et al., 2002; Boer et al., 2009). Sekundaarse metabolismi
geeniklastrite funktsioon on toksiinide, antibiootikumide ja pigmentide tootmine.
Sekundaarse metabolismi geeniklastreid on vahem parmidel ja rohkem filamentsetel seentel
ning taimedel. Mudeltaimes Arabidopsis thaliana on ennustatud neljakiimne viie geeniklastri
olemasolu (Nitzmann et al., 2018), milles paiknevate geenide funktsioon on tdendoliselt
kaitse herbivooride ja patogeenide vastu (Niitzmann ja Osbourn, 2015). Pagariparmis on leitud
kaksklimmend metaboolset geeniklastrit (Rokas et al., 2018). Joonisel 5 on ndidatud ka teistes

parmiliikides leitud metaboolsete klastrite arv.

Metaboolsed geeniklastrid

Primaarsed Sekundaarsed

Ascomycota, Taphrinomycotina

Schizosaccharomyces japonicus 6N 5
Schizosaccharomyces pombe Ol 4
Ascomycota, Saccharomycotina

Yarrowia lipolytica 11 0 2
Pichia pastoris 13 10 2
Dekkera bruxellensis 18 Il 4
Candida tenuis 14 Il 3
Debaryomyces hansenii 10 0 3
Pichia stipitis 19 N 3
Saccharomyces cerevisiae 18 Il 2
Kluyveromyces lactis 12 0 2
Eremothecium gossypii 9l 2

Joonis 5. Metaboolsete primaarsete ja sekundaarsete geeniklastrite arv parmides. Pichia
stipitis — uue nimega Scheffersomyces stipitis, Candida tenuis — uue nimega Yamadazyma
tenuis. Joonis on parit modifitseeritud kujul Rokas et al. (2018) artiklist.

1.3.3. Miks geenid klasterduvad?
Mitmed geeniklastrid on evolutsioonis konserveerunud, seega peab geenide klasterdumisele
maojuma positiivse valiku surve. On pakutud valja kolm vdimalikku seletust, miks klastrid
tekivad ja alles jadvad. Nendeks on koregulatsioon, geenide aheldumine ja klastri isekus

(Rokas et al., 2018).
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Klastri tekke esimeseks voimalikuks pohjuseks on klasterdunud geenide koreguleerimisel
tekkiv eelis. On naidatud, et geeniklastris paiknevad geenid on tugevalt koekspresseeritud
(Rokas et al., 2018). Klastri geenide efektiivset koregulatsiooni véimaldab sarnane kromatiini
pakituse aste genoomis ldahestikku paiknevatel geenidel ning klastritele tuupilised

kahesuunalised promootoralad (Nitzmann et al., 2018).

Teiseks vOib klastrite teket pdhjustada geenide aheldumisega kaasnev eelis. Geenide
lahestikku paiknemine vahendab rekombinatsiooni toimumise tdendosust ja seega suureneb
tdendosus, et meioosis paranduvad jarglastele kdik metaboolse funktsiooni taitmiseks

vajalikud geenid (Hall ja Dietrich, 2007).

Kolmandaks geeniklastrite tekke vdimalikuks seletuseks on ,iseka geeniklastri“ teooria.
Walton (2000) pustitas hlpoteesi, et looduslik valik toimub mitte organismile, vaid
geeniklastrile. Klastril on eelis mitteklasterdunud geenide ees, kuna see saab liikuda mitte
ainult vertikaalse, vaid ka horisontaaalse geenililekande kaudu (Walton, 2000). See teooria
eeldab, et horisontaalne geenillekanne toimub Upris tihti. Mitmed teadlased aga arvavad, et
horisontaalne geenililekanne ei ole seeneriigis piisavalt sagedane slindmus, et toetada iseka

geeniklastri teooriat (Wisecaver ja Rokas, 2015; Rokas et al., 2018).

Metaboolsete geeniklastrite teket ja levikut on lihtne pdhjendada, kui metabolismirajas tekib
toksiline vahelihend — see poOhjustab tugevat looduslikku valikut klastri kooshoidmiseks.
Klasterdumine tagab tapse koregulatsiooni ja vahendab tdendosust, et osa raja geenidest
laheb rekombinatsiooni tottu kaduma. See hoiab adra toksilise vahelhendi kuhjumise
organismis (Rokas et al., 2018). Nii mGnegi metabolismiraja geenide kohta on aga naidatud, et
need klasterduvad tihes flilogeneetilises riihmas (perekonnas, liigis, tlives), teises aga mitte.
Selliste geeniklastrite tekkimise pohjust ja vajalikkust organismile on marksa keerulisem

seletada ning Uhtset seisukohta uurijatel selle kohta ei ole (NGtzmann et al., 2018).

1.3.4. Subtelomeersed geeniklastrid
Pagariparmi MAL klastrid paiknevad kromosoomide subtelomeersetes piirkondades (Fairhead
ja Dujon, 2006; Brown et al., 2010). Selline paiknemine on nédidatud ka mitmetel teistel
klastritel. Subtelomeerne kromosoomi regioon on telomeeri kdrval paiknev ala, mis parmidel
on keskmiselt 33 kb pikk (Brown et al., 2010). Kromosoomi subtelomeerne piirkond erineb
Ulejaanud kromosoomist, kuna see on kordusterohkem ja geenivaesem, rekombinatsiooni ja

mutatsioonide tekke sagedus on seal kdrgem ning sealsed geenid on suurema téendosusega
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epigeneetiliselt vaigistatud (Brown et al., 2010 ja sealsed viited). Subtelomeerse piirkonna
ebastabiilsus véimaldab organismil kiiresti adapteeruda uutele nissidele. Subtelomeersetesse
aladesse kuhjuvad geenid, mis on seotud Ghendite metabolismi ja transpordiga ning vastusega
stressile ja toksiinidele (Cohn et al., 2006). Sagedase rekombinatsiooni tdttu duplitseeruvad
subtelomeersed geenid tihedamini. Subtelomeersed duplikaadid divergeeruvad kiiresti tanu
kdorgemale mutatsioonisagedusele ja paindlikumale ekspressioonile. Brown et al. (2010)
oletavad, et see vOimaldas pagariparmi MAL klastril korduvalt duplitseeruda ja
vahespetsiifilistel MAL valkudel divergeeruda maltaasideks ja isomaltaasideks (Brown et al.,

2010).

1.3.5. Kuidas geeniklastrid tekivad?
Metaboolsed geeniklastrid on tekkinud evolutsiooniprotsessi tagajarjel: nende teket, levikut
ja plisimajaamist on mojutanud looduslik valik (Rokas et al., 2018). Enamik seente ja taimede
klastritest on tdenaoliselt tekkinud geenide duplitseerumise ja genoomi imberkorralduste
tottu, kuid osade klastrite tekkel on olulist rolli manginud ka horisontaalne geenililekanne

(NGtzmann et al., 2018).

A DAL klaster

DAL1 DAL4 DAL2 DCG1 DAL7 DAL3

P —=P ¢ ¢ ¢

Kromosoom 9

B Biotiini siinteesi klastrid ja geen BIO2 & Enstam I Transporter
BIO1 BIO6 BIO5 BIO4 BIO3 BIO2
Kromosoomid 1 ja 8 Kromosoom 14 Kromosoom 7

Joonis 6. S. cerevisiae DAL klaster (paneelil A) ja biotiini slinteesi klastrid ja geen B/O2 (paneelil
B). Paneeli A koostamisel oli aluseks joonis Wong ja Wolfe (2005) artiklist ja paneeli B
koostamisel joonis Rokas et al. (2018) artiklist.

Naiteks pagariparmi allantoiini metabolismi eest vastutav DAL klaster tekkis geenide
duplitseerumise ja genoomi Umberkorralduste tottu. K&ik kuus DAL klastrisse kuuluvat geeni
(vt joonis 6) olid pagariparmi eellase genoomis olemas, kuid paiknesid genoomis juhuslikult.
Klastri tekkel relokeerusid neli geeni Gihte subtelomeersesse lookusesse ning kaks geeni esmalt

duplitseerusid ja seejarel relokeerusid samasse lookusesse (Wong ja Wolfe, 2005).
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Pagariparmi biotiini (vitamiin B7) siinteesi klastri tekkel oli aga oluline nii pagariparmi geenide
duplitseerumine ja neofunktsionaliseerumine kui ka horisontaalne geeniiilekanne. Biotiini
sliinteesi eest vastutab pagariparmil kuus geeni, mis moodustavad kaks subtelomeerset
klastrit: Uks klaster sisaldab kolme geeni (BIO3, 4 ja 5), teine kahte geeni (BIO1 ja 6) ja liks geen
ei paikne klastris (B/IO2) (vt joonis 6). BIO3 ja BIO4 on pagariparmi genoomi tulnud
horisontaalse geenillekande kaudu kahelt prokariiootselt doonorilt, vastavalt gamma- ja
alfaproteobakterilt. Geenid BIO1, BIO5 ja BIO6 on tekkinud eellasgeenide duplitseerumise ja
neofunktsionaliseerumise tulemusena. Geenidest B/O1 ja BIO6 on genoomis olemas ka

mittefunktsionaalsed koopiad (Hall ja Dietrich, 2007).

2. Eksperimentaalosa

2.1. TOO eesmargid
Meie uurimisgrupis on uuritud mitte-konventsionaalse parmi O. polymorpha laia

substraadivalikuga maltaas-isomaltaasi MAL1. Seda valku kodeeritakse geeniklastris, mis
sisaldab ka teisi a-gliikosiidide kasutamiseks vajalikke geene. Teised uurijad on analllsinud S.
cerevisiae MAL klastreid ja nendes kodeeritud kitsama substraadivalikuga valkusid — maltaase
ja isomaltaase. Selle magistritod esimeseks pdohieesmargiks oli otsida ja kirjeldada MAL
klastreid mitte-konventsionaalsete parmide genoomidest ning iseloomustada neis kodeeritud
valkude fillogeneesi. Teiseks pohieesmargiks oli kirjeldada pagariparmist fllogeneetiliselt

Usna kauge parmiliigi, S. stipitis’e a-glikosiidsete suhkrute kasutamist ja a-gliikosidaase.
T60s pulstitati jargmised Glesanded:

1. Otsida MAL klastreid mitte-konventsionaalsetest parmiliikidest, millel pole seni MAL
klastreid kirjeldatud

2. Iseloomustada parmide MAL klastrites kodeeritud valkude flilogeneetilisi suhteid

3. Teha kindlaks, millistel a-glikosiidsetel suhkrutel kasvab S. stipitis lisaks neile, mille kohta
on teave CBS andmebaasis

4. Kirjeldada, kuidas s6ltub S. stipitis’e a-gliikosidaasne aktiivsus s66tmele lisatud suhkrust

5. Ennustada S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut valgujarjestuse pdhjal

6. ToOestada S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut eksperimentaalselt — kas need on

maltaasid, isomaltaasid voi laia substraadivalikuga maltaas-isomaltaasid
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Jéarjestuste joondamine, filogeneesipuude koostamine ja muud in
silico meetodid
To0s kasutatud parmitived ja genoomiandmete allikad on kirjeldatud Viigand et al. (2018) (vt

lisa 1) metoodika peatiikis 2.1 ja esitatud lisas 3 tabelis 4. Genoomidest geeniklastrite otsimise

metoodika on kirjeldatud sama artikli peatikis 2.2 (lisa 1).

Valkude flilogeneesipuude koostamiseks kasutatud valgujarjestuste tunnusnumbrid on
esitatud lisas 3 tabelites 5 ja 6. Parmide flilogeneesipuu koostamiseks kasutati 26S rDNA
esimese ja teise domeeni jarjestust (D1/D2) (Kurtzman et al., 2015). C. fabianii puhul kasutati
YJS4271 tiive asemel CBS 5640 tiive D1/D2 jarjestust, kuna tive YJS4271 jarjestus ei olnud
kattesaadav. Nukleotiidsete ja aminohappeliste jarjestuste otsimiseks sarnasuse alusel

kasutati veebipdhist programmi Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Nukleotiidsete ja aminohappeliste jarjestuste joondamisel ja flilogeneesipuude
konstrueerimisel kasutati MEGA-X tarkvara (Kumar et al., 2018), joondamisel kasutati
ClustalW programmi (Larkin et al., 2007). Filogeneesipuude koostamiseks kasutati Neighbour
Joining meetodit (Saitou ja Nei, 1987). Valgujarjestuste puhul kasutati Dayhoff mudelit
(Dayhoff et al., 1978) ja nukleotiidse jarjestuse puhul Maximum Composite Likelyhood mudelit
(Tamura et al., 2004). Bootstrap korduste arv oli tuhat. Kdikide parameetrite puhul, mida pole
mainitud, kasutati standardseid parameetreid. Valgujarjestuste identsuse arvutamiseks
kasutati BioEdit tarkvara (Hall, 1999). S. stipitis’e MAL Kklastrite asukoha skemaatiliseks
kujutamiseks kromosoomil kasutati veebipdhist programmi PhenoGram (Wolfe et al., 2013).
S. cerevisiae isomaltaasi IMA1 ruumilise struktuuri visualiseerimiseks kasutati programmi
Chimera (Pettersen et al., 2004).
2.2.2. S. stipitis’e kasvatamine, kasvusubstraatide testimine

S. stipitis CBS 6054 saadi Prof. A. Sibirnylt (Lviv, Ukraina). Parmi kasvatati temperatuuril 30°C
tard- voi vedelso6tmel, mis sisaldas jargmisi komponente: 0.67% Yeast Nitrogen Base (YNB)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), histidiin (50 mg/L), triptofaan (50 mg/L),
glikoos (0.2%). Parmi kasvusubstraatide testimiseks kasutati YNB vedelsoddet (lisatud
histidiin ja triptofaan), kuid varieeriti stisinikuallikat (gliikoosi asemel erinevad a-gliikosiidid,
I6ppkontsentratsiooniga 0.2%). Negatiivse kontrollina kasutati C-allikata soddet. Parmi
kasvatati mikroplaadil (Greiner 96-well flat-bottom transparent, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Saksamaa) aereerides. Inokuleerimiseks kasutati 0.2% gliikoosiga

minimaalséotmel kasvanud tle66kultuuri, inokuleerimisel oli kultuuri algtihedus lainepikkusel
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600 nm ligikaudu A=0.1. Rakkude optiline tihedus mdddeti katse alguses ja parast 24-tunnist
kasvu mikroplaadi lugejaga Tecan infinite M200 PROTM (Tecan Group Ltd., Sveits)
lainepikkusel 600 nm. Arvutati rakkude optilise tiheduse muutus 24 h jooksul (AODsoo) ning
sellest lahutati negatiivse kontrolli vastav nait.

2.2.3. S. stipitis’e rakulisaadi valmistamine ja analuus
Erinevatel C-allikatel kasvanud S. stipitis’e rakkude llUsaatides moodeti a-gliikosidaasset
aktiivsust. Selleks kasvatati parmirakke YNB vedels66tmes, millele olid lisatud aminohapped
(vt ptk 2.2.2) ja 1% suhkur (glikoos, maltoos, sahharoos, palatinoos vdi kstiloos). Kultuuri
kasvatati, kuni see joudis eksponentsiaalse faasi keskossa, rakud sadestati tsentrifuugimisega
ja pesti kaks korda maltaasipuhvriga (100 mM K-fosfaatpuhver, 0.1 mM etiileendiamiintetra-
dadikhape (EDTA), pH 6.5). Rakud purustati klaaskuulidega. Rakuliisaatides maarati koguvalgu
sisaldus kasutades BCA Protein Assay Kit'i (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Saadud rakuliisaate kasutati valgupreparaadina a-gliikosidaasse aktiivsuse méotmisel (vt ptk
2.2.6).

2.2.4. a-Glukosidaaside geenide kloneerimine
S. stipitis’e a-glikosidaaside substraadivaliku uurimiseks kloneeriti vastavad geenid (AGLI,
MAL6, MAL7, MAL8, MAL9) pURI3Cter vektorisse (Curiel et al., 2011) ja ekspresseeriti
Escherichia coli's. Vordluseks kloneeriti ja ekspresseeriti heteroloogselt ka S. cerevisiae
maltaas MAL62. S. stipitis’e geenide kloneerimiseks eraldati parmist genoomne DNA
PowerSoil Kit’'iga (MoBio, Carlsbad, CA, USA) ja kasutati seda matriitsina a-gliikosidaase
kodeerivate geenide amplifitseerimiseks. S. cerevisiae geeni kloneerimiseks kasutati plasmiidi
pY6 (Charron et al., 1989), mis saadi C. Michels’ilt (New York, NY, USA). See plasmiid sisaldab
S. cerevisiae geene MAL61 ja MAL62.

Plasmiidide konstrueerimiseks kasutati E. coli tiive DH5a (Invitrogen, CA, USA). Rakkudest
eraldati plasmiidne DNA Favor PrepTM Plasmid Extraction Mini Kit'iga (Favorgen Biotech
Corp., Taiwan). PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon, polymerase chain reaction) reaktsioonides
kasutati rekombinantset Pfu poliimeraasi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Kasutatud praimerid on esitatud tabelis 2.
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Tabel 2. Konstrueeritud plasmiidid ja selleks kasutatud praimerid. Geenide kloneerimiseks

pURI3Cter vektorisse kasutatud praimeritel

on halli

taustaga pURI3Cter vektoriga

komplementaarne osa, kaldkirjas on geeni jarjestusega komplementaarne osa, rasvases kirjas
margitud start- ja stoppkoodon.

Praimeri jarjestus

Geeni

Plasmiid Kasutatud praimerid , ) . . Geen
5’-> 3’ suunaga paritoluorganism
TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG
scMALe2 | MALG2PURICter_Fw ACTATTTCTGATCATCCAGAA
pJET1.2 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTT
MALBZPURICter_Rev | 6 ACGAGGTAGATTCTACCTTC Saccharomyces | .
MALG2PURICter Fur TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG cerevisiae
Sc MAL62 - ACTATTTCTGATCATCCAGAA
pURI3Cter GCTATTAATGATGATGATGATGATGTT
MALB2PURICter_Rev | o0 1 CGAGGTAGATTCTACCTTC
SSAGLL | 55 AGLL prom Fw GATCCATTTGCAACTATCAATCAGT
JET1.2 — — -
P Ss AGLL 3’ Rev GCACTAAAGTTCTTATACTAAGGG
coacll | ss AGLL PURICter Fuy | TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG SCheJtheirsi‘t’iTyces AGL1
USRI rerer | - ACAATTACTCGCAACTGGTGG P
P < AGLL PURICter Rey | GCTATTAATGATGATGATGATGATGAT
—ABLL - CAACAATGTAAAGACGTGCTT
SSMAL6 | s MAL6_prom._Fw TTTCTTTTGGATCTCCCCAG
JET1.2
P ss MALG 3’ Rev TATTTATTTCGTGTATAACATTAACTGC
— — Scheffersomyces
TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG 720! MALG
ﬁRIY_lo,Acﬁr Ss_MAL6_PURICter_Fw ACAATTGCTCGCAACTGGTGG stipitis
P cc MALG PURICter Ry | CCTATTAATGATGATGATGATGATGAT
—MIALS_ - CAACAATATATAGACGACCTT
SSMAL7 | ss_MAL7_prom._Fw ACCACTCTAGAAAGTAATAAATTCC
ET1.2
p) ss MAL7 3 Rev GAAAATTATCTTCGATTCATATTTAAGG
— — Scheffersomyces
TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG e MAL7
SJRl\I/l?ﬁZr Ss_MAL7_PURICter_Fw | = o e omaG stipitis
P cc MAL? PURICter Ry | GCTATTAATGATGATGATGATGATGAT
AL - CAACAATGTATAGACGACCTT
SSMALS | 55 MALS. prom. Fu GATCTTCATGTATTCATAAATATTTGTA
PJET1.2 G
Ss MALS 3’ Rev CCAATCCTTCTATGTATCTTCC
- - - Scheffersomyces VIALS
TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG stipitis
SJRl\l/Ialzir 5s_MAL8_PURICter_Fw |\ 16 TTGCACACAAATGGTGG
P <c MALS PURICter Rey | GCTATTAATGATGATGATGATGATGAT
—MIALS_ - CAACAATGTAGAGACGACCC
o MALS | Ss_MALS_prom_Fw ATCTCATATTTCAGAATCAACTACTC
PIETL2 | sc MALY 3’ Rev GGTTACTCTGGAGGACCCG
= s~ Sch
cc MALS PURICter Fus | TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG ¢ e]z‘fir Sl.‘t’i's"y | maLo
Ss MAL9 VAR —"W | ACTAAAAGAATCTGGTGGAAG p
pURI3Cter GCTATTAATGATGATGATGATGATGGG

Ss_MAL9_PURICter_Rev

ACAACAAGTAGACCCGGGCT
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S. stipitis’e a-glikosidaaside geenide 5’ ja 3’ piirnevad nukleotiidsed jarjestused on vaga
sarnased ja seega oli vOimatu disainida praimereid, mis oleksid selektiivsed. Seet&ttu
amplifitseeriti esmalt genoomselt DNA’It pikemad jarjestused, mis lisaks a-gliikosidaasi
geenile sisaldasid ka osa promootoralast ja 3" UTR’st (mittetransleeritavast jarjestusest). Need
produktid viidi kommertsiaalsesse pJET1.2 vektorisse (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) jargides tootja protokolli. Saadud plasmiididelt amplifitseeriti a-gliikosidaase kodeerivad
geenid (ilma promootor- ja 3’ UTR jarjestuseta), kasutades praimereid, mis osaliselt anniiluvad
geeniga ja osaliselt plasmiidiga pURI3Cter (vt tabel 2). Saadud produktid olid praimeriteks
PCR’s, kus matriitsina kasutati tihja pURI3Cter vektorit ning mille produktiks oli meid
huvitavat geeni sisaldav pURI3Cter plasmiid. Ekspressioonivektorisse pURI3Cter kloneerimise
meetod on detailselt kirjeldatud artiklis Rivas et al. (2007). S. cerevisiae geeni MAL62
kloneerimisel kasutati sama metoodikat, kuid mélemasse vektorisse kloneerimiseks kasutati
pikemaid, nii geeniga kui pURI3Cter vektoriga anniiluvaid praimereid. Konstrueeritud

plasmiidid on esitatud tabelis 2.

Ekspressioonivektoritega  transformeeritud  bakterirakkude  kolooniates  kontrolliti
a-glikosidaasi geeni olemasolu PCR’ga. Selleks kasutatud praimerid on esitatud lisas 4 tabelis
7. Metoodika on kirjeldatud minu bakalaureuset66 peatikis 2.2.3 (PGSnograjeva, 2017).
Vektoritesse inserteerunud a-gliikosidaasi geenid sekveneeriti, kasutades BigDye Terminator
vl.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Kanada) komplekti ja modifitseeritud
tootjapoolset protokolli, mis on kirjeldatud minu bakalaureusetéé peatikis 2.2.3
(PGSnograjeva, 2017).
2.2.5. Parmide a-glikosidaaside heteroloogne ekspressioon

Parmi a-gliikosidaasi geeni sisaldavad pURI3Cter plasmiidid transformeeriti E. coli rakkudesse,
nagu on kirjeldatud minu bakalaureuset6o peatiikis 2.2.3 (P6Snograjeva, 2017). pURI3Cter on
kdorge koopiaarvuga plasmiid, millelt ekspresseerides lisandub valgu C-terminusesse
Hise-jarjestus, mis vdimaldab valgu puhastamist Ni2*-afiinsuskromatograafia abil (Curiel et al.,
2011). a-Glukosidaaside ekspressiooniks kasutati E. coli tlive BL21(DE3), mille genoomis on
IPTG’ga (isopropuitl-B-D-1-tiogalaktopiiranosiid) indutseeritav T7 poliimeraasi geen (Studier
ja Moffatt, 1986). E. coli transformante kasvatati ampitsilliini (0.15 mg/mL) sisaldavas LB (Luria
puljongséode) tard- vOi vedelsootmes temperatuuril 37°C. Parmi a-glikosidaasi geeni
olemasolu transformantides kontrolliti PCR’ga. Aktiivse a-gliikosidaasi olemasolu

tuvastamiseks transformantides testiti permeabiliseeritud bakterirakkudes p-nitrofenooli

26



teket PNPG’st (Zimmermann et al., 1977), nagu kirjeldatud minu bakalaureuset6o peatiikis

2.2.3 (P63nograjeva, 2017).

Heteroloogselt ekspresseeritud S. stipitis’e a-glikosidaaside (AGL1, MAL6, MAL7, MALS,
MAL9) aktiivsust substraadivaliku hindamiseks m&ddeti E. coli rakullisaadis. Lisaks puhastati
kaks parmivalku (S. cerevisiae MAL62 ja S. stipitis AGL1) Ni**-afiinsuskromatograafiaga ning
nende substraadivaliku iseloomustamiseks kasutati enstiimpreparaadina puhastatud valku
(vt ptk 2.2.6). Heteroloogset valguekspressiooni, rakullisaadi valmistamist ja valgu
puhastamist on detailselt kirjeldatud minu bakalaureuset6o peatikkides 2.2.4-2.2.6
(PGSnograjeva, 2017). Rakullsaati, rakkude purustamisel tekkinud sadet ja puhastatud
valguga fraktsioone anallilisiti denatureeriva 10% poliakriilamiidgeelelektroforeesiga (SDS
(naatriumdodetsuilsulfaat)-PAGE) (Sambrook et al., 1989), valgu suurusmarkerina kasutati

Protein Ladder Blue Prestained (Naxo, Eesti).

Rakullisaatides maarati koguvalgu sisaldus BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) abil. Puhastatud valgu puhul maarati valgu kontsentratsioon
spektrofotomeetriliselt mikroplaadil (NanoQuantPlate; Tecan Group Ltd., Sveits)
mikroplaadilugejaga Tecan infinite M200 PROTM (Tecan Group Ltd., Sveits). Andmete
kogumiseks kasutati Tecan’i control programmi (Tecan Group Ltd., Sveits).
Valgukontsentratsioon arvutati valemiga C=A/(exL), kus C on kontsentratsioon (mg/ml), A on
optiline tihedus lainepikkusel 280 nm, € on ekstinktsioonikoefitsient ja L on lahuse kihi paksus.
a-Glikosidaaside ekstinktsioonikoefitsentide vaartused arvutati EXPASy serveris (Gasteiger et
al., 2003).
2.2.6. a-Glukosidaaside aktiivsuse médtmine

E. colija S. stipitis’e rakullisaatide ning puhastatud valkude a-gliikosidaasne aktiivsus maarati
temperatuuril 30°C, kasutades jargmisi substraate ja kontsentratsioone: 1 mM PNPG ning
maltoos, sahharoos, palatinoos ja a-MG (kdik 100 mM). PNPG hidroliisireaktsiooni algkiirust
mdddeti p-nitrofenooli vabanemise jargi (Zimmermann et al., 1977). Ulejaanud substraatide
hidrolldsireaktsioonide algkiirusi moddeti gliikoosi vabanemise jargi (Ernits et al., 2017).
Sahharoosi ja a-MG hidrolitsimisel vabaneb Uks glikoosi molekul I6hustatud substraadi

kohta, maltoosi ja isomaltoosi puhul kaks.

Eriaktiivsused arvutati Ghe minuti jooksul hiidroliisitud substraadi hulgana mikromoolides

mg valgu kohta (umol/(mg=+min); U/mg). Kuna S. stipitis’e MAL7, MALS8 ja MAL9 puhul mdddeti
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a-glikosidaasset aktiivsust ainult ensliimi ekspresseeriva E. coli lUsaadis, siis tehti ka
kontrollkatse, milles kdikide kasutatud a-glikosiidide hidrolllsi moddeti lisaadiga tihja
pURI3Cter vektorit sisaldava E. coli rakkudest. a-Glikosidaasse aktiivsuse puudumine selles
lUsaadis naitas, et E. coli'l puudub endogeenne a-gliikosidaasne aktiivsus. Seda teadmist oli
varem kasutatud ka O. polymorpha maltaasi substraadispetsiifika ja muude omaduste
kirjeldamisel, kasutades enstiimpreparaadina O. polymorpha maltaasi valku ekspresseeriva E.
coli lisaati (Liiv et al., 2001).
2.2.7. Invertaasi olemasolu testimine parmilusaadis

Invertaasi olemasolu S. stipitis’e rakulisaadis maarati 100 mM K-fosfaatpuhvris, hinnates
rafinoosi  hlidroliilisi.  Reaktsioonisegu  inkubeeriti 1 h  temperatuuril  30°C.
Reaktsiooniproduktide tuvastamiseks lahutati reaktsioonisegus sisalduvad suhkrud Shukese
kihi kromatograafiaga (TLC), nagu kirjeldatud minu bakalaureuseto6 peatikis 2.2.8

(PGSnograjeva, 2017).

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. MAL klastrid mitte-konventsionaalsetes parmides
Maltoosi metabolismi klastreid on kirjeldatud pagariparmil ja viiel mitte-konventsionaalsel

parmil (vt ptk 1.2.6). Kdesoleva to6 (ilesanne oli otsida MAL klastreid mitte-
konventsionaalsetest sekveneeritud genoomiga parmiliikidest, mis kasvavad maltoosil ja
millel MAL klastreid pole seni kirjeldatud. Teadmised MAL klastrite olemasolu ja ehituse kohta
parmiliikidel, millel on erinev looduslik nisS ja fiilogeneetiline kaugus S. cerevisiae’st,

vOimaldab teha jareldusi MAL klastrite olulisuse ja evolutsiooni kohta.

Kasutatud parmitlived ja genoomiandmete allikad on esitatud lisas 3 tabelis 4. Geeniklastrite
otsimise metoodika on kirjeldatud Viigand et al. (2018) artikli peattikis 2.2 (lisa 1). MAL klaster
defineeriti kui vahemalt kahest geenist koosnev klaster, mille (ks geen kodeerib
potentsiaalset a-gliikosidaasi ja teine potentsiaalset a-glikosiidi transporterit voi
potentsiaalset MAL-aktivaatorit. Neid valke ei ole biokeemiliselt kirjeldatud ja nende
funktsiooni ennustus pohineb jarjestuse sarnasusel varem kirjeldatud valkudega. Parmide S.
passalidarum, P. xylosa ja Y. tenuis genoomidest otsis MAL klastreid kdesoleva t66 autor.
Parmide L. elongisporus, M. guilliermondii, D. hansenii, C. fabianii, L. starkeyi, B. adeninivorans
ja S. pombe genoomidest otsis MAL klastreid Katrin Viigand (lisa 1). Varasemalt on kirjeldatud
jargmiste parmide MAL klastrid: S. cerevisiae (Needleman, 1991; Brown et al., 2010), O.

polymorpha (Viigand et al., 2005), O. parapolymorpha (Ravin et al., 2013), T. delbrueckii
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(Alves-Araujo et al., 2004) ja S. stipitis (Jeffries ja Van Vleet, 2009). Kéikide nende parmide
MAL klastrid on kujutatud joonisel 7.
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Joonis 7. Parmide MAL klastrid ja nende ehitus. MAL klastrite otsimine genoomsetest
andmetest on kirjeldatud Viigand et al. (2018) artikli peatikis 2.2 (lisa 1). Varasemalt on
avaldatud info jargmiste parmide MAL klastrite kohta: S. cerevisiae (Needleman, 1991; Brown
et al., 2010), O. polymorpha (Viigand et al., 2005), O. parapolymorpha (Ravin et al., 2013), T.
delbrueckii (Alves-Araujo et al., 2004), S. stipitis (Jeffries ja Van Vleet, 2009). Joonise
koostamisel on alusena kasutatud joonist Viigand et al. (2018) artiklist (lisa 1).
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Kéesolevas t60s kasitletud parmide genoomidest ei leitud thtegi MAL klastrit parmidel B.
adeninivorans ja S. pombe. Need parmid assimileerivad sellele vaatamata maltoosi, kuna
sisaldavad genoomis klasterdumata MAL geene (Chi et al., 2008; lisa 1). Jarelikult ei ole MAL
geenide klasterdumine tingimata vajalik maltoosi kasutamiseks. Enamikel parmidel (iheksal
viieteistkimnest) leiti Uks MAL klaster. Nendest andmetest ldhtub, et MAL geenide
klasterdumine annab parmile evolutsioonilise eelise ning paljude parmiliikide puhul piisab

Uhest MAL klastrist, et parm assimileeriks a-gliikosiidseid substraate piisavalt efektiivselt.

Mdnel parmil on MAL klastreid rohkem — M. guilliermondii’l kaks, S. stipitis’el neli (Jeffries ja
Van Vleet, 2009) ja S. cerevisiae’l viis (joonisel 7 on kujutatud neist Uiks) (Needleman, 1991;
Brown et al., 2010). Kdige rohkem MAL klastreid, kaheksa, on L. strakeyi’l (lisa 1). Teadaolevalt
on L. starkeyi Lipomyces kononekoae jarel parim tarklist lagundav parm. (Spencer-Martins ja
Uden, 1977). Tarklise lagundamisel tekib maltoosi, maltotrioosi ja isomaltoosi (vt ptk 1.2.3,
joonis 2), mille edasist metabolismi viivad labi MAL valgud. Seega vdib oletada, et kui parmi
oluliseks C- ja energiaallikaks on tarklis, annab MAL klastrite rohkus genoomis parmile
evolutsioonilise eelise. Lisaks, kui parmi genoomis on mitu MAL klastri koopiat, voimaldab see
MAL valkudel spetsialiseeruda. Naiteks viie MAL klastriga S. cerevisiae’l on evolutsiooni kaigus
ilmselt Uks laia substraadivalikuga a-gliikosidaas duplitseerunud ja evolutsioneerunud
maltaasideks ja isomaltaasideks (Brown et al., 2010; Voordeckers et al., 2012), kuid (ihe MAL
klastriga O. polymorpha’l on Uiks laia substraadivalikuga a-gliikosidaas ehk maltaas-isomaltaas
(Viigand et al., 2016). Kaheksa MAL klastriga L. starkeyi’l on substraadivalikut kirjeldatud vaid
Uhel ekstratsellulaarsel a-gliikosidaasil, mis osutus maltaas-isomaltaasiks (Kelly et al., 1985).
Ei ole teada, millise geeni produkt kirjeldatud a-gliikosidaas on ning millisesse GH perekonda
(13 vGi 31) see kuulub. Nelja MAL klastriga S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut pole

uuritud.

Kui geen voi klaster asub parmi kromosoomi subtelomeerses alas, siis on selle duplitseerumise
tdéendosus suurem (vt ptk 1.3.4) (Brown et al., 2010). S. cerevisiae ja S. stipitis’e puhul peab
see seos paika: S. cerevisiage viis klastrit on koik subtelomeersed, S. stipitis’el on
subtelomeersed kaks MAL klastrit neljast (vt joonis 7, subtelomeerne klaster on tahistatud
halli tahega). L. starkeyi genoom ei ole assambleeritud kromosoomide tasemel, seega ei ole
voimalik kindlaks teha, kas selle MAL klastrid paiknevad subtelomeersetes kromosoomide

osades. Uhe MAL klastriga O. polymorpha’l ja O. parapolymorpha’l ei ole MAL klastrid
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subtelomeersed. Kuid see seaduspéra ei pea alati paika, naiteks D. hansenii ainuke MAL klaster

asub subtelomeerses piirkonnas.

MAL Kklastrite ehituses on konserveerunud a-gliikosidaasi ja a-glikosiidi transporteri
divergentne asend. Need kaks geeni paiknevad divergentselt seitsmeteistkiimnel ja mitte-
divergentselt neljal MAL klastril, mis on esitatud joonisel 7. Tanu geenide divergentsele
asetusele voivad need jagada kahesuunalist promootorala, mis tagab divergentselt paiknevate
geenide efektiivse koregulatsiooni (Viigand et al., 2005; Nitzmann et al., 2018). Jagatud
promootorist tulenev evolutsiooniline eelis on tdendoliselt peamine MAL klastreid koos
hoidev tegur, kuigi ei saa valistada, et olulist rolli mangib ka klastri geenide koosparandumise
suurem tdendosus ja sarnane kromatiini pakituse aste (vt ptk 1.3.3). MAL-aktivaatori
olemasolu ja asend parmide MAL klastris ei ole tugevalt konserveerunud —vaid pooled joonisel
7 kujutatud klastrid sisaldavad MAL-aktivaatori geeni. See aga ei tdhenda, et parmi genoomis
MAL-aktivaator puudub, tdendoliselt see lihtsalt ei ole a-gliikosidaasiga ja a-glikosiidi
transporteriga klasterdunud.
2.3.2. MAL geenide fulogenees mitte-konventsionaalsetes parmides

Toos kasitletud parmiliikide (vt ptk 1.1) evolutsiooni kujutab flilogeneesipuu joonisel 8. Selle
fulogeneesipuu koostamisel kasutati 26S rDNA esimese ja teise domeeni jarjestust (D1/D2) (vt
ptk 2.2.1) (Kurtzman et al., 2015). Puul on varvilise taustaga eristatud alamhdimkonna
Saccharomycotina klaadid: Saccharomycetaceae klaad, metilotroofsete parmide klaad (vt ptk
1.1.2), alternatiivse koodonikasutusega parmidest koosnev CTG klaad (vt ptk 1.1.13) ja

Saccharomycotina basaalne klaad (Dujon ja Louis, 2017).

Gabrisko (2013) pustitas hipoteesi, et kottseente eellase genoomis oli kaks a-gliikosidaasi
kodeerivat geeni: maltaasi ja isomaltaasi geen. Saccharomycotina alamhdimkonnas laks
isomaltaasi kodeeriv geen kaduma ning maltaasi kodeeriv geen jai alles, see duplitseerus
mitmes parmiliinis ja osad koopiad divergeerusid isomaltaasideks (Gabrisko, 2013). Seega laia
substraadivalikuga maltaas-isomaltaasid, nagu naiteks O. polymorpha MAL1, voiks olla
evolutsiooni vaheaste (Viigand et al., 2016). Voordeckers et al. (2012) pustitas aga hipoteesi,
et S. cerevisiae maltaaside ja isomaltaaside eellaseks oli laia substraadivalikuga a-gliikosidaas.
Need kaks hlipoteesi ei valista siiski teineteist — kui kottseente a-gliikosidaaside eellaseks oli
maltaas, vOis see tdnapdevaste parmiliikide eellasel areneda laia substraadivalikuga a-
glikosidaasiks ning seejarel evolutsioneeruda erinevates parmiliikides tagasi kitsama
substraadivalikuga maltaasideks ja isomaltaasideks.
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Joonis 8. Parmiliikide flilogeneesipuu. Saccharomycotina erinevatesse klaadidesse (Dujon ja
Louis, 2017) kuuluvad parmid on margistatud vastava taustavarviga. Flilogeneesipuude
s6lmedes on naidatud bootstrap vaartus protsendina (tuhande korduse pd&hjal). Skaala pikkus
tahistab viite asendust saja positsiooni kohta. Flilogeneesipuu konstrueerimine on kirjeldatud
peatikis 2.2.1.

Kdesoleva t66 Uiks Ulesanne oli iseloomustada mitte-konventsionaalsete parmide MAL
klastrite geenide kodeeritud valkude fiilogeneetilisi suhteid. Selleks koostati eelmises peatiikis
kirjeldatud MAL klastrisse kuuluvate geenidega kodeeritud a-gliikosidaaside ja a-gliikosiidi
transporterite valgujarjestuste pdhjal filogeneesipuud, mis on naidatud joonisel 9. Kasutatud
valkude tunnusnumbrid on esitatud lisas 3 tabelites 5 ja 6. Anallilsist jaeti valja S. stipitis’e
valk YIC1, kuna see on vaga erinev llejddanud parmide a-gliikosidaasidest. YIC1 on ennustuse
jargi a-glukosidaas/ksulosidaas ja kuulub perekonda GH31 (Jeffries ja Van Vleet, 2009). Kuna
parmidel B. adeninivorans ja S. pombe puuduvad MAL klastrid, siis kaasati flilogeneesipuude
koostamisse eksperimentaalselt uuritud (S. pombe Mall) véi O. polymorpha MAL1
(a-gllikosidaas) ja MAL2 (a-glikosiidi transporter) valkudele kdige sarnasemad homoloogid (B.

adeninivorans’i AG1, AG2 ja AGT1).
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(parempoolne) flilogeneesipuud. Parmivalkude taust on varviliselt margistatud vastavalt
Saccharomycotina alamgrupile (vt joonis 8) (Dujon ja Louis, 2017). Fllogeneesipuude
s6lmedes on nadidatud bootstrap vaartus protsendina (tuhande korduse p&hjal). Vasakpoolse
fllogeneesipuu skaala pikkus tahistab tihte asendust kiimne aminohappelise positsiooni kohta
ja parempoolse fililogeneesipuu skaala pikkus tahistab kahte asendust kiimne positsiooni
kohta. Flilogeneesipuude koostamine on kirjeldatud peatikis 2.2.1.

Valkude flilogeneesipuud (joonis 9) langevad suures osas kokku parmiliikide flilogeneesipuuga
(joonis 8) — erinevatel puudel saab eristada samu alamgruppe (tdhistatud varvilise taustaga).
Seega vois MAL klaster, mis koosnes divergentselt paiknevatest a-gllikosidaasi ja a-glikosiidi
transporteri geenist, olemas olla juba Saccharomycotina eellase genoomis. See MAL klaster jai
plsima ja evolutsioneerus paljudes parmiliinides. Mdnes liinis MAL klaster duplitseerus
korduvalt. Kahel juhul ei langenud liikide flilogenees ja valkude flilogenees kokku — S. stipitis’e
a-glikosiidi transporteri MALS ja D. hansenii a-glikosidaasi AG1 puhul — need klasterdusid
kokku Saccharomycotina basaalse klaadi vastavate valkudega. See voib viidata horisontaalse
geenillekande toimumisele. Kuigi geenililekanne seente erinevate liikide vahel on haruldane
(Wisecaver ja Rokas, 2015), vOib see siiski seletada nende valkude fiilogeneetilisi suhteid. Ka
GabriSko (2013) tadhendas D. hansenii o-glikosidaasi ebatavalisi flilogeneetilisi suhteid
parmide a-glikosidaasidega ja seletas seda potentsiaalse horisontaalse geeniilekande

toimumisega. Selleks, et tapsemini ennustada a-gliikosidaaside ja nende substraadivaliku
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evolutsiooni, on vaja kirjeldada enamate tdnapdevaste parmide a-gliikosidaaside

substraadivalikut.

2.3.3. Parmi S. stipitis kasv a-glikosiidsetel suhkrutel
CBS andmebaasi (http://www.westerdijkinstitute.nl/) andmetel kasvab S. stipitis CBS 6054

jargmistel a-glikosiidsetel suhkrutel: sahharoos, maltoos, trehaloos ja a-MG (suhkrute
struktuur on esitatud lisas 2). Seega assimileerib S. stipitis maltoosi-tllpi suhkruid (maltoosi),
kuid isomaltoosi-tlilipi substraatidest on S. stipitis’e kasvu ndidatud ainult a-MG’l, mis on
mittelooduslik a-glikosiid. Looduses esinevatel isomaltoosi-tiilpi suhkrutel isomaltoosil ja
palatinoosil ei ole selle parmi kasvu testitud. Kdesoleva t66 llesanne oli uurida, millistel a-
glikosiidsetel suhkrutel kasvab S. stipitis lisaks neile neljale, mille kohta on teave CBS

andmebaasis olemas.

Metoodika S. stipitis’e kasvu testimiseks erinevatel substraatidel on kirjeldatud peatikis 2.2.2.
Uuriti S. stipitis’e vdimet kasvada maltoosi-tlilipi suhkrutel turanoosil, maltuloosil ja
maltotrioosil ning isomaltoosi-tilpi suhkrutel isomaltoosil ja palatinoosil (suhkrute struktuur
on esitatud lisas 2). Selleks, et kontrollida saadud tulemuste usaldusvdarsust, testiti
paralleelselt selle parmi kasvu ka neljal a-glikosiidsel suhkrul ja monosahhariididel gliikoosil
ja ksliloosil, mida S. stipitis kirjanduse andmetel assimileerib. Tulemused on esitatud joonisel
10. S. stipitis kasvas kdikidel suhkrutel, mille kohta oli vastav info CBS andmebaasis. Samuti
kasvas parm koikidel esmakordselt testitud substraatidel. Jarelikult assimileerib S. stipitis
paljusid erinevaid maltoosi-tilpi suhkruid ning ka looduses esinevaid isomaltoosi-tllpi

suhkruid.

Joonis 10. S. stipitis’e kasv 0.2% |Gppkontsentratsiooniga suhkrutel. Parmi kasvatati
mikroplaadil 24 h ja kasvu hinnati kultuuri optilise tiheduse jargi (vt ptk 2.2.2). Tumesinised
tulbad kujutavad parmi kasvu substraatidel, mille kohta varasemalt teavet ei olnud.
Helesinised tulbad kujutavad kasvu substraatidel, mille kohta oli teave CBS andmebaasis
(http://www.westerdijkinstitute.nl/) olemas. Vearibad naitavad standardhalvet.

Kuna S. stipitis’el on genoomis viis a-gliikosidaasi kodeerivat geeni (Jeffries ja Van Vleet, 2009),

siis on kaks vBimalust seletada, kuidas on véimalik selle parmi kasv erinevatel a-gliikosiidsetel
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suhkrutel: (i) véahemalt Uks S. stipitis’e a-gliikosidaas on funktsionaalne maltaas ja (ks on
funktsionaalne isomaltaas véi (ii) vahemalt Uks on laia substraadivalikuga funktsionaalne a-
glikosidaas, sarnaselt O. polymorpha valguga MAL1 (Viigand et al., 2016).
2.3.4. a-Glukosidaasne aktiivsus S. stipitis’e rakullisaatides

Parmide eelistatuimad C- ja energiaallikad on monosahhariidid gliikoos ja fruktoos. Seetéttu
glikoosil kasvanud S. cerevisiae, C. albicans ja O. polymorpha rakkudes a-gliikosidaase ei
slinteesita glikoosi repressiooni tdottu, mis transkriptsiooni tasemel paneb kinni vastavate
geenide ekspressiooni (Geber et al., 1992; Bell et al., 1995; Alamae ja Liiv, 1998). Kirjanduse
andmetel indutseerub a-gliikosidaaside ekspressioon, kui rakkude kasvukeskkonnas on
o-glukosiidseid suhkruid, kuid ekspressiooni tugevus soltub ka a-glikosiidist. Nii naiteks
indutseerib maltoos pagariparmil maltaaside (MAL12 ja MAL32) ekspressiooni keskmiselt 5.2
korda tugevamini kui isomaltoos. Isomaltaaside IMA2 ja IMAS ekspressiooni indutseerib aga
tugevamini isomaltoos, keskmiselt vastavalt 2 ja 1.6 korda tugevamini kui maltoos.
Isomaltaaside IMA3/IMA4 (jarjestuselt identsed valgud) ekspressioon on nii maltoosil kui ka
isomaltoosil sama tugev ja isomaltaasi IMA1l ekspressiooni indutseerib maltoos veidi

(keskmiselt 1.5 korda) tugevamini kui isomaltoos (Teste et al., 2010).

S. stipitis’e MAL geenide ekspressiooni ei ole pdhjalikult uuritud. Ksiloosil kasvades
detekteeriti vaid ihe a-gliikosidaasi (MAL8) ekspressioon vdaga madalal tasemel (Jeffries et al.,
2007). Samuti mainiti, et the MAL klastri (sisaldab MAL6 ja MAL1 geeni, vt joonis 7)
ekspressiooni indutseeritakse tugevalt, kui parmirakud kasvavad maltoosil (Jeffries ja Van

Vleet, 2009).

Kaesoleva too Ulesanne oli kirjeldada, kuidas s6ltub S. stipitis’e a-gliikosidaaside ekspressioon
sootmele lisatud suhkrust. Selleks kasvatati S. stipitis’e rakke 1% monosahhariidiga (gliikoos
vOi ksiloos) voi a-gliikosiidse disahhariidiga (sahharoos, maltoos voi palatinoos) s66tmes (vt
ptk 2.2.2). Parmirakkudest valmistati llisaat (vt ptk 2.2.3) ja seda kasutati enstiiimiallikana
a-glikosidaasse aktiivsuse mootmisel (vt ptk 2.2.6), kasutades jargmisi substraate: PNPG,
sahharoos, maltoos, palatinoos ja a-MG. PNPG kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 1 mM,
koikidel Gilejdganud suhkrutel 100 mM. Saadud tulemused on esitatud joonisel 11. S. stipitis’e
genoomis on viis a-gliikosidaasi kodeerivat geeni (Jeffries ja Van Vleet, 2009), seega ei saa
parmiraku lGsaati kasutades moddetud aktiivsuste pdhjal teha jareldusi Uksikute geenide

ekspressioonitaseme ega valkude substraadivaliku kohta. Kill aga saab selle katse tulemuste
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pohjal teha jareldusi selle kohta, milline on S. stipitis’e (ldine vGime hidroliitsida

a-glikosiidseid substraate ja kuidas seda mojutab C-allikas parmi kasvusdéotmes.

1.2
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Joonis 11. o-Glikosidaasne eriaktiivsus erinevatel suhkrutel kasvatatud S. stipitis’e
rakullsaatides. Vearibad naitavad eriaktiivsuste standardhalvet.

piiresse. Jarelikult S. stipitis’el, sarnaselt juba uuritud parmidele, surutakse gliikoosil kasvades
a-glikosidaaside ekspressioon alla. S. stipitis on ka vaga efektiivne ksiiloosi fermenteerija (vt
ptk 1.1.8), mistottu kasutasime parmi kasvusubstraadina ka ksiiloosi. Ksiloosil kasvanud
parmirakkudes ei olnud a-gliikosidaasset aktiivsust. Jarelikult eelistab S. stipitis C- ja

energiaallikana a-glikosiidsetele suhkrutele monosahhariide gliikoosi ja kstiloosi.

a-Glikosiidsetel disahhariididel maltoosil, sahharoosil ja palatinoosil kasvanud parmirakkude
IGsaadis on a-gliikosidaasne aktiivsus olemas. Sahharoos oli testitud kasvusubstraatidest kdige
efektiivsem a-gliikosidaaside ekspressiooni indutseerija. Kdigil kolmel a-glikosiidsel suhkrul
kasvanud rakud hiidrolisisid nii maltoosi- kui ka isomaltoosi-tllpi substraate. Eriaktiivsuste
muster on kolmel substraadil kasvanud rakkudel sarnane: kunstlikku substraati PNPG’d
hidroluusitakse koige efektiivsemalt, isomaltoosi-tlilipi suhkruid palatinoosi ja a-MG’d
aeglasemini. Vastupidiselt sahharoosil ja palatinoosil kasvanud rakkudele, on maltoosil
kasvanud parmirakkudel maltoosi hiidroliisi aktiivsus veidi kdrgem kui sahharoosi oma, kuigi
erinevus ei ole markimisvaarselt suur. Jarelikult S. stipitis’e rakullisaatide a-gliikosidaasse
aktiivsuse substraadivaliku muster ei s6ltu oluliselt sellest, kas kasvukeskkonnas on maltoosi-
vOi isomaltoosi-tlilipi suhkrut. VBib-olla pole S. stipitis’el spetsialiseerunud a-gliikosidaase
nagu pagariparmil voi pole nende ekspressioon tugevalt reguleeritud soltuvalt

kasvusubstraadi tlitibist.
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Kasutades rakuliisaati enstilimpreparaadina reaktsioonisegudes peab arvestama, et ensiiimi
substraati vdivad I6hustada ka teised rakultsaadis sisalduvad ensuidmid. Antud katses kasutati
reaktsioonisegus a-gliikosidaasi substraadina sahharoosi, mida suudab hiidroliisida ka
invertaas (EC 3.2.1.26). Seega testiti, kas S. stipitis’el on olemas invertaas. Esmalt otsiti S.

stipitis’e genoomist veebip8hise programmi Blastp (https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

abil pagariparmi invertaasi geenile (GenBank tunnusnumber BAJ07815.1) sarnast geeni, kuid
Uhtegi vastet ei saadud. Seejarel testiti invertaasi olemasolu S. stipitis’el biokeemiliste
meetoditega. Invertaas hidroliusib lisaks sahharoosile ka rafinoosi (suhkru struktuur esitatud
lisas 2), mis ei ole substraadiks a-glikosidaasidele (Sainz-Polo et al., 2013). Uuriti rafinoosi
lagundamist reaktsioonisegus, kus ensliimpreparaadiks oli sahharoosil kasvanud S. stipitis’e
rakullsaat ning reaktsiooni produkte analliusiti TLC'ga (vt ptk 2.2.7). Invertaasset aktiivsust S.
stipitis’el ei olnud, jarelikult pohjustasid katses moddetud sahharoosi hidroliisi
a-glikosidaasid. Invertaasnegatiivseid parme on teisigi. Naiteks puudub invertaas O.
polymorpha’l, mis kasvab sahharoosil, lagundades sahharoosi raku sees maltaasiga (Alamae ja
Liiv, 1998). Sahharoos transporditakse rakku a-gliikosiidide transporteriga MAL2, mis
transpordib ka teisi a-glikosiidseid suhkruid (Viigand ja Alamae, 2007). Pagariparmil lagundab
sahharoosi raku pinnale seostunud invertaas ja sahharoosi laguproduktid — gliikoos ja fruktoos
— transporditakse rakku (Alamae ja Liiv, 1998 ja sealsed viited).
2.3.5. S. stipitis’e a-glukosidaaside substraadivaliku ennustamine

S. stipitis’e a-glikosidaaside AGL1, MAL6, MAL7, MAL8 ja MAL9 valgujarjestuste identsus jaab
vahemikku 66%...85%. Andmed S. stipitis’e ja teiste parmivalkude identsuse kohta on esitatud
artikli Viigand et al. (2018) lisamaterjalina. Jeffries et al. (2009) naitasid, et S. stipitis’e neli a-
glukosidaasi kodeerivat geeni (AGL1, MAL6, MAL7 ja MALS8) on klasterdunud ja tks (MAL9) ei
paikne klastris. Autorid arvavad, et esialgu oli S. stipitis’e genoomis liks MAL klaster, mis
koosnes kahest divergentselt paiknevatest geenist — a-gliikosidaasi ja a-glikosiidi
transporterit kodeerivast geenist. Tekkinud klaster duplitseerus korduvalt ja divergentne
klastri geenide asetus sailus, kuid geenid evolutsioneerusid. Toendoliselt kuulus ka MAL9
klastrisse, kuid kaotas evolutsiooni kdigus oma partnertransporteri ja paikneb niid teise
transportvalgu, ennustatud Ca2+/H+ antiporteri kdrval (Jeffries ja Van Vleet, 2009).
Kaesolevas t60s jaeti joondustest, flilogeneesipuudelt ja edasisest anallisist valja kuuendas
kromosoomis asuvast telomeersest klastrist parit geen YIC1 (vt ptk 2.3.2). S. stipitis’e MAL
klastrite ehitus ja asukoht kromosoomil on ndidatud joonisel 12. Neljast S. stipitis’e MAL

klastrist asuvad kaks kromosoomide subtelomeerses piirkonnas ja kaks ei asu (Jeffries ja Van
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Vleet, 2009). Arvatakse, et subtelomeerne asukoht on véimaldanud pagariparmi MAL klastril
korduvalt duplitseeruda ja MAL valkudel divergeeruda erineva substraadivalikuga a-

glikosidaasideks: maltaasideks ja isomaltaasideks (vt ptk 1.3.4) (Brown et al., 2010).

@

l _) Kromosoom 2
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Joonis 12. S. stipitis’e nelja MAL klastri asukoht kromosoomidel. Kaks klastrit on
subtelomeersed (tahistatud tumesinise noolega), kaks ei ole (tdhistatud helesinise noolega)
(Jeffries ja Van Vleet, 2009). Subtelomeerne osa (33 000 ap (Brown et al., 2010)) on naidatud
halli varviga. Kromosoomide skemaatiliseks kujutamiseks kasutati veebip&hist programmi
PhenoGram (Wolfe et al., 2013). MAL klastrite skeemid on koostanud Katrin Viigand (lisa 1).

a-Glikosidaas

a-Glikosiidi transporter

MAL-aktivaator

ﬁﬁﬁ

Kdesoleva t606 (heks (lesandeks oli otsida seoseid S. stipitis’e a-glikosidaaside
aminohappelise jdrjestuse ja substraadivaliku mustri vahel. Enne S. stipitis’e a-glikosidaaside
substraadivaliku biokeemilist iseloomustamist ennustati seda valgujarjestuse pdhjal. Parmide
maltaasidest ja isomaltaasidest on kristallstruktuur olemas ainult pagariparmi isomaltaasil
IMA1 (Yamamoto et al., 2010, 2011). Metsiktlilipi IMA1 on kristalliseeritud koos mittetoimiva
konkureeriva substraadiga — maltoosiga — ja katalldtiliselt inaktiivset IMA1 koos maltoosiga ja
isomaltoosiga. Seetdttu on teada, millised aminohapped asuvad valgu ruumilises struktuuris
substraadi seondumistasku Gmber (Yamamoto et al., 2010, 2011). IMA1 substraaditasku
dartes paikneb liheksa aminohapet, mis madaravad, milline substraat sinna seonduda saab.
Eriti oluline on a-gliikosidaasi substraadivaliku kujunemisel positsioon, mis vastab S. cerevisiae
IMAZ1 valgu positsioonile Val216. Maltoosi- ja isomaltoosi-tiilpi suhkrutel on erinev ruumiline
kuju, seega steerilise takistuse tdttu ei hiidroliilisi isomaltaas maltoosi ja maltaas isomaltoosi.
Laia substraadivalikuga a-gliikosidaaside seondumistaskusse sobituvad nii maltoosi- kui

isomaltoosi-tlilipi suhkrud (Yamamoto et al., 2004; Voordeckers et al., 2012; Viigand et al.,
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2016). Maltoosi ja isomaltoosi ruumiline struktuur ja IMA1 seondumistasku kuju mojutavad

aminohapped on naidatud joonisel 13.

A Maltoos

al1,4

B Isomaltoos

a1,6

Joonis 13. Maltoosi (paneel A) ja isomaltoosi (paneel B) a-gliikosiidsideme tilibid ja sellest
tingitud ruumilise struktuuri erinevus. Paneel C kujutab S. cerevisiae IMA1 struktuuri koos
isomaltoosiga (kollane) substraadi seondumistaskus (Yamamoto et al., 2010). Substraadi
seondumistasku kuju mdjutavad aminohapped on tadhistatud aminohappe nimetuse ja
asukohanumbriga IMA1 valgujarjestuses. Paneelide A ja B koostamiseks kasutati PubChem
andmebaasi jooniseid (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) ja paneeli C koostamiseks
programmi Chimera (Pettersen et al., 2004).

o-Glikosidaasi substraadi seondumistasku Umber asuva {(iheksa aminohappe, nn
ytunnusaminohappe” pohjal ennustati S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut. Selleks
joondati moned GH13 perekonna a-glikosidaasid, mille substraadivalik on kirjeldatud, S.
stipitis’e viie a-glikosidaasiga (vt ptk 2.2.1). Joondusest otsiti valja S. cerevisiage IMA1
seondumistaskusse ulatuvale (heksale aminohappele vastavad aminohapped ka teistes
valkudes. Need on esitatud tabelis 3. S. stipitis’e tunnusaminohappeid vorreldi biokeemiliselt
kirjeldatud substraadivalikuga a-gliikosidaaside vastavate aminohapetega. Positsioonides
216, 217 ja 218 (nummerdatud S. cerevisiae IMA1 jargi) asuvate aminohapete vordlus naitab,
et S. stipitis’e a-gliikosidaaside tunnusaminohapped erinevad oluliselt isomaltaaside
tunnusaminohapetest ning sarnanevad maltaasidele ja laia substraadivalikuga ensliiimide
omadele. Positsioonid 158, 219 ja 278 ei ole informatiivsed eristamaks liksteisest maltaase ja

laia substraadivalikuga enslilime, selleks tuleb vérrelda aminohappeid positsioonides 279, 307
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ja 411. Positsioonis 307 asuva aminohappe p&hjal on MAL8 ja MAL9 sarnased maltaasidega,
kuid positsioonides 279 ja 411 on kdikidel S. stipitis’e a-glikosidaasidel samad aminohapped,
mis laia substraadivalikuga ensliimidel. Seega ennustati, et kdik S. stipitis’e a-glikosidaasid
on laia substraadivalikuga ehk maltaas-isomaltaasid. Kdikide peattikis 1.1 kirjeldatud parmide
a-glikosidaaside tunnusaminohapped on esitatud ja nende funktsiooni ennustatud Viigand et

al. (2018) artikli peatkis 3.5.

Tabel 3. Parmide a-gliikosidaaside tunnusaminohapped ja nende funktsioon voi selle
ennustus. Toestatud funktsiooniga a-gliikosidaaside substraadivalik on rasvases kirjas,
ennustatud substraadivalik tavalises kirjas. Rohelise taustavarviga on tahistatud maltaas-
isomaltaasid, kollasega maltaasid ja sinisega isomaltaasid. Helerohelise taustavarviga on
tahistatud ennustatud maltaas-isomaltaasid. Rasvases kirjas on ka positsioonis 216 asuv
aminohape, millel on suurim mdju a-glikosidaasi susbtraadivalikule (Yamamoto et al., 2004;
Viigand et al., 2016).

Tunnusaminohapped (hnummerdatud
a-Gliikosidaas S. cerevisiae IMA1 jérgi) Funktsioon/ennustus

158)216(217(218|219|278(279(307| 411

0. polymorpha MAL1 Maltaas-isomaltaas
L. elongisporus AG1 Maltaas-isomaltaas
ancMALS Maltaas-isomaltaas
S. cerevisiae MAL12, MAL32 Maltaas
S. cerevisiae IMA1, IMA2 Isomaltaas
S. cerevisiae IMA3/IMA4 Isomaltaas
S. cerevisiae IMAS Isomaltaas

S. stipitis MAL6 Maltaas-isomaltaas

S. stipitis MAL7 Maltaas-isomaltaas

S. stipitis MAL8

Maltaas-isomaltaas

S. stipitis MAL9 Maltaas-isomaltaas

S. stipitis AGL1
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Maltaas-isomaltaas

2.3.6. S. stipitis’e a-glukosidaaside substraadivaliku kirjeldamine
Kaesoleva too lilesanne oli kirjeldada S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut — kas need

on maltaasid, isomaltaasid voi laia substraadivalikuga maltaas-isomaltaasid. Selleks, et
kirjeldada S. stipitis’e  a-glikosidaaside substraadivalikut, kloneeriti iga geen
ekspressioonivektorisse ja ekspresseeriti heteroloogselt E. coli’s (ptk 2.2.4-2.2.5). Vordluseks
kloneeriti ja puhastati ka S. cerevisiae maltaas MAL62. S. stipitis’e a-glikosidaaside

substraadivalikut hinnati, kasutades enstiimpreparaadina bakteri rakullisaati. Sama meetodit
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on kasutatud O. polymorpha MAL1 substraadivaliku kirjeldamiseks (Liiv et al., 2001). Oma
bakalaureusetdos vordlesin a-glikosidaaside substraadivaliku maaramise tulemusi, mis saadi
puhastatud valku ja valku (ileekspresseerinud rakkude lisaati kasutades. Naitasin, et E. coli
lUsaati vOib kasutada a-glikosidaasi substraadivaliku usaldusvaarseks iseloomustamiseks

(PGSnograjeva, 2017).

S. cerevisiae maltaasi MAL62 lileekspresseerinud bakterirakkude llisaadis oli a-gliikosidaasne
aktiivsus korge, kuid S. stipitis’e valkudega lliisaadis palju madalam. Anallisides rakullisaati ja
lisaadi valmistamisel allesjaanud sadet geelelektroforeesil selgus, et osa heteroloogselt
ekpresseeritud S. stipitis’e enstiimidest ei olnud lahustunud kujul lisaadis, vaid sadenesid
vélja (vt joonis 14). See ei ole haruldane nahtus — valkude heteroloogsel ekspresseerimisel E.
coli’s ei pruugi need Oigesti voltuda, valgud akumuleeruvad inklusioonikehadesse ja on
kataltittiliselt inaktiivsed. Naiteks S. cerevisiae a-gliikosidaasi (a-gliikosidaas PI, mis on 99.7%
identne MAL32’ga) heteroloogsel (ileekspresseerimisel E. coli’s sadeneb osa valku
inklusioonikehadesse. Ebakorrektselt voltuva a-gliikosidaasi osakaal séltub katsetingimustest
— kasvutemperatuurist, rakkude kasvukiirusest, sootmest ja ekspressiooni induktori
kontsentratsioonist (Kopetzki et al., 1989; Le Thanh ja Hoffmann, 2005). Lisaks v&ib parmi valk
olla rakulisaadis voi puhastatud valguna lahuses ebastabiilne. Naiteks pagariparmiisomaltaas
IMAS oli puhastatuna vaga ebastabiilne ja temperatuuril 37°C sdilus puhastamisest 3 minuti

moodudes vaid pool ensliimi algsest aktiivsusest (Deng et al., 2014).
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Joonis 14. S. stipitis’e valgu AGL1 (Uleekspresseerimise ja puhastamise anallls
geelelektroforeesil (vt ptk 2.2.5). Radadele 1.-10. kanti jargmised proovid: 1. valgu
suurusmarker; 2. AGL1 (leekspresseerinud E. coli purustatud rakud; 3. AGL1
Uleekspresseerinud E. coli rakkude purustamisel saadud lisaat (supernatant). 4.-10. AGL1
valgu puhastamisel saadud fraktsioonid. Fraktsioonid radadel 6-8 sisaldavad puhast AGL1
valku. Punase noolega on naidatud valgule AGL1 vastav triip liisaadis ja lahustumatute valkude
hulgas.
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Samuti on ndidatud, et eukarliootse valgu ekpresseerimine bakteris ja valgule Hiss-jarjestuse
lisamine voib vahendada valgu Uldist aktiivsust. Naiteks ekspresseerides inimese maksavalku
arginaas | E. coli’'s, on valgu eriaktiivsus ligikaudu 10 korda madalam vorreldes natiivse
enstimiga, mis on valja puhastatud inimese maksast. Ekspresseerides aga arginaas | E. coli’s
koos N-terminaalse Hiss-jarjestusega, on valgu eriaktiivsus ligikaudu 140 korda madalam

vOrreldes inimese natiivse arginaas I'ga (Zakalskiy et al., 2012).

Seega vOib eukarliootse ensliimi heteroloogne ekspresseerimine bakteris pdhjustada selle
madalat aktiivsust ja valgu kogunemist inklusioonikehadesse. Siiski oli AGL1, MAL7, MALS ja
MAL9 leekspresseerinud rakkude lisaadis piisavalt kdrge a-gliikosidaasne aktiivsus, et
maoota enstlmide eriaktiivsust ja hinnata nende substraadivalikut. MAL6 ekspresseerinud
rakkude llsaadis ei olnud piisavalt kdrget a-glikosidaasset aktiivsust, et oleks vboimalik teha
usaldusvaarseid jareldusi valgu omaduste kohta. Seega on MAL6 jargnevatest katsetest ja

jarelduste tegemisel valja jaetud.

o-Glikosidaaside eriaktiivsust moddeti viiel substraadi: PNPG’l, sahharoosil (S. cerevisiae
maltaaside ja isomaltaaside substraadid), maltoosil (maltaaside substraat), palatinoosil ja
a-MG’l (isomaltaaside substraadid)(vt joonis 3). PNPG kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 1
mM, koikidel Ulejaanud suhkrutel 100 mM. Kuigi E. coli’l puudub a-glikosidaas (Boos ja
Shuman, 1998), viidi koik reaktsioonid paralleelselt |abi ka E. coli lisaadiga, mis oli
transformeeritud tiihja ekpressiooniplasmiidiga (vt ptk 2.2.6), et kinnitada taustaktiivsuse
puudumist. S. cerevisiae MAL62 ja S. stipitis’e AGL1 puhastati rakuliisaadist
Ni2*-afiinsuskromatograafiaga (vt ptk 2.2.5) ning nende a-gliikosidaaside puhul kasutati
reaktsioonisegudes ensliimpreparaadina puhast valku. Tulemuseks saadud valkude

eriaktiivsused on kujutatud joonisel 15.

Joonise 15 llemises reas on naidatud varasemalt biokeemiliselt kirjeldatud susbtraadivalikuga
a-glikosidaaside substraadivalikut kirjeldavad graafikud, vordluseks S. stipitis’e enstimide
substraadivaliku mustriga. Kdik joonisel 15 esitatud ensiimid hidroliisivad PNPG’d ja
sahharoosi. Graafik O. polymorpha laia substraadivalikuga maltaas-isomaltaasi MAL1 kohta on
koostatud avaldatud andmeid kasutades (Viigand et al., 2016). S. cerevisiae MAL62 kohta
esitatud andmed on saadud puhastatud valku kasutades. Joonis nditab, et MAL62 hiidroliilisib
maltoosi, kuid isomaltoosi-tiitipi suhkruid mitte. Need andmed MAL62 substraadivaliku kohta
Uhtivad publitseeritud andmetega (Needleman et al., 1978; Krakenaite ja Glemzha, 1983).

Graafik S. cerevisiae isomaltaasi IMA1 kohta on koostatud Deng et al. (2014) artikli tabelis 2
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esitatud andmete alusel. On ndha, et IMA1 ei hiidroliiisi maltoosi, kill aga kahte isomaltoosi-

tllpi substraati.
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Joonis 15. S. stipitis’e a-glikosidaaside MAL8, AGL1, MAL7 ja MAL9 substraadivalik vérrelduna
S. cerevisiae isomaltaasiga IMA1 (Deng et al., 2014) ja maltaasiga MAL62 ning O. polymorpha
maltaas-isomaltaasiga MAL1 (Viigand et al., 2016). Eriaktiivsused (umol/mg-min) on esitatud
protsendina, kus 100%’ga on vordsustatud sahharoosi hiidrol{itsi eriaktiivsus. MAL62 ja AGL1
puhul on tulemused saadud puhastatud valku kasutades, MAL7, MAL8 ja MAL9 puhul on
ndidatud E. coli lisaadiga tehtud katsete tulemused. Vearibad naditavad standardhalvet. IMA1
tulemuste standardhédlbed on esitatud Deng et al. (2014) artiklis. Kui ensiiim substraati ei
hidroluusi voi eriaktiivsus on mddtevea piires, on see joonisel tahistatud ristiga.

Joonise 15 alumisel paneelil on esitatud S. stipitis’e nelja a-gliikosidaasi substraadivalikut
iseloomustavad graafikud. Kdik need neli valku hidrolitsivad maltoosi. Kolm valku neljast —
MAL8, AGL1, MAL7 — hidroliitisivad mdlemat testitud isomaltoosi-ttitipi suhkrut. MAL9
hidrolldsib palatinoosi, kuid mitte a-MG’d (eriaktiivsus on mddtevea piires). MAL8 ja AGL1
on substraadivaliku poolest vdaga sarnased O. polymorpha MALl'ga — need enstimid
hiidroluisivad isomaltoosi-tlitipi suhkruid, kuid maltoosi hidroliitisi efektiivsus vorreldes
isomaltoosi-tlilipi substraatide hidrolitsi efektiivsusega on oluliselt kdrgem. MAL7

hiidroluisib aga isomaltoosi-tiilipi substraate ligikaudu sama efektiivselt kui maltoosi.

Kuna koik neli S. stipitis’e testitud ensliimi hidrollisivad vahemalt (ihte maltoosi- ja Uhte
isomaltoosi-tlilipi substraati, voib need kdik liigitada laia substraadivalikuga a-gliikosidaaside
hulka. Jarelikult pidas tunnusaminohapete vordluse pdhjal tehtud valkude funktsiooni

ennustus paika (vt ptk 2.3.5). Samuti seletab koikide S. stipitis’e a-gliikosidaaside lai
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substraadivalik, miks erinevate a-gliosiidide hidroliitisi voime oli erinevatel suhkrutel

kasvanud parmirakkude lisaadis vdaga sarnane (vt ptk 2.3.4).

Voordeckers et al. (2012) naitasid, et a-glikosidaase kodeerivate geenide arvu ja nende
substraadivaliku vahel kehtib seaduspara. Kui parmil on ks funktsionaalset a-glikosidaasi
kodeeriv geen, siis on sellele vastav enslilim laia substraadivalikuga (nditeks L. elongisporus,
K. lactis (Voordeckers et al., 2012) ja O. polymorpha (Viigand et al., 2016)). Kui parmi genoomis
on mitu a-gliikosidaasi kodeerivat geeni, siis ensliimid on spetsialiseerunud kas maltoosi- voi
isomaltoosi-tlilipi substraatide lagundamisele (nditeks S. cerevisiae, L. thermotolerans)
(Voordeckers et al., 2012). S. stipitis’e puhul see seaduspdra ei kehti — viiest a-gliikosidaasist
on vahemalt neli laia substraadivalikuga. Samas véivad S. stipitis’e a-gliikosidaasid olla kitsama
substraadivalikuga ensllimideks spetsialiseerumise vaheetapis. Naiteks ensiimil MAL7 on
madal maltoosi hidrolliiisi vGime, mistdttu see on sarnasem S. cerevisiae isomaltaasidele ja
MAL9 hudroliisib kehvasti isomaltoosi-tiilpi substraate ja seega on sarnasem S. cerevisiae
maltaasidele. S. stipitis’e a-gliikosidaaside substraadivalikut arvesse vottes on tdenaoline, et
nende eellaseks oli laia substraadivalikuga a-glikosidaas, nagu Voordeckers et al. (2012)
hiipoteesi pdhjal ka S. cerevisiae a-glikosidaasidel.
2.3.7. Alternatiivne koodonikasutus ja S. stipitis’e a-glikosidaasid

Nagu mainiti peatlikis 1.1.13, on parmil S. stipitis alternatiivne koodonikasutus, seega
koodonit CUG transleeritakse S. stipitis’e rakkudes seriinina, E. coli rakkudes aga leutsiinina
(Riley et al., 2016). Sellega arvestati enne kloneerimise alustamist ning kontrolliti, kas a-
glikosidaase kodeerivad geenid sisaldavad CTG koodoneid (mRNA CUG koodonile vastav DNA
koodon). Geenid AGL1 ja MALS ei sisalda Gihtegi CTG koodonit, MAL7 sisaldab Gihte ning MAL6
ja MAL9 kahte CTG koodonit.

Jargnevalt uuriti, kas CTG koodoni kodeeritud aminohape asub S. stipitis'e a-glikosidaasi
konserveerunud osas. Selleks joondati S. stipitis’e valgud teiste a-glikosidaasidega (nende
nimetused ja Geenipanga tunnusnumbrid on esitatud lisas 3 tabelis 5) ja vaadati, kas antud
positsioonis asuv aminohape on parmide a-glikosidaasidel konserveerunud.
Konserveerunuks loeti positsioon, milles on sama aminohape vdahemalt 50%’l analiisi
kaasatud parmide a-gliikosidaasidest. Ukski CTG koodonile vastavatest aminohapetest ei

olnud konserveerunud valgu primaarse jarjestuse tasandil.
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Samuti ennustati, kuhu vdivad asetuda CTG koodoni kodeeritud aminohapped a-gliikosidaasi
ruumilises struktuuris, kasutades selleks S. cerevisiae IMA1 struktuuri (Yamamoto et al., 2010).
Kuna CTG koodoni kodeeritud aminohapped ei asu a-glikosidaasi substraadi seondumistaskus
vOi selle laheduses, siis on daarmiselt ebatdendoline, et need aminohapped vdivad mdjutada
a-glikosidaasi substraadivalikut. Ei saa aga vélistada, et CTG koodoni kodeeritud aminohappe
muutus mdjutab valgu Uldist aktiivsust. AGL1, MAL7, MALS8 ja MAL9 aktiivsus rakullisaadist
maoddetuna oli samas suurusjargus, vaatamata erinevale CTG koodoni arvule nendes geenides,
kuid MAL6 madal aktiivsus vdib olla pdhjustatud CTG koodoni valest transleerimisest
bakterirakus. CTG koodonite asukoht S. stipitis’e MAL geenides, valjavote a-glikosidaaside
joondusest ja CTG koodonitele vastavate aminohapete asukoht a-gliikosidaasi ruumilisel
valgustruktuuril on esitatud lisas 5.
2.3.8. Katsed S. stipitis’e a-glikosidaaside lahustuvuse parandamiseks

S. stipitis’e a-glikosidaaside heteroloogsel ekspresseerimisel E. coli’s sadeneb suur osa valgust
inklusioonikehadesse (vt joonis 14), seega peab edasisel S. stipitis’e valkude uurimisel otsima
uut lahenemist nende ekspresseerimiseks. Madalam temperatuur valkude ekspresseerimisel
ja madalam induktori kontsentratsioon on tdstnud Oigesti voltuvate valkude osakaalu
pagariparmi a-glikosidaasi heteroloogsel ekpresseerimisel E.coli’s (Kopetzki et al., 1989).
Seega ekspresseeriti ka S. stipitis’e a-gllikosidaase madalamal temperatuuril (22°C asemel
18°C) vb6i madalama ekspressiooni induktori (IPTG) juuresolekul (0.5 mM asemel 0.25 vai 0.05
mM). Oigesti voltunud funktsionaalse ensiiiimi hulka hinnati a-glikosidaasse aktiivsuse jargi
rakulUsaadis (vt ptk 2.2.6) ning anallilisides rakullsaati ja selle valmistamisel tekkinud sadet
geelelektroforeesiga (vt ptk 2.2.5). Kummalgi juhul ei olnud funktsionaalse ensiimi hulk

lUsaadis kasvanud.

S. stipitis’e a-glikosidaaside korrektse voltumise parandamiseks vdib veel proovida jargnevaid
lahenemisi: (i) ekspresseerida valkusid ndrgema promootori tagant, (ii) ekspresseerida
valkusid madala koopiaarvuga plasmiidilt (Schumann ja Ferreira, 2004), (iii) lisada valkudele
Oiget voltumist ja lahustuvust tdstev jarjestus, nateks SUMO (vdike ubikvitiinisarnane
modifitseerija) (Butt et al., 2005), (iv) ekspresseerida S. stipitis’e a-glliikosidaase teises parmis,
nditeks O. polymorpha tiives, millel on deleteeritud natiivset a-gliikosidaasi kodeeriv MAL1

geen (Viigand et al., 2016).
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Kokkuvote
Kdesoleva t66 eesmargiks oli kirjeldada a-glikosiidsete suhkrute metabolismi, selle eest

vastutavaid MAL geeniklastreid ja a-glikosidaase mitte-konventsionaalsetel parmidel,

pohirdhuga parmil Scheffersomyces stipitis.

T606 raames anallilsiti 24 MAL klastrit 13 parmiliigist, poorates tdahelepanu klastrite arvule ja
ehitusele erinevate parmide genoomides. Tulemused naitasid, et a-gliikosidaasi ja a-glikosiidi
transporterit kodeerivate geenide divergentne paigutus MAL klastris on konserveerunud.
Jarelikult on nende geenide tdapne koregulatsioon tdhtis ning see vdib olla p&hjuseks, miks
MAL klastrid on tekkinud ja plisima jadnud. Kdesolevas magistrit6os kirjeldati esmakordselt
MAL klastreid parmidel P. xylosa, Y. tenuis ja S. passalidarum. Uuriti ka MAL klastrites
kodeeritud valkude flilogeneesi. Saadud andmetest lahtub, et kahest divergentselt paiknevast
geenist koosnev MAL klaster vdis tekkida juba Saccharomycotina eellase genoomis, misjarel
MAL klaster evolutsioneerus erinevates parmiliinides, duplitseerudes mone parmiliigi

genoomis korduvalt.

T606 pohirohk oli pagariparmist fiilogeneetiliselt tGpris kauge parmi S. stipitis’e a-gliikosiidsete
suhkrute metabolismil. Naidati, et lisaks sahharoosile, maltoosile, trehaloosile ja a-
metitlglikosiidile voib S. stipitis kasvada ka turanoosil, maltuloosil, maltotrioosil, isomaltoosil
ja palatinoosil. Samuti kirjeldati, kuidas soltub S. stipitis’e a-glikosiidsete suhkrute
lagundamise vGime kasvusubstraadist. Gliikoosil ja ksiloosil kasvades surutakse S. stipitis’el
a-glikosidaaside ekspressioon alla, jarelikult eelistab see parm substraadina a-glikosiididele
monosahhariide glikoosi ja ksiiloosi. a-Glikosiidsetel disahhariididel maltoosil, sahharoosil ja
palatinoosil kasvanud parmirakkudes a-gliikosidaasne aktiivsus indutseeritakse, kdige

tugevam on induktsioon sahharoosil kasvanud rakkudes.

Iseloomustati S. stipitis’e nelja a-gliikosidaasi substraadivalikut eesmargiga teada saada, kas
need on sarnased S. cerevisioge maltaasidele, isomaltaasidele, v6i on hoopis laia
substraadivalikuga a-gliikosidaasid. Kuna kdik neli S. stipitis’e testitud enstimi hidrolitsivad
vdahemalt Ghte maltoosi- ja Uhte isomaltoosi-tiilipi substraati, voib need kdik liigitada laia
substraadivalikuga a-glikosidaaside hulka. See tulemus Uhtib enstilimide primaarse jarjestuse
pohjal tehtud substraadivaliku ennustusega. S. stipitis’e a-gliikosidaaside eellasvalguks oli
tdendoliselt Uks laia substraadivalikuga enslilim, mis korduvalt duplitseerus ja koopiad on
hakanud divergeeruma - naiteks MAL9 sarnaneb substraadivaliku poolest rohkem

pagariparmi maltaasidele ja MAL7 isomaltaasidele.
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MAL clusters and proteins of yeasts with emphasis on a-glucosidases of

Scheffersomyces stipitis

Kristina PGSnograjeva

Summary

Sugars are the preferred energy source for yeasts. Thus, yeasts thrive in habitats with access
to a-glucosidic sugars, for example maltose and isomaltose, which are released as products of
starch degradation. In S. cerevisiae, a-glucosidic sugars are hydrolysed by two specialized
a-glucosidases — maltases and isomaltases. The ancestor of these a-glucosidases was most
probably an enzyme that could hydrolyse the substrates of both modern maltases and
isomaltases (Voordeckers et al., 2012). Surprisingly, it was shown that substrate specificity of
a-glucosidase of a non-conventional yeast O. polymorpha is very similar to this hypothetical
ancestral a-glucosidase (Viigand et al., 2016). According to the literature, the genes that are
required for utilization of a-glucosidic sugars form metabolic gene clusters (MAL clusters) in
S. cerevisiae and O. polymorpha, even though gene clustering is quite unusual in eukaryotes.
The a-glucoside metabolism has been thoroughly studied in S. cerevisiae, but not in non-
conventional yeasts. Therefore, it is impossible to make reliable conclusions about the

evolution of MAL clusters and substrate specificity of yeast a-glucosidases.

In this thesis, MAL clusters of non-conventional yeasts were addressed. The structures of 24
MAL clusters from 13 yeasts were analysed and the phylogenetic relationships of the proteins
encoded by these clusters were studied. Novel MAL clusters were detected in P. xylosa, Y.
tenuis and S. passalidarum. 1t was concluded that the divergent position of genes coding for
o-glucosidase and a-glucoside transporter was conserved in most clusters. The strict
coregulation it provides is possibly the main reason for the existence of MAL clusters. The MAL
cluster consisting of two genes may have already formed in the common ancestor of

Saccharomycotina.

MAL clusters of S. stipitis and putative a-glucosidases encoded by the clusters were studied in
more detail. S. stipitis is phylogenetically quite distant from the well-studied model yeast S.
cerevisiae. This study showed that in addition to some previously assayed a-glucosidic sugars
(sucrose, maltose, trehalose and a-MG), S. stipitis can also assimilate turanose, maltulose,

maltotriose, isomaltose and palatinose. Furthermore, the effect of growth substrate on the
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expression of a-glucosidases was studied. When grown on monosaccharides glucose or xylose,
the expression of a-glucosidases was repressed. When grown on a-glucosidic sugars maltose,
isomaltose and sucrose, the expression of a-glucosidases was induced. Sucrose was the most

potent inducer of a-glucosidic activity.

The substrate specificity of four a-glucosidases (AGL1, MAL7, MAL8 and MAL9) of S. stipitis
was assayed. All these enzymes could hydrolyse at least one substrate of S. cerevisiae maltases
and one substrate of S. cerevisiae isomaltases. Therefore, AGL1, MAL7, MAL8 and MAL9 are
o-glucosidases with a broad substrate specificity and hence similar to the hypothetical
ancestral protein of S. cerevisiae a-glucosidases. The substrate specificity of the assayed
enzymes was in agreement with a prediction based on the primary sequence of these proteins.
Modern a-glucosidases of S. stipitis could have evolved from an ancestral a-glucosidase with
a broad substrate specificity through the reoccurring duplication of MAL gene cluster and the
following evolution of the duplicates. Although all four a-glucosidases of S. stipitis have a
broad substrate specificity, it varies to some extent. For example, the substrate specificity of
MALS9 is more similar to S. cerevisiae maltases, whereas the substrate specificity of MAL7 is

more similar to S. cerevisiae isomaltases.
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Abstract: Genomic clustering of functionally related genes is rare in yeasts and other eukaryotes
with only few examples available. Here, we summarize our data on a nontelomeric MAL cluster
of a non-conventional methylotrophic veast Ogutaea (Hansenula) polymorpha containing genes for
a-glucosidase MALIL, a-glucoside permease MALZ and two hypothetical transcriptional activators.
Using genome mining, we detected MAL clusters of varied number, position and composition
in many other maltose-assimilating non-conventional yeasts from different phylogenetic groups.
The highest number of MAL clusters was detected in Lipomyces smrkfyi while no MAL clusters were
found in Schizosaccharomyces pombe and Blastobotrys adeninivorans. Phylograms of a-glucosidases
and ce-glucoside transporters of yeasts agreed with phylogenesis of the respective yeast species.
Substrate specificity of unstudied c-glucosidases was predicted from protein sequence analysis.
Specific activities of Scheffersomyces stipitis a-glucosidases MAL7, MALS, and MALS9 heterologously
expressed in Escherichia coli confirmed the correctness of the prediction—these proteins were verified
promiscuous maltase-isomaltases. a-Glucosidases of earlier diverged yeasts L. smrkeyi', B. adenmivorans
and 5. pombe showed sequence relatedness with a-glucosidases of filamentous fungi and bacilli.

Keywords: a-glucosidase; maltase; isomaltase; a-glucoside permease; gene cluster; protein evolution;
methylotrophic yeast; MAL-locus
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al,3 2,1
Meletsitoos e
. al,b
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1 1,2
Rafinoos al,6 s
Sahharoos al?
1,1
Trehaloos o
al,3
Turanoos

Joonis 16. T60s kasutatud voi mainitud suhkrute struktuur. Joonise koostamisel kasutati
PubChem andmebaasi (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Tabel 4. Toos kasutatud parmitiived. Parmide genoom on kattesaadav andmebaasis
MycoCosm, va C. fabianii genoom, mille uurimiseks kasutati andmebaasi European Nucleotide
Archive (ENA).

Parmiliik

Kultuurikollektsioonide numbrid

Viide

Ogataea polymorpha leul.1

NCYC 495; ATCC MYA-335; CBS
1976, NRRL Y-1789

(Riley et al., 2016)

Ogataea parapolymorpha DL-1

ATCC 26012; CBS 12304; NRRL Y-
7560

(Ravin et al., 2013)

Lipomyces starkeyi

NRRL Y-11557; ATCC 58680; CBS
1807

(Riley et al., 2016)

Debaryomyces hansenii

CBS 767; ATCC 36239

(Dujon et al., 2004;
Sherman et al., 2009)

Meyerozyma guillermondii

CBS 566; ATCC 6260

(Butler et al., 2009;
Papon et al., 2013)

Scheffersomyces (Pichia) stipitis

CBS 6054

(Jeffries et al., 2007)

Lodderomyces elongisporus

NRRL YB-4239; CBS 2605; ATCC
11503

(Butler et al., 2009)

Blastobotrys (Arxula) adeninivorans
LS3

CBS 8244

(Sherman et al., 2009;
Kunze et al., 2014)

Schizosaccharomyces pombe

ATCC 24843, CBS 10395

(Wood et al., 2002)

Cyberlindnera fabianii

YJS4271

(Freel et al., 2014)

Torulaspora delbrueckii

CBS 1146

(Gordon et al., 2011)

Saccharomyces cerevisiae S288C

CBS 8803; ATCC 204508

(Goffeau et al., 1996)

Yamadazyma (Candida) tenuis

NRRL Y-1498; CBS 615; ATCC 10573

(Wohlbach et al., 2011)

Spathaspora passalidarum

NRRL Y-27907; CBS 10155

(Wohlbach et al., 2011)

Peterozyma (Pichia) xylosa

NRRL Y-12939; CBS 2286; NCYC 555

(Krassowski et al., 2018)
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Tabel 5. T66s kasutatud a-glikosidaasid (AG’d).

. a-Gliikosidaasi ’: GenBank
Parmiliik - Mycocosm’i tunnusnumber
akroniiiim tunnusnumber
Blastobotrys AG1 rna_ARAD1C14212g Pole saadaval
adeninivorans AG2 rna_ARAD1D20130g Pole saadaval
AG1 gm1.3262_g 0DQ72902
AG2 fgeneshl kg.8 # 10 # Locus10580vlr 0DQ71836.1
pkm1.26
AG3 fgeneshl kg.21 # 1 # Locus3996vilrp 0DQ68842
km38.55
Lipomyces starkeyi AG4 CE77125_4419 0DQ69382.1
AGS fgeneshl kg.10 # 105 # Locus4759v1 0DQ71069.1
rpkm25.91
fgeneshl kg.6 # 581 # Locus4531vér
AG6 okm0.18 PRE 0DQ73295.1
AG7 estExt_Genemark1.C_170108 0DQ69164.1
AGS gm1.6616_g 0DQ69958.1
Cyberlindnera AG1.1 Pole saadaval CDR39670.1
fabianii AG1.2 Pole saadaval CDR39674.1
Meyerozyma AG1 PGUG_01643T0 EDK37545.2
guilliermondii AG2 PGUG_05731T0 XP_001481968.1
Torulaspora AG1 TDEL_0D06530 XP_003681448.1
delbrueckii
Saccharomyces MAL32 YBR299W NP_009858.3
cerevisiae IMA1 YGR287C NP_011803.3
Ogataea MALL fgeneshl_kg.1_# 333_# isotig01325 | XP_018213389.1
polymorpha
Ogataea AG1 HPODL_02607T0 XP_013932394
parapolymorpha - -
AGL1 e_gwwl.6.1.354.1 XP_001385341.1
MAL6 e_gwhl.2.1.484.1 XP_001382912.2
Scheffersomyces MAL7 e_gwwl1.5.1.399.1 XP_001384657.2
stipitis MALS ZstExt_genewwel_worm.C_chr_6.1033 XP_001385796.1
MAL9 fgeneshl_pg.C_chr_1.2000465 XP_001387228.2
Lodideromyces AG1 LELG_01359T0 XP_001526531.1
elongisporus - -
Debaryomyces AG1 Pole saadaval XP_459350.2
hansenii
Schizosaccharomy
Mall mall NP_595063.1
ces pombe -
Yamadazyma AG1 gwp2.e_gw0.00006.1096.1 XP_006684833.1
tenuis
spathaspora MAL6 fgeneshl kg.1 # 129 # isotigd2250 | XP_007372140.1
passalidarum
snap_masked-flattened_line_2-
Peterozyma xylosa AG1 processed-gene-0.47-mRNA-1 Pole saadaval
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Tabel 6. T66s kasutatud a-gliukosiidide transporterid (AGT'd).

a-Gliikosiidi
- . GenBank
Parmiliik transporteri Mycocosm tunnusnumber
... tunnusnumber
akroniiiim
Blastobotrys AGT1 rna_ARAD1D09658g Pole saadaval
adeninivorans
AGT1 estExt_Genewisel.C_6_t10076 0DQ72903
AGT2.1 gm1.4217 g 0DQ71837.1
AGT2.2 estExt_Genewisel.C_8 t10022 0DQ71838.1
Lipomyces starkeyi AGT3 estExt_Genemark1.C_210003 0DQ68844
AGTA fgeneshl kg.16 # 243 # Locus11337vir 0DQ69380.1
pkm1.02
AGTS gm1.5097_¢g 0DQ71068.1
AGT6 gm1.3625 g 0DQ73296.1
Cyberl/.nd/lera AGT1 Pole saadaval CDR39675.1
fabianii
Meyerozyma AGT1.1 PGUG_01640T0 EDK37542.2
guilliermondii AGT1.2 PGUG_01641T0 EDK37543.2
AGT1.3 PGUG_01642T0 XP_001485971.1
Torulaspora AGT1 TDEL_0D06520 XP_003681447.1
delbrueckii
MAL61* Pole saadaval P15685.1
Saccharomyces AGT1 YGR289C NP_011805.3
cerevisiae MPH2 YDL247W POCD99.1
MPH3 YJR160C POCEOO.1
Ogataea polymorpha MAL2 fgeneshl kg.1 # 334 # isotig00883 XP_018213391.1
Ogataea polymorpha MAL2 fgeneshl kg.1 # 334 # isotig00883 XP_018213391.1
Ogataea AGT1 HPODL_02606T0 XP_013932393
parapolymorpha
MAL1 fgenesh1_pg.C_chr_2.1000315 XP_001382383.1
Scheffersomyces MAL2 fgenesh1_pg.C_chr_5.1000002 XP_001385023.1
el 4 MAL3 e_gwh1.6.1.324.1 XP_001385693.1
p MAL4 e_gwh1.6.1.358.1 XP_001385456.1
MALS fgenesh1_pg.C_chr_6.1000012 XP_001385340.2
Lodderomyces AGT1 LELG_01361T0 XP_001526533.1
elongisporus - -
Debaryomyces AGT1 DEHA2E00550g XP_459351.2
hansenii
Schizosaccharomyces sut1 sutl NP_001342860.1
pombe
Yamadazyma tenuis AGT1 gwp2.e_gw0.00006.296.1 XP_006684836.1
Spathaspora MALL | genewiselplus.e_gw0.1.702.1 XP_007372139.1
passalidarum
snap_masked-flattened_line_2-
1
Peterozyma xylosa AGT orocessed-gene-0.64-mRNA-1 Pole saadaval
* Thvi CB11
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Tabel 7.

Konstrueeritud

vektoritega

transformeeritud bakterirakkude kolooniates

a-glikosidaasi kodeeriva geeni olemasolu kontrollimiseks kasutatud praimerid. pURI3Cter
vektoritesse inserteeritud geeni kontrollimiseks sekveneerimisega kasutati samu praimereid,
mida kasutati pURI3Cter puhul transformeeritud bakterirakkude kolooniates a-gliikosidaasi
kodeeriva geeni olemasolu kontrollimiseks (vt ptk 2.2.4).

| praimeri jarjestus

Il praimeri jarjestus

Plasmiid | praimer Il praimer
5’-> 3’ suunaga 5’-> 3’ suunaga
TAACTTTAAGAAGGAGAT GCTATTAATGATGATGATG
3¢ Jhélﬁng MA:[LeGrZ I;\l;JVRIC ATACATATGACTATTTCTG M’tEEZE:VRIC ATGATGTTTGACGAGGTA
P ) - ATCATCCAGAA - GATTCTACCTTC
Sc MAL62 CTGAGATAGGTGCCTCAC TAATACGACTCACTATAGG
Ampsaba T7
pURI3Cter G
Ss AGL1 AACATCGTTCCCAAGCTGC AAGAACATCGATTTTCCAT
DJETL.2 Ss_AGLL_Fw | o\ PIETL.2 Rev | oo\
Ss AGL1 Ss AGLL F AACATCGTTCCCAAGCTGC A b CTGAGATAGGTGCCTCAC
pURI3Cter SASRTW TAAG mpsaba
Ss MAL6 AAGCACACATCAAAGTCT CGACTCACTATAGGGAGA
DJET1.2 Ss_MAL6_Fw GC pJET1.2_Fw GCGGC
MAL AAGCACACATCAAAGTCT CTGAGATAGGTGCCTCAC
SSMALE | o V1aL6_Fw Ampsaba
pURI3Cter GC
Ss MAL7 AGTACGCTTCACAGTCTG CGACTCACTATAGGGAGA
DJETL.2 Ss_MAL7_Fw PIETL2 Fw | co=cc
AGTACGCTTCACAGTCTG CTGAGATAGGTGCCTCAC
5s MAL7 Ss_ MAL7_Fw Ampsaba
pURI3Cter
Ss MALS Ss MALS F TAAGTACCGTAACGAATCT JET12 R AAGAACATCGATTTTCCAT
pJET1.2 S-MAL_IWH 6 PIETLEREV Geeag
TAAGTACCGTAACGAATCT CTGAGATAGGTGCCTCAC
5s MAL8 Ss_ MAL8_Fw Ampsaba
pURI3Cter GC
Ss MAL9 CGACTCTCCAGAGTTCAGA CGACTCACTATAGGGAGA
0JET1.2 Ss_MAL9_Fw GTTC pJET1.2_Fw GCGGC
Ss MAL9 CGACTCTCCAGAGTTCAGA CTGAGATAGGTGCCTCAC
bURI3Cter Ss_MAL9_Fw GTTC Ampsaba
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Tabel 8. CTG koodonite (DNA koodonid, mis vastavad mRNA’s CUG koodonitele) arv ja
koodonile vastava aminohappe positsioon S. stipitis’e a-gliikosidaaside geenides.

Geen CTG koodonite arv Amm_ol.\appe
positsioon
238

MAL6 2 cco

MALS8 0

MAL7 1 559

227

MAL9 2 271

AGL1 0
Nukleotiidide positsioonid joonduses: 306-312 316-324 517-524 671-679
1. S._cerevisiae_MAL32 DKTSKL[] wWaGS HEKS SKEMKDF SSRV|AK
2. S._cerevisiae_IMA1 DKNSTWE] PYTLLKS SEE MKKF SSRTHK
3. S._cerevisiae_IMA2 DENSKWE PFTMEKE SKEMKRF SSRTIAK
4.S._cerevisiae_IMA3 DENSKWE PFTMEKE SKEMKRF SSRTHHK
5. S._cerevisiae_IMA4 DENSKW[ PFTMERE SKEMKRF SSRTHK
6. S._cerevisiae_IMAS DIFTVPY EFF ILKE sBkukkF -SrRTHMa
7. S._stipitis_AGL1 FIJEEEF[ L vsallks FKEKEEKL NEQKIHS
8. S._stipitis_MAL6 YIIDEEF[ KYSS FKIFKEEKL DESTHRS
9. S._stipitis_MAL7 CIJoEEF[ anNTNEKS FKIAKEEKL DES I#S
10. S._stipitis_MALS FIJO LEY K Y A HIKE YKIFKEEKL EESTHES
11. S._stipitis_MAL9 FIJESEFE MFHQH[E FKIFKSNKL KEGI|ET
12. L._starkeyi AG1 DIISNF I HLYC -TRKER I QPETIHQ

13. L._starkeyi_AG2 VIS SKY MFYSM QITLNTA TEMVVR
14. L._starkeyi AG3 QTEREFM EHFAC RIFJLQAQR I T GAVSH
15. L._starkeyi_AG4 I dS A K F |l | HY ARKS E lLavv PVITIR
16. L._starkeyi AGS VIdS SKY RYY A M[S QDAMD I A
17. L._starkeyi_AG6 QIR EE T KY F THES - TALS KA
18. L._starkeyi AG7 DIASVTY MY Y AT KIRVLDTV
19. L_starkeyi_AGS NIJASVY VvYYATE NV LDS |

20. B._adeninivorans_AG1 IHGSKY KYY ALRS EDEKDQF
21. B._adeninivorans_AG2 VIZ4G QK L el I | VE TS -IHBALKQA
22. D._hansenii_AG1 HEgN AKY PYFACK PIRI LKAA
23. L._elongisporus_AG1 YKDQYY MY T NEKS YAIRKEKKL
24. 0._parapolymorpha_AG1 FEG EKY PLINSE -IHJEKAEL
25. O._polymorpha_MAL1 FI4GEKY PLINSE -IJEKAEL
26. S._pombe_Mal1 DDRYEY QY Y ALRe QIJE | EKT
27. T._delbrueckii_AG1 DKGS PWJe PYC LERS SQEMKDF
28. C._fabianii_AG1.2 FEG EKY GLSNT[S -HeraLL
29. C._fabianii_AG1.1 IJGAPY EMC VEECEE: -IJEKQKR
30. M._guiliermondii_AG1 DHTAKWM s LcsifRi KHKLEKL
31. M._guiliermondii_AG2 IED FEHEl LvYHolKEE KAKMDK L

Joonis 17. CUG koodoni kodeeritud seriinide positsioonid S. stipitis’e a-gliikosidaasides on
joonduses teiste parmide a-gliikosidaasidega tahistatud kollase taustaga. Ekspresseerides
neid valke heteroloogselt E. coli’s, transleeritakse need koodonid mitte seriinide vaid
leutsiinidena. Musta taustaga on tahistatud aminohapped, mis on vdahemalt 50% valkudest
konserveerunud. Ukski S. stipitis’e a-gliikosidaasi CUG koodoni kodeeritud aminohape ei
paikne valkude konserveerunud alas.
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MAL6, MAL7

Joonis 18. Paneelil A on S. cerevisiae IMA1 ruumilisel struktuuril (Yamamoto et al., 2010;
seostunud substraadiks on isomaltoos) ndidatud rohelisena ja noolega aminohapped, millele
vastavas positsioonis on S. stipitis’e a-gliikosidaasides CUG koodoni kodeeritud aminohapped
ja mida transleeritakse valesti heteroloogsel ekspresseerimisel E. coli’s. Ukski positsioon ei asu
substraadi seondumistasku ldahedal, kus asuvad aminohapped mdjutavad a-gliikosidaasi
substraadivalikut. Paneel B naitab sama valgu pinna struktuuri kahe veidi erineva nurga alt.
CUG koodonile vastavad aminohapped ulatuvad S. stipitis’el téendoliselt valgu pinnale.
Joonise koostamiseks kasutati programmi Chimera.
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