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INFOLEHT
Ewingella americana N-atsetiiiilheksoosaminidaasi EaNah20 Kkataliiiisivdime ja

temperatuuristabiilsuse kindlakstegemine ning valitud mutatsioonide méju hindamine
ensiiiimi biokeemilistele omadustele

N-atsetiitilgliikoosamiini voi N-galaktoosamiini sisaldavad molekulid on looduses laialt levinud
esinedes nditeks Kitiinis ning need on olulised nii rakkude fiisioloogias kui ka biotehnoloogias.
N-atsetiiiilheksoosaminidaasid (Nah-id) on ensiiimid, mis lagundavad gliikosiidsidet N-
atsettitilitud suhkrutes. Bakalaurecuset6d pohieesmirk oli kindlaks teha bakteriaalse Nah-i
EaNah20 Kineetilised parameetrid ja temperatuuristabiilsus ning hinnata valitud
punktmutatsioonide moju ensiilimi omadustele. T66s tehti kindlaks, et puhastatud EaNah20 on
korge kataliiiitilise aktiivsusega, selle afiinsus siinteetilise substraadi suhtes on 0.35 mM ja
ensiilim on stabiilne kuni temperatuurini 50°C. Aspartaadi asendus valgu positsioonis 166
inaktiveeris ensiilimi. Proliini asendus positsioonis 248 vidhendas ensiiiimi kataliiiitilist
efektiivsust 25 korda ja alandas temperatuuristabiilsust ligi 6°C vorra.

Marksonad: gliikkosiidi hiidrolaas, N-atsetiililgliikoosaminidaas, kataliiiitiline aktiivsus, kitiini
oligosahhariidid, temperatuuri mdju, struktuuri ja funktsiooni seosed

CERCS kood: P310 Proteiinid, ensiimoloogia

Determination of catalytic activity and temperature stability of N-acetylhexosaminidase
EaNah20 from Ewingella americana and the effect of selected mutations on its biochemical
properties

Molecules which contain N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine are widely distributed
in nature, for example occurring in chitin. They play a vital role for cell physiology and are
important for biotechnology. The glyosidic bonds in N-acetylated sugars are hydrolysed by N-
acetylhexosaminidases (Nah-s). The aim of the study was to determine the catalytic activity and
temperature stability of a bacterial Nah — EaNah20 — and to verify the effect of selected
mutations on its biochemical parameters. It was confirmed that purified EaNah20 was
catalytically highly active with the affinity towards synthetic substrate of 0.35 mM. The enzyme
was stable up to 50°C. The enzyme was inactivated when aspartate was replaced in the position
166. The catalytic efficiency of EaNah20 was decreased 25 times and the temperature stability
dropped 6°C when proline was replaced by alanine in the position 238.

Keywords: glycoside hydrolase, N-acetylglucosaimindase, catalytic activity, chitin
oligosaccharides, effect of temperature, structure-function relationships
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KASUTATUD LUHENDID

Ala —alaniin, A

Amp — ampitsilliin

Arg — arginiin, R

Asn — asparagiin, N

Asp — aspartaat, D

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

CAZy — Carbohydrate-active enzymes database

Ea — Ewingella americana

EaNah20 — Ewingella americana’st parinev N-atsetiiiilheksoosaminidaas
¢ — ekstinktsioonikoefitsent [(1/(MXcm)]

GH — gliikosiidi hiidrolaas

Glu — glutamaat, E

Hex — kirjanduses kasutatud N-atsetiiiilheksoosaminidaasi stinoniitim
His — histidiin, H

GalNAc — N-atsetiiiilgalaktoosamiin

GIcNAC — N-atsetiiiilgliitkoosamiin

IPTG — isopropiiiil-B-D-1-tiogalaktopiiranosiid

Kcat — kataliititiline konstant (1/s)

Kcat/Km — kataliiiitiline efektiivsus [1/(mMxs)]

Km — Kkineetiline aktiveerimiskonstant (mM)

Mw — molekulmass

Nag — N-atsetiitilgliikoosaminidaas

Nah — N-atsetiitilheksoosaminidaas

NCBI — The National Center for Biotechnology Information
PDB — Protein Data Bank

PNP — p-nitrofeniiiil

PNP-GalNAc — p-nitrofeniiiil N-atsetiiiilgalaktoosamiin
PNP-GIcNAC — p-nitrofeniitil N-atsetiiiilgliikoosamiin

Pro — proliin

Vmax — maksimaalne reaktsioonikiirus (U/mg)



SISSEJUHATUS

N-atsetiililheksoosaminidaasid (Nah-id) on potentsiaalselt olulised ensiiiimid toidutehnoloogia
valdkonnas, et toota funktsionaalse toidu komponente nagu naiteks kasulikud oligosahhariidid.
Samuti leiaksid Nah-id kasutust biotehnoloogias ja biomeditsiinis ravimite vai inhibiitorite
tootmisel ning voitluses taimepatogeenidega. Nah-id lagundavad ja ka modifitseerivad N-
atsetiileeritud suhkruid, mida sisaldavad niiteks aju gangliosiidid, mutsiinid, histoonid ja
veregrupi antigeenid. Samuti kuuluvad N-atsetiileeritud suhkrute hulka Kitiin ja selle
oligosahhariidid, mida leidub looduses suurtes kogustes niiteks putukate ja koorikloomade

skelettides ning seente rakukestades.

Nah-id esinevad praktiliselt koikides organismirithmades ning need osalevad mitmesugustes
protsessides. Sarnase aktiivsusega ensiiime leidub mitmes gliikkosiidi hiidrolaaside (GH)
perekonnas. Enamik teadaolevaid N-atsetiiiilheksoosaminidaasse aktiivsusega ensiilime on
liigitatud GH20 perekonda ning sinna kuuluvad niiteks ka inimese ja hiire Nah-id. Koige
detailsemalt on uuritud seentest parinevaid Nah-e vorreldes nditeks erinevate bakterite ja
mereorganismide péritolu vastavate enstiiimidega. Kirjeldatud on ligi kahesaja Nah-i omadusi

ning paarikiimne Nah-i 3D struktuurid on katseliselt kindlaks tehtud.

On hésti teada, et Nah-id on olulised N-atsetiileeritud suhkrute ja gliikoproteiinide hiidrolidsil.
Osad Nad-id ka transgliikosiitilivad ning toodavad uudseid oligosahhariide. Samas on oluliselt
vihem katseliselt ndidatud erinevate aminohappe positsioonide olulisust ensiitimreaktsiooni
kataliitisi labiviimisel ja substraadi eelistusel. Samuti on véhe uuritud, kuidas erinevad
aminohappe positsioonid mojutavad ensiiiimi stabiilsuse parameetreid. Nah-ide laialdasemaks
kasutuselevotuks erinevates tehnoloogiates on oluline leida v&i disainida ensiitimi variante,

millel oleks lisaks soovitud aktiivsusele ka suurem stabiilsus.

Kéesolev bakalaureusetod keskendub Groonimaalt isoleeritud N-atsetiiiilheksoosaminidaas-
positiivsest bakterist Ewingella americana pirineva EaNah20 uurimisele. T66 jaoks on
kasutatud Innovation Fund Denmark koostdooprojekti OliGram raames Taani Tehnikaiilikoolis

konstrueeritud plasmiide.

Kéesoleva bakalaureusetoo pohieesmirk oli kindlaks teha puhastatud EaNah20 kineetilised
parameetrid ja temperatuuristabiilsus ning hinnata kolme valitud punktmutatsiooni moju

ensiitimi kataliiisivdimele ja stabiilsusele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside iseloomustus

B-N-atsetiitilheksoosaminidaasid (Nah-id; EC 3.2.1.52) on ekso-aktiivsusega gliikosidaasid,
mis lagundavad ja modifitseerivad N-atsetiileeritud heksoose sisaldavaid iihendeid (Mark et al.,
1998). Ensiiiimreaktsiooni kadigus eralduvad molekuli mitteredutseerivast otsast N-
atsetiiiilglitkoosamiini (GICNAC) voi N-atsetiiiilgalaktoosamiini (GalINAC) suhkrujadgid (Mark
et al., 1998; Slamova ja Bojarova, 2017). Mdned N-atsetiiiilheksoosaminidaasid voivad lisaks
substraadi hiidroliiisile ka transgliikosiitilida, kus GICNAC kantakse iile sobivale aktseptorile ja
moodustuvad oligosahhariidid (Tsujibo et al., 1999; Nyffenegger et al., 2015; Visnapuu et al.,
2020). Nah-id kuuluvad gliikosiidi hiidrolaaside hulka ning valdav osa neist ensiiimidest
paigutatakse CAZy andmebaasi (http://www.cazy.org; Lombard et al., 2014) alusel gliikosiidi
hiidrolaaside perekonda 20 (GH20), kuid selle aktiivsusega ensiitime leidub ka GH3, GHS,
GH84, GH109 ja GH116 perekondades (Slamova et al., 2010; Visnapuu et al., 2020).

N-atsetiileeritud sahhariidid, néiteks kitiin ja erinevad oligosahhariidid, on looduses véga laialt
levinud molekulid. Kitiin on koorikloomade ja putukate vilisskeleti ja seente rakukestade
pShikomponent. Lisaks esineb GIcNAc vdi GalNAc paljudes glitkoproteiinides ja -lipiidides,
millel on {iliolulisi funktsioone organismi toimimiseks (Slamova et al., 2010; Varki et al.,
2017). Naiteks veregrupi antigeenid (Heggelund et al., 2017), aju gangliosiidid (Sipione et al.,
2020), mutsiinid (Vitiazeva et al, 2015) ja histoonid (Sakabe et al., 2010) sisaldavad N-
atsetiileeritud suhkruid (Varki et al., 2017).

Loomade puhul on N-atsetiitilheksoosaminidaasidel leitud palju erinevaid ja olulisi
funktsioone. Niiteks esmane gameetide kontakt viljastumise kédigus toimub Nah-i abil, kus need
ensiiimid asuvad imetaja spermide pinnal. Viljastumisel oluline funktsioon, mida tiidavad ka
Nah-id, on multispermia viltimine. Ensiiiim muudab spermi retseptorite gliikoproteiine
munaraku pinnal peale esimest spermiga kokkupuudet, takistades seelébi jargnevatel spermidel

munarakuga seondumist (Zitta et al., 2006; Slamova et al., 2010).

N-atsetiiiilheksoosaminidaase on leitud enamikest elusorganismidest. Nah-e on tuvastatud nii
prokariiootidest kui ka eukartiootidest, kuid arhedest ei ole seni katseliselt kindlakstehtud
funktsiooniga N-atsetiiiilheksoosaminidaase kirjeldatud. Lisaks laiale levikule erinevates
organismirithmades, on ensiiiimil mitmekesine funktsionaalsus, sest erinevate ensiilimide
substraadid ja osalus protsessides on mdnevdrra varieeruvad. On ndidatud, et konkreetse Nah-
1 aktiivsus ja toime sOltub peremeesorganismist ja ka ensiliiimi asukohast hulkraksetes

organismides (Slamova et al., 2010; Zhang et al., 2018; Visnapuu et al., 2020). Mitmetes
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organismides, eriti bakterites, osaleb Nah Kitiini oligosahhariidide lagundamise rajas (Beier ja
Bertilsson, 2013; Mazurkewich et al., 2020; Chen et al., 2022).

2019. aasta 16pus saadud andmetel oli The National Center for Biotechnology Information

(NCBI) andmebaasis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kindlakstehtud funktsiooniga voi

ennustatavate Nah-i jarjestuste kohta tile 112 000 Kirje ning iseloomustatud oli rohkem kui 200
EC 3.2.1.52 aktiivsusega ensiitimi (Visnapuu et al., 2020). Seega on tegemist pracguseks lisna
histi kirjeldatud ensiitimidega, kuid erinevatest keskkondadest parinevate organismide Nah-e
on uuritud varieeruva pdhjalikkusega. Niiteks mereorganismidest ja ka bakteritest parinevaid

Nah-e on pigem vahe uuritud (Visnapuu et al., 2020).

2.1.2. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside substraadid ja biokeemilised omadused

N-atsetiitilheksoosaminidaasidele on iseloomulik toimimine mitut tiitipi N-atsetiileeritud
heksoosidele, millele viitab ka ensiitimi nimetus. Nah substraatideks vdivad olla nii glitko- kui
ka galakto-konfiguratsioonidega molekulid, mida hiidroliiiisitakse substraadiseoselise
(substrate-assisted) mehhanismiga (Prag et al., 2000; Mark et al., 2001; Slamova ja Bojarova,
2017; Zhang et al.,, 2018). Nah-ide substraatideks sobivad iildiselt 4. positsioonis
hiidroksiitilriihmaga atsetiileeritud sahhariidid, kuid on nii kitsa kui ka laiema
substraadispetsiifikaga ensiiiime. Looduslikeks substraatideks on erinevad gliikkokonjugaadid
(nt glikolipiidid voO1 gliikostileeritud valgud), aga ka Kkitiini oligosahhariidid ja piima
oligosahhariidid néiteks N,N’-diatsetiiiilkitobioos ja lakto-N-trioos Il (Slamova et al., 2010;
Zhang et al., 2018; Visnapuu et al., 2020; Chen et al., 2022).

Nah-ide iseloomustamiseks ning Kkataliiiitilise aktiivsuse ja Kkineetiliste parameetrite
kindlakstegemiseks kasutatakse kas kromo- voi fluorogeenseid substraate, sest tekkinud
produkti saab hdlpsasti spektromeetriliselt kvantiteerida. Koige levinumad on p-nitrofeniiiil N-
atsetiililglikoosamiin (pPNP-GICNAc) ja p-nitrofeniiiil N-atsetiiiilgalaktoosamiin  (pNP-
GalNAc), mille hiidroliitisi korral vabaneb aluselises keskkonnas kollase virvusega p-
nitrofenool (Slamova ja Bojarova, 2017; Zhang et al., 2018; Visnapuu et al., 2020). Nende
substraatide kasutamise alusel saab maérata, kas tegu on laiema substraadispetsiifikaga Nah-
iga, vOi ainult i{iht substraati hiidroliiiisiva spetsialiseerunud ensiitimiga. N-
atsetlitilgliikoosaminidaas (Nag) kasutab kas ainult pNP-GIcNAc-i voi on selle substraadi
kasutamine oluliselt eelistatud vorreldes pNP-GalNAc-iga (Drouillard et al., 1997; Slamova et
al., 2010; Zhang et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Substraadi eelistuste varieeruvus voib soltuda ensiitimi péritolust, ensiitimi struktuurist ja ka
reaktsioonitingimustest (Slamova et al., 2010; Zhang et al., 2018). Tabelis 1 on toodud valik
pohjalikumalt uuritud Nah-ide kineetilisi parameetreid. Suurem osa iseloomustatud GH20
ensiilime eelistavad substraadina pPNP-GICNACc-i ja bakteriaalse paritoluga Nah-id on seega
valdavalt N-atsetiitilgliikoosaminidaasid. Néaiteks Serratia marcescens’i Chb enstiiimil oli pNP-
GalNAc-i puhul alles ainult 28% aktiivsusest vorreldes pNP-GICNACc-il mdddetud aktiivsusega
(Kurakake et al., 2003) ja néiteks Bifidobacterium bifidumi BbhlI ei hiidroliiiisigi pNP-GalNAc-
i (Miwa et al., 2010). Eukariiootide Nah-idel on saadud mitmesuguseid tulemusi, niiteks
haigustekitaja Entamoeba histolytica (diisenteeria siscam66b) HexA ensiitimil méérati pNP-
GIcNAc-i substraadina kasutades 62% suurem aktiivsus kui pNP-GalNAc puhul (Flockenhaus
et al., 2004), aga limaku Dictyostelium discoideum Nah-i afiinsus molema substraadi suhtes oli
véga sarnane (1.5 mM) (Dimond ja Loomis, 1974) (vt Tabel 1). Samas on erandlikult ndidatud,
et mdne Nah-i puhul pNP-GIcNAc-i substraadina ei kasutata. Niiteks Hex99 bakterist
Alteromonas sp. O-7 hiidroliiiisis  N,N’-diatsetiitilkitobioosi, aga mitte suurema
poliimerisatsiooniastmega kitiini oligosahhariide ega ka pNP-GICNAc-i (Tsujibo et al., 1999).

Huvitavate omadustega Nah on merebakteri Paraglaciecola hydrolytica enstiiim PhNah20A,
millel on kataliiiitilised efektiivsused molema kromogeense substraadi suhtes praktiliselt
tthesugused (Tabel 1) ning substraatidena kasutab ensiitim lisaks ka N,N’-diatsetiiiilkitobioosi
ja lakto-N-bioos Il (Visnapuu et al., 2020). PhNah20A fiilogeneesi uurides selgus, et selle
ensiiiimi valgujarjestus on erinev vorreldes teiste bakteriaalset paritolu Nah-idega ning valk
paigutus uuritud Nah-ide valgujérjestustest koostatud fiilogeneesipuul bakteriaalsete ja
eukartiootsete ensiitimide vahepeale (Visnapuu et al., 2020). Siiski oli tegu puhastatud kujul
monevorra ebastabiilse ensiilimiga, mis lahjendades ja temperatuuri toustes kiiresti kataliiitilist

aktiivsust kaotas ning vajas lisandeid aktiivsuse sdilitamiseks (Visnapuu et al., 2020).

Tabelist 1 on ndha, et Nah-ide afiinsus pNP-GlcNAc suhtes kdigub vahemikus 0.053 mM
(CfHex20 puhul bakterist Cellulomonas fimi) (Mayer et al., 2006) kuni 120 mM (Bbhl B.
bifidum’ist) (Miwa et al., 2010). Suurema kataliiiitilise efektiivsusega on tdohusalt sahhariide
lagundava aktinobakteri Cellulomonas fimi ensiitim (Mayer et al., 2006) ja efektiivse Kkitiini
hiidroliitisija Chitinibacter sp. GC72 Nah (Chen et al., 2022).



Tabel 1. Biokeemiliselt iseloomustatud N-atsetiiiilheksoosaminidaaside kineetilised
parameetrid kromogeensetel substraatidel pNP-GICNAc ja pNP-GalNAc. Modifitseeritud
artiklist Visnapuu et al. (2020).

Ensiiiim Substraat Km (MM) | Keat (1/S) | KeatlKm Viide

[1/(mMxs)]
PhNah20A | pNP-GIcNAc | 0.43 146.8 341 Visnapuu et al., 2020
pNP-GalNAc | 0.56 192.7 344
SmChb PNP-GIcNACc | 56.7 111.0 1.95 Drouillard etal., 1997
AhNag20A | pNP-GIcNAc | 0.52 X X Lan et al., 2004;
oNP-GalNAc | 0.5 X X Lan et al., 2008
AhNagB pPNP-GIcNAC | 8.6 X X
pNP-GalNAc | 11.1 X X
Bbhl pPNP-GIcNAc | 120 213 178 Miwa et al., 2010
pNP-GalNAc | 0 0 0
CfHex20 pNP-GIcNAc | 0.053 482.3 9090 Mayer et al., 2006
pNP-GalNAc | 0.066 129.1 1950
Hex2 pPNP-GIcNAc | 0.48 60 X Nyffenegger et al.,
2015
EhHexA pNP-GIcNAc | 0.1 X X Flockenhaus et al.,
2004
TrNagl pPNP-GIcNACc | 69.4 X 1023 Chenetal., 2015

X — ei ole publikatsioonis margitud; 0 — madratav aktiivsus puudus

Ph — Paraglaciecola hydrolytica; Sm — Serratia marcescens; Ah — Aeromonas hydrophila; Bb
— Bifidobacterium bifidum; Cf — Cellulomonas fimi; Eh — Entamoeba histolytica; Tr —

Trichoderma reesei.
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2.1.2. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside produktid ja transgliikosiiiilimisvoime

N-atsetiililheksoosaminidaasid suudavad in vivo kataliiiisida substraatides gliikosiidsidemete
hiidroliitisi. On kindlaks tehtud, et in vitro suudavad Nah-id kataliiiisida uue gliikkosiidsideme
stinteesi, milleks kasutatakse kas transgliikosiililimist vdi kondenseerumisreaktsiooni (nn
vastupidist hidroliitisi) (Kurakake et al., 2003; Slamova et al.,, 2010). Sobivateks
transgliikosiitilimise substraatideks on nditeks kitiini oligosahhariidid, modifitseeritud
gliikkosiidid ja/voi ka reaktiivne vaheiithend NAG-oksasoliin [2-metiiiil-(1,2-dideoksii-D-
gliikopiirano)-oksasoliin] (Rauvolfova et al., 2004; Tsujibo et al., 1999; Nyffenegger et al.,
2015; Chen et al., 2016; Visnapuu et al., 2020; Kurakake ja Amai, 2022).

Transgliikosiiiilimise ~ toimumiseks on vaja kdrgemat substraadi/aktseptormolekuli
kontsentratsiooni voi reaktsioonisegus vdhendatud vaba vee osakaalu. Sel juhul kasutatakse
aktseptorina veest erinevat molekuli ning tekivad oligosahhariidid (Tsujibo et al., 1999;
Rauvolfova et al., 2004; Nyffenegger et al., 2015; Chen et al., 2016; Visnapuu et al., 2020;
Muschiol et al., 2020; Kurakake ja Amai, 2022). Transgliikosiiiilimise voimekust on piiiitud
tosta ka ensiitimide koht-spetsiifilise mutageneesi abil (Slamova ja Bojarova, 2017; Muschiol
et al., 2020).

Kuigi GIcNAc-i sisaldavate oligosahhariididel voiks olla mitmeid tehnoloogilisi rakendusi
toiduainetdostuses nditeks funktsionaalse toidu komponentide ning piima oligosahhariidide
tootmisel ning ravimi- ja keemiat6ostuses ensiiimide inhibiitoritena, on seda vGimekust
suhteliselt vahe uuritud. Rinnapiima oligosahhariidide prekursori -1,3 sidet sisaldava lakto-N-
trioos II siinteesi on ndidatud P. hydrolytica PhNah20, Streptomyces plicatus’e Hex-i
(Visnapuu et al., 2020), metagenoomsest isolaadist parineva Hex-i (Nyffenegger et al., 2015)
ja B. bifidum’i BbhI (Chen et al., 2016) puhul, kui kasutati aktseptorina laktoosi. Omapérase
produktide spektriga on Kkitobiaas Hex99 bakterist Alteromonas sp. tiivest O-7 (praegu
Klassifitseeritud Pseudoalteromonas piscicida’ks), mis toodab kitobioosist disahhariidi -
GIcNACc-1,6-GIcNAc, mis vdib osaleda ka signaaliiilekandes. Seentest parinevate Nah-ide
puhul on ndidatud mitmete erinevate sidemetiitipidega oligosahhariidide siinteesi (Rauvolfova

et al., 2004; Slamova ja Bojarova, 2017; Kurakake ja Amai, 2022).

2.1.2. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside struktuuri ja funktsiooni seosed

N-atsetiitilheksoosaminidaaside 3D struktuure on kindlaks tehtud ja struktuuri ning funktsiooni
seoseid on uuritud imetajates (nt inimese enstitimi puhul), aga ka bakterite, seente ja ka putukate

Nah-idel (http://www.cazy.org/GH20 structure.html). Siiski katseliselt on erinevate
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positsioonide olulisust ensiilimi kataliiiisivGimele ning muudele biokeemilistele parameetritele

pigem véhe uuritud.

Pikka aega arvati, et imetajate rakkudes on kaks N-atsetiiiilheksoosaminidaasi — HexA ja HexB.
2009. aastal aga avastati hiirtes, et on olemas ka HexD, mis eelistab substraadina GalNAc-i
(Gutternigg et al., 2009; Slamova et al., 2010). HexA koosneb nii alfa- kui ka beeta-
subiihikutest, HexB koosneb kahest beeta-subiihikust ja leitud on ka HexS, mis koosneb kahest
alfa-subiihikust (Alteen et al., 2016). Inimese HEXA ja HEXB geenides olevad mutatsioonid
toovad kaasa tdsiseid metabolismi héireid ja pohjustavad Tay-Sachs ning Sandhoffi haigusi.
Mblema haiguse korral tduseb Gmz gangliosiidide kontsentratsioon neuraalsetes liisosoomides
ja haigus voib viia isegi surmava neurodegeneratsioonini (Mark et al., 2003; Lemieux et al.,
2006). Inimese HexA ja HexB ensiitimid kristallstruktuurid on kindlaks tehtud (Mark et al.,
2003; Lemieux et al., 2006).

Pdhjalikumalt on mutatsioonanaliitisiga uuritud maisikahjurputuka Ostrinia furnacalis OfHex1
valku ning avastati, et glutamaat positsioonis 328 (Glu328) ning triiptofaan 490 (Trp490)
mdjutavad suurel médral kataliiiitilist aktiivsust ning need aminohapped on olulised substraadi
sidumiseks aktiivtsentrisse, sest Glu328Ala ja Trp490Ala positsioonide mutantidel langes
kordades afiinsus substraadi suhtes ja vdhenes seetottu kataliiiitiline efektiivsus. Ka valiinil
positsioonis 327 on oluline roll, sest OfHex1 seondumisel ensiiiimi inhibiitoriga (TMG-
kitotriomditsiin), liigub Val327 isoproptiiilrithm vertikaalsest asendist paralleelseks Trp490-ga
ning aktiivtsentri ava suureneb 7.25 A-st kuni 8.26 A-ni (Liu et al., 2012).

Bakterist S. plicatus parineva ensiitimi SpHex Kkristallstruktuuri analiiis néitas, et GH20
perekonna ensiiiimidel on konserveerunud ja kataliiiisiks ddrmiselt olulised kaks happelist
aminohapet — aspartaat (Asp246) ja glutamaat (Glu314). Nendest esimene stabiliseerib
vesiniksideme moodustumisega substraati aktiivtsentrisse ja teine on prootoni doonoriks (Mark
et al., 1998; Mark et al., 2001). Glu314 positsiooni mutatsioon glutamiiniks (Gln) védhendas
Vmax vadrtust 294-kordselt ning afiinsus vidhenes 7 korda (Mark et al., 1998). Lisaks leiti, et
arginiin 162 (Argl62) aitab substraati aktiivtsentrisse siduda, sest Argl62His mutandil
suurenes Km 40-kordselt vorreldes SpHex metsiktiiiibiga (Mark et al., 1998).

S. marcescens’i kitobiaasi SmMGH20 (Prag et al., 2000) ja Flavobacterium johnsoniae N-
atsetlitilheksoosaminidaasi FjJGH20 (Mazurkewich et al., 2020) struktuuride alusel tehti
kindlaks bakteriaalsete Nah-ide peamised domeenid ja aktiivtsentrit moodustavad
aminohapped (vt Joonis 1). Kataliiiitiline domeen on B-ahelatest ja a-heeliksitest koosneva
TIM struktuuriga (TIM-barrel) ning konserveerunud on B-lehe struktuuriga N-terminaalne

domeen (Prag et al., 2000; Mazurkewich et al., 2020).
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Jooniselt 1 on ndha, et bakteriaalsete Nah-ide aktiivtsentrid on sarnased, kuid pohiline erinevus
FjGH20 ja SmMGH20 on aminohappes tiirosiin (Y538), mis asub FjJGH20 heeliksite domeenis
ning ulatub ka aktiivtsentrit @imbritsema. SMGH20 puhul on samas asukohas TIM domeenis
asuv triiptofaan (W685), mille tilesandeks on seonduda N,N’-kitobioosi GIcNAc jidgiga
(Mazurkewich et al., 2020).

Heeliksite

R155~E453

J\[ Y538

N-terminaalne
domeen

Joonis 1. Flavobacterium johnsoniae N-atsetiitilheksoosaminidaasi FjGH20 strukruur ja
aktiivtsenter vordlusena Serratia marcescens’i GH20 ensiiiimiga. (a) Ensiitimi tildine struktuur,
kus erinevad domeenid on ndidatud véarvidega; (b) FJGH20 aktiivtsentri detailne vaade; (c)
SmGH20 aktiivtsenter koos N,N’-kitobioosiga (oranz). Ndidatud on substraadi dratundmises ja

kataliiiisis olulised aminohapped. Modifitseeritud artiklist Mazurkewich et al., 2020.

1.2. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside ja nende produktide kasutusalad

N-atsetuiilheksoosamiini kataliiiisivatel enstitimidel on mitmeid kasutusalasid molekulaarses
biotehnoloogias, meditsiinis, ravimitdostuses ja bioloogilises uurimistoos. Mikroobseid Nah-e

saab koos kitinaasidega kasutada, et tohusalt hiidroliiiisida kitiini sisaldavaid substraate.
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Produktiks on N-atsetiiiilgliikoosamiin, mida on edasi véimalik kasutada fermentatsioonides ja

keemiatoostuse toorainena (Slamova ja Bojarova, 2017).

Bakteriaalset piritolu N-atsetiiiilheksoosaminidaase on pdhjalikult uuritud véga tédhtsa
fiisioloogilise rolli tottu — Nah-ide abil suudavad bakterid rakuseina valke taaskasutada, mis
aitab rakkudel ressursse kokku hoida. Seentest parinevad Nah-id osalevad kitiini metabolismis.
Samuti osalevad need ensiiimid seenerakkude autoliiiisi protsessis, mis toimub
fermenteerimise kaigus. Seentes leiduvaid Nah-e seostatakse ka putukatel haiguste
pOhjustamisega. Kuna seente rakuseinad sisaldavad samuti Kitiini, indutseerib seentega
kokkupuude N-atsetiiiilheksoosaminidaaside siinteesi, luues seega efektiivse biokontrolli

vahendi taimepatogeenidega voitluseks (Slamova et al., 2010; Kurakake ja Amai, 2022).

Nah-i aktiivsust saab mitmetel organismidel kasutada ka médramistunnusena. Néiteks on Nah-
positiivsed enamik Candida albicans’i ja C. dubliniensis’e tiivesid, kuid mitte teised
parmiliigid. See vdimaldab kiirmeetodil eristada C. albicans’i teistest parmidest (Niimi et al.,
2001).

Nah-ide transgliikosiiiilimise produkte, niiteks piima oligosahhariidide prekursoreid, saab
kasutada toidutehnoloogias prebiootiliste ja funktsionaalsete komponentidena. Lisaks vdivad
GIcNAc-sisaldavad molekulid olla antibiootilise, antioksiidantse v3i vdhivastase toimega

(Muschiol et al., 2020).

Uurimistdoks ja erinevate kasutusalade testimiseks on miiligil kaks Nah preparaati. Megazyme
(lirimaa) turustab rekombinantset prokartiootset Nah-i, mille aktiivsuseks on 260 U 1 mg valgu

kohta (https://www.megazyme.com/beta-n-acetylhexosaminidase). New England Biolabs

(USA) toodab rekombinantselt S. plicatus’e Nah-i, mis sobib muuhulgas ka epigeneetilisteks
uuringuteks, sest eemaldab O-GIcNAc-i transkriptsioonifaktoritelt, histoonidelt ja RNA-le
seonduvatelt valkudelt ja on transgliikosiiiiliv ensiiim, kuid on madala Kkataliiitilise

aktiivsusega (Visnapuu et al., 2020; https://international.neb.com/products/p0721-n-

acetylhexosaminidase-f#Product%20Information).

Hiljuti on ndidatud ka seda, et Nah-e on vOimalik kasutada ensiiimide kromogeensete
substraatide kemo-ensiimaatilisel siinteesil. Penicillium oxalicum’i Hex (Nah) kasutati a-N-
atsetliiilgalatoosaminidaasi substraadi pNP-a-GalNAc efektiivseks siinteesiks (Hronska et al.,
2022).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. T66 eesmirgid

T66 eesmarkideks oli 1) kindlaks teha bakterist Ewingella americana périneva metsiktiitipi N-
atsetlitilheksoosaminidaasi (EaNah20) ja selle mutantsete variantide biokeemilisi omadusi, 2)
hinnata  valitud mutatsioonide modju ensiilimi  kineetilistele  parameetritele ja
temperatuuristabiilsusele ning 3) modelleerida EaNah20 3D  struktuuri  uuritud

punktmutatsioonide asukohtade ennustamiseks.
To66 koostamiseks seatud eesmirkide tditmiseks piistitati jargmised iilesanded:

1. Heteroloogiliselt ekspresseerida Escherichia coli BL21(DE3) tiives N-terminaalse Hiss-
maérgisega EaNah20 valk ja EaNah20 mutantsed variandid, kus punktmutatsioonid asuvad
positsioonides Asp166, Pro243, Pro248;

3. Puhastada EaNah20 metsiktiilipi ja mutantsed valgud afiinsuskromatograafiaga;

4. Kindlaks teha puhastatud enstiiimidel biokeemilisi parameetreid — kataliiiitiline aktiivsus ja
efektiivsus, afiinsus ja temperatuuritundlikkus — kasutades siinteetilist kromogeenset substraati

PNP-GIlcNAc ning vorrelda saadud tulemusi algse valgu omadustega;

5. Joondada EaNah20 valgujérjestus varasemalt uuritud N-atsetiiiilheksoosaminidaaside
valgujérjestustega ning in silico modelleerida EaNah20 3D struktuur ja ennustada uuritud

mutatsioonide asukohti.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakteritiivi, plasmiidid ja transformatsioon Escherichia coli

ekspressioonitiivesse

N-atsetiiilheksoosaminidaas-positiivne ~ Ewingella americana  isoleeriti ~ Gréonimaa
mullaproovist prof. Peter Stougaardi laboris Kopenhaageni Ulikoolis (Taani). E. americana
genoomist kloneeriti ilma N-terminaalse signaalpeptiidita Nah-i kodeeriv jarjestus
ekspressioonivektorisse pURI3TEV (Curiel et al., 2011), mis sisaldab valgu ekspresseerimisel
N-terminaalset Hise-jadki kodeerivat jarjestust. Bakteritiive isoleeris, identifitseeris, genoomse
DNA eraldas ja N-atsetiiiilheksoosaminidaasi EaNah20 kloneeris Taani Tehnikaiilikoolis T.
Visnapuu. Algset EaNah20 DNA jarjestust sisaldav plasmiid nimetati pURI3TEV-EaNah (Lisa
1). Valgujérjestuse konserveerunud positsioonidesse disainis punktmutatsioonid ja vastavad

plasmiidid konstrueeris Taani Tehnikaiilikooli jareldoktorant D. Teze. T66s kasutati mutantseid
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EaNah-e kodeerivaid plasmiide pURI3TEV-EaNahD166N, pURI3TEV-EaNahP243A ja
pURI3TEV-EaNahP248A.

Uuritavate valkude ekspresseerimiseks Escherichia coli BL21(DE3) tiives (Studier ja Moffatt,
1986) kasutati varem valmistatud kompetentseid rakke (valmistanud T. Visnapuu ja K. Ernits.
Transformatsiooniks lisati keemiliselt kompetentseteks muudetud ja —80°C hoiustatud E. coli
BL2I(DE3) 1 pul (~50 ng) plasmiidset DNA-d rakkudele ja hoiti 20 min jéil. Plasmiidse DNA
rakkudesse sisenemise soodustamiseks tehti temperatuurisokk, kus temperatuur tdsteti iitheks
minutiks 42°C. Seejarel hoiti rakke 5 minutit jdél ning rakud pandi kasvama loksutisse 1 tunniks
1.5 ml LB vedelsootmesse temperatuurile 37°C. Kasutatud plasmiididel on ampitsilliini (Amp)
resistentsuse geen (vt Lisa 1) ning plasmiidi kandvate kolooniate selekteerimiseks plaaditi
rakud kasvatamise jarel 150 pg/ml Amp sisaldavale LB selektiivsootmele ja kasvatati 20 h
temperatuuril 37°C. Kasvanud kolooniad kiilvati edasi LB-Amp sédtmeplaatidele ning

plasmiidi olemasolu kolooniates kontrolliti PCR analiiiisiga.

Transformatsiooni edukuse kontrolliks tehti valitud kolooniatele PCR analiilis kasutades
praimereid T7  (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3) ja  EaNAHRev  (5°-
AGCCCTGATCGTCAGTCA-3’) ning Tag DNA poliimeraasi. DNA fragmendi pikkuseks oli
684 aluspaari ja praimerite seondumise temperatuuriks oli 53°C. PCR-reaktsioonisegu sisaldas
1 x Taq puhvrit, 6.25 mM MgClz, 0.2 mM dNTP, 0.05 U/ul Taq DNA poliimeraasi ja molemat
praimerit 0.1 pmol/ul. Kolooniatest suspendeeriti rakke reaktsioonisegusse steriilse tikuga.
Positiivseks kontrolliks kasutati pURI3TEV-EaNah plasmiidset DNA-d. Produktide olemasolu
janende suurust kontrolliti elektroforeesiga 1% agaroosgeelil 0.5 x TAE puhvris. Geel sisaldas
etildiumbromiidi 0.5 pg/ml ning geelelektroforees toimus pingel 10 V/cm. DNA fragmendid
visualiseeriti UV valguses.

2.2.2. N-atsetiiiilheksoosaminidaasi variantide ekspresseerimine E. coli’s,
rakuekstraktide valmistamine ja valgusisalduse méiiramine

EaNah variante ekspresseeriti heteroloogiliselt ja puhastati analoogselt nagu on niidanud
Visnapuu et al. (2020). Plasmiide pURI3TEV-EaNah, pURI3TEV-EaNahD166N, pURI3TEV-
EaNahP243A ja pURI3TEV-EaNahP248A kandvaid E. coli transformante kasvatati 5 ml Amp-
LB vedelsootmes loksutil 37°C 20 h. Saadud kultuuridest tehti 10-kordsed lahjendused LB
sootmesse ning moddeti optiline tihedus lainepikkusel 600 nm (ODeoo). Kultuurid kiilvati 200
ml Amp-LB vedels66tmesse algtihedusega ODsoo = 0.05 ning kasvatati loksutil (160
pooret/min) temperatuuril 37°C ligikaudu 2.5 h kuni kultuuride ODsoo véértused jéid

vahemikku 0.38-0.51. EaNah variantide ekspressiooni kdivitamiseks lisati kultuuridele 0.5 mM
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IPTG-d (isoproptiiil-B-D-1-tiogalaktopiiranosiid) ning EaNah iile ekspressooniks inkubeeriti
rakke loksutil 20 h temperatuuril 22°C. Rakumassi s6dtmest eraldamiseks kanti kultuur
tuubidesse ning tsentrifuugiti 20 minutit 2400 X g, 4°C. S66de eemaldati rakkudelt ning rakud

sdilitati siigavkiilmas (—20°C) kuni edasiste etappideni.

Rakuekstraktide valmistamiseks kiilmutatud rakud sulatati ning suspendeeriti 10 ml 4°C
sonikeerimispuhvris A (10 mM imidasool, 300 mM NaCl, 50 mM Na-fosafaatpuhver, pH 6.0).
Rakud purustati sonikaatorit kasutades (Ultrasonic Homogenizer, Cole-Parmer, USA), kus neid
toodeldi ultraheliga 10 korda 5 sekundi jooksul. Purustatud rakud tsentrifuugiti 4°C 30 min
jooksul 2400 x g ja supernatant filtreeriti 1dbi 0.45 um poorisuurusega siistlafiltri (Minisart
NML, Sartorius, Saksamaa). Osa rakuliisaadist séilitati temperatuuril 4°C valgusisalduse ja Nah
ensiimaatilise akiivsuse médramiseks. Rakuliisaadist puhastati EaNah variandid nagu on

ndidatud peatiikis 2.2.3.

Valgu kontsentratsiooni méidramiseks rakuliisaatidest kasutati BCA valgu kontsentratsiooni
madramise komplekti (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, USA) ja
kontsentratsioonid arvutati vastava veise seerumalbumiiniga koostatud kaliibergraafiku alusel.
Puhastatud valkude kontsentratsiooni méérati spektrofotomeetriliselt ekstinktsioonikoefitsiendi
(e) jargi mikroplaadil (NanoQuantPlate; Tecan Group Ltd., Sveits), kasutades Tecan infinite
M200 PRO (Tecan Group Ltd.) mikroplaadilugejat. Andmed koguti Tecan’i i-control tarkvara
abil. Valgukontsentratsioonide arvutamiseks kasutati valemit A = ¢ x C x L, kus A on optiline
tihedus lainepikkusel 280 nm (ODago), € on ekstinktsioonikoefitsient, € = 146790 1/(M x cm),
mis vastab 1 mg/ml puhul vastavalt EaNah neeldumise vaartusele 1.665, C on valgu
kontsentratsioon (mg/ml) ja L on lahuse kihi paksus (cm). Sellest valemist tuleneb
kontsentratsiooni arvutamise valem, C = A/(e x L). Ekstinktsioonikoefitsient ja EaNah
arvutuslik molekulmass saadi ExXPASy ProtParam programmi

(https://web.expasy.org/protparam/) abil. Saadud valgukontsentratsiooni kasutati, et arvutada

valgu biokeemilisi parameetreid.

2.2.3. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside puhastamine ja SDS-geelelektroforees
Valkude puhastamiseks kasutati vedelikkromatograafia siisteemi AKTAprime plus ja 1 ml
Ni2*-afiinsuskromatograafia kolonne HisTrap FF (GE Healthcare Bio-Sciences, Rootsi).
Valgud puhastati kasutades vastavat programmi (Affinity purification any HisTrap; vt Lisa 2)
ning lihte puhastustsiiklisse voeti kuni 5 ml rakuliisaati, mis oli valmistatud A puhvris (peatiikk
2.2.2.). Toos ekspresseeritud EaNah variantidel on N-terminaalses otsas Hise-jarjestus, mis

seondub kolonnis Ni-ioonidega. Valk elueeriti kolonnist kasutades puhvrit B (500 mM
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imidasool, 300 mM NaCl, 50 mM Na-fosfaatpuhver, pH 6.0). Valgu ekspressiooni ning
kolonnist véljunud fraktsioonides EaNah olemasolu ja sisaldust kontrolliti denatureeriva
poliakriiiilamiid-geelelektroforeesi abil 10% SDS-poliiakriitilamiidgeelil (Sambrook et al.,
1989). Geelile kantud rakuekstraktid voi puhastatud fraktsioonid segati vordses mahus 2 x
Laemmli puhvriga. Proove kuumutati enne geelile kandmist 5 minutit 90°C. Geelid voolutati
temperatuuril 22°C 150 minuti jooksul pingel 12 V/cm Mini-PROTEAN Tetra siisteemiga
(BIORAD, USA). Geelid vérviti Coomassie Brilliant Blue G250 (Merck, Saksamaa)
vérvilahusega (250 ml etanool 96%, 200 ml vesi, 50 ml dadikhape, 1 g Coomassie Brilliant
Blue) ja pesti pesulahusega (50 ml metanool, 70 ml dadikhape, 880 ml vesi). Valgu asukohta
geelil hinnati valkude suurusmarkeri Protein Ladder Blue Prestained (Naxo, Eesti) valkude

litkumise alusel (Lisa 2).

Uuritavat valku sisaldavad fraktsioonid liideti. Puhver vahetati sdilituspuhvri vastu, mis
sisaldas 50 mM Na-fosfaatpuhvrit (pH 6) ja 300 mM NaCl ning EaNah variante sisaldavad
fraktsioonid kontsentreeriti tsentrifuugimisega 1 ml-ni kasutades Millipore Amicon Ultra-15
filtertuube (molecular-weight cut-off — MWCO 30 kDa; Merck, Saksamaa). Puhtuseastme

kontrollimiseks analiiiisiti valgupreparaate SDS-geelil. Valgupreparaate séilitati 4°C.

2.2.4. N-atsetiiiilheksoosaminidaaside ensiimaatilise aktiivsuse miiramine ja
kineetiliste parameetrite kindlakstegemine

EaNah variantide enslimaatiline aktiivsus méadrati spektrofotomeetriliselt mootes substraadist
vabanenud p-nitrofenooli (pNP) hulka sarnaselt nagu on varem ndidatud (Visnapuu et al.,
2020). Aktiivsused moddeti rakuliisaatidest ekspressiooni hindamiseks, puhastatud
valgupreparaatidest kineetiliste parameetrite ning temperatuuristabiilsuse miidramiseks.
Substraadina kasutati p-nitrofentiiil-B-N-atsetiiiil-D-gliikoosamiini (pNP-GICNAc; Megazyme,
lirimaa), mille kontsentratsioon reaktsioonisegus oli tavapéraselt 1 mM. Reaktsioonid
16ppmahuga 500 pl viidi 14bi kahekordselt lahjendatud Mcllvaine’i puhvris, pH 6.0 (63 mM
NapHPO4; 18 mM sidrunhape) temperatuuril 37°C. Reaktsioonisegu sisaldas 250 pl
Mcllvaine’i puhvrit (pH 6.0), 150 ul milliQ vett ja 50 ul pNP-GIcNAc (10 mM alglahus).
Reaktsioon algatati 50 ul EaNah variandi valgulahusega (vajadusel lahjendatud Mcllvaine’i
puhvris) ning registreeriti reaktsiooni toimumise aeg. Kontrollsegus oli valk asendatud 50 pl
Mcllvaine’i puhvriga. Reaktsioon peatati 2-5 min moddumisel 500 pul 1 M
naatriumkarbonaadiga ning mdddeti ODa4oo véértus kiivetis spektrofotomeetriga (Ultrospec
3100 Pro UV/Visible Spectrophotometer, GE Healthcare Pharmacia Biotech, UK). Sobivaks

modtevahemikuks loeti ODa4oo védidrtusi vahemikus 0.1-0.8, kus ODasgo véaidrtuste ja pNP

18



kontsentratsiooni vahel on lineaarne soltuvus. Kdigist mdotmistest tehti vahemalt kolm tehnilist
paralleeli. EaNah variantide aktiivsus viljendati reaktsiooni algkiirusena 1 minuti jooksul
vabanenud pNP hulgana mikromoolides 1 mg valgu kohta [pumol/(mg x min)].
Kalibreerimiseks kasutati standardina pNP lahust [€400 =18 000 1/(M x cm)] ning kalibratsiooni
oli teinud T. Visnapuu (Vishapuu et al., 2020).

EaNah variantide Kn (kineetiline aktiveerimiskonstant) ja Vmax (maksimaalne
reaktsioonikiirus) vaartuste arvutamiseks moodeti pNP vabanemise kiirust erinevatel substraadi
kontsentratsioonidel. Substraadiks kasutati pNP-GlcNAc I6ppkontsentratsioonidega 0.05 mM,
0.1 mM, 0.15 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM, 0.5 mM, 1 mM. EaNahAsp166Asn variandi
aktiivsuste madramiseks kasutati substraadi kontsentratsioone 0.8 mM, 1 mM, 1.5 mM, 2 mM.
Reaktsioon kéivitati valgulahuse lisamisega reaktsioonisegusse ja méadramised tehti
temperatuuril ~ 37°C  analoogiliselt  eelpoolndidatud  metoodikale.  Valgusisaldus
(Ioppkontsentratsioon) reaktsioonisegudes oli vahemikus 0.2-3 ug/ml. EaNahAspl66Asn
variandi valgusisaldus 1 mM pNP-GIcNAc kontsentratsiooniga proovides oli 24.4 pug/ml. Iga
kontsentratsioonipunkti kohta tehti vahemalt kolm paralleeli. Kineetilised parameetrid arvutati
arvutiprogrammi  SigmaPlot 2001 (Systat Software Inc., USA) abil, kasutades

ensiitimikineetika moodulit (Enzyme Kinetics Module 1.1) ja Michaelis-Menten’i vorrandit.

2.2.5. Temperatuuristabiilsuse méairamine
Temperatuuristabiilsuse méddramiseks hoiti valgulahust Mcllvaine’i puhvris pH 6.0 (63 mM
Na;HPO4; 18 mM sidrunhape) erinevatel temperatuuridel (37, 40, 45, 50, 53, 55°C) 30 minutit,
siis jahutati 5 minutit jddl. Seejérel lisati substraat pPNP-GIcNAc ja médrati enslimaatiline
jadkaktiivsus 37°C, mootes pNP tekke algkiirust nagu on kirjeldatud peatiikis 2.2.4. pNP-
GlcNAc Ioppkontsentratsioon reaktsioonisegudes oli 1 mM. EaNah20 algse variandi ja variandi
EaNahPro243Ala valgusisaldus ehk valgu ldppkontsentratsioon reaktsioonisegudes varieerus
0.2-2 pug/ml. Variant EaNahPro248Ala valgusisaldus oli vahemikus 3-63 pg/ml. Erinevatel
temperatuuridel méédratud ensiimaatilise aktiivsuse véértuste alusel hinnati ensiiiimide
temperatuurist sdltuvat inaktivatsiooni, mille puhul vdeti 100% véartusteks 37°C saadud

EaNah variantide aktiivsused.

2.2.6. Arvutipohised meetodid
Erinevatest organismidest périnevad N-atsetiiiilheksoosaminidaasi valgujérjestused joondati

Clustal Omega programmi abil (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) kasutades
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standardparameetreid. EaNah20 valgujarjestust vorreldi 32 sarnase aktiivsusega (EC 3.2.1.52)
GH20 valguga. Joondus visualiseeriti programmiga BioEdit 7.0 (Informer Technologies, Inc.,
USA).

Kodige sarnasemate jarjestuste leidmiseks EaNah-ile andmebaasidest kasutati BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) analiiiisi, kus kdrvutati EaNah20 algset aminohappelist jarjestust

NCBI andmebaasis leiduvate valkude jarjestustega (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

Vordlusena kasutati valkude andmebaasi refsec_select_prot. BLAST analiiiisi paring NCBI
andmebaasis sooritati 18.05.2022. Lisaks mainitud andmebaasiparingule vorreldi EaNah
aminohappelist jarjestust ka PDB (Protein Data Bank) andmebaasi vastu, mis sisaldab

kindlakstehtud kristallstruktuuridega valkude jérjestusi. Péaring sooritati 21.05.2022.

EaNah 3D struktuuri modelleerimiseks kasutati SWISS-MODEL veebiplatvormi

(https://swissmodel.expasy.org/) ning aluseks voeti Flavobacterium johnsoniae kitobiaasi

struktuur (PDB: 6YHH). Ennustatud mudeli visualiseerimiseks ja aminohapete positsioonide

mairkimiseks kasutati programmi PyMOL (Schrédinger LLC, USA).

PCR fragmendi pikkuse kontrollimiseks ja plasmiidide visualiseerimiseks kasutati programmi
pDRAWS32 ver. 1.1.143 (http://www.acaclone.com/).

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Ewingella americana N-atsetiiiilheksoosaminidaasi sarnasuse
kindlakstegemine teiste N-atsetiiiilheksoosaminidaasidega ja ensiiiimi 3D
struktuuri modelleerimine

E. americana on Enterobacteriales seltsi kuuluv proteobakter hdimkonnast Pseudomonadota

(https://Ipsn.dsmz.de/species/ewingella-americana), mis isoleeriti Groonimaa

keskkonnaproovist. Kuna see bakter hiidroliilisis mereagari tardsodtmel kasvades aktiivselt
kromogeenset Nah substraati X-GIcNAc-i, siis otsustati uurida selle bakteri Nah-aktiivsusega
ensiiimi. Selleks eraldati genoomne DNA, millest kloneeriti Nah-i kodeeriv jarjestus
ekspressioonivektorisse pURI3 (vt Lisa 1). In silico ennustuse alusel oli algse peremehe EaNah
jarjestuses N-terminaalne signaalpeptiid, siis E. coli’s ekspresseerimiseks kloneeriti jarjestus
ilma signaalpeptiidita. Tiive isoleeris ja Nah jarjestuse kloneeris ning geeni sekveneeris T.
Visnapuu. Vastav CAZy Kklassifikatsiooni alusel GH20 perekonda kuuluv valk nimetati
EaNah20.

Antud t66 raames sooviti vélja selgitada, millised andmebaasides olevad valgud on isoleeritud
EaNah20 valgujérjestusega koige sarnasemad. BLAST analiiiisil vorreldi EaNah20 jéarjestust

olemasolevate valkudega refsec_select prot andmebaasis. Kdige suurema valgujdrjestuse osas
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identsuse mairaga Nah valgud on néidatud tabelis (Tabel 2). Andmebaasi sisestati EaNah20

jarjestus ilma oletusliku N-terminaalse signaalpeptiidita ja kloneerimisel lisandunud His-

margiseta.

Tabel 2. BLAST analiiiisi alusel NCBI refsec select prot andmebaasist leitud EaNah20

valguga koige suurema identsusega jirjestused.

) _ Andmebaasi Identsuse
Organism Valgu nimetus o
kirje protsent
Ewingella americana | GH20 perekonna gliikosiiiili hiidrolaas | WP_034795370.1 87.5%
Rouxiella badensis GH20 perekonna gliikosiiiili hiidrolaas | WP_165429821.1 82.3%
Rahnella inusitata GH20 perekonna gliikosiiiili hiidrolaas | WP_213051874.1 79.2%
Rahnella victoriana N-atsetiitilheksoosaminidaas WP_232770415.1 78.8%
Rahnella contaminans | GH20 perekonna gliikosiiiili hiidrolaas | WP_165058888.1 78.4%
Rahnella
GH20 perekonna gliikosiiiili hiidrolaas | WP_120133239.1 78.1%

woolbedingensis

Tabelis 2 ndidatud ensiitimid on EaNah20 suhtes kdrge identsuse protsendiga, kuid nendest ei
ole iihtegi ensiitimi seni valgu tasemel biokeemiliselt iseloomustatud. BLAST-otsing tehti ka
PDB andmebaasi suhtes, et vorrelda jarjestuse identsusprotsenti teadaoleva kristallstruktuuriga
ning pohjalikumalt uuritud ensiiimidega. Kdige sarnasemad ensiiimid EaNah20-le olid
inimese liisosoomne PB-heksoosaminidaas (identsuse protsent 45.2%) ning bakteri
Microbacterium sp. B-N-atsetiiiilheksoosaminidaas (identsus 41.6%). Samas valgujérjestuste
omavaheline katvus oli véike ning esines alasid, kus valgujarjestus ei joondunud EaNah20-ga.
Seega on EaNah20-ga sarnaseid N-atsetiiiilheksoosaminidaase vihe uuritud. Kuigi on
lahendatud mitmete Nah-aktiivsusega ensiiimide (sh kitobiaasid, N-
atsetiiiilglitkoosaminidaasid) 3D struktuurid, siis eksperimentaalselt on mutatsioonianaliilisiga
uuritud vaid monda neist valkudest (Mark et al., 1998; Mark et al., 2001; Liu et al., 2012).
Vihem on teada ka bakteriaalsete Nah-ide omaduste ja struktuuri-funktsiooni seoste kohta

(Visnapuu et al., 2020). Seega pakkus isoleeritud EaNah20 ldhem uurimine huvi, et leida
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voimalikke biotehnoloogilistes rakendustes kasutatavaid Nah-e ning kindlaks teha nende

aktiivsust ja stabiilsust mdjutavaid tegureid.

CeHEX-4 C. elegans
GenA S. gordonii
BbhI B. bifidum
Hex99 P. piscicida
Nah20A A. hydrophila
Chb S. marcescens
Chb V. harveyi

FjGH20 F. johnsoniae
Nah20 E. americana
Nah20A P. hydrolytica
Hex20A C. fimi

Hexlt Paenibacillus sp. TS12
Hexl MK Actinomycetales
HexA S. coelicolor A3
SpHex S. plicatus
ExoI V. furnissii
Am2301 A. muciniphila
Hex2 MK Bacteroidetes
HexA E. histolytica
HexA H. sapiens

HexA M. musculus

HexB S. scrofa

HexB H. sapiens

NagA D. discoideum
AtHexl A. thaliana
pHex C. annuum

Hexl C. albicans
HexA A. oryzae

CpHEX1 C. posadasii
HexTF T. flavus

Hexl D. melanogaster
BmChiGlcNAcase B. mori
Hexl O. furnacalis

W W v o o
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137
117
140
111
128
114
150

237

141
157
153
183
188
185
183

CFLALLSVTF--——————-] MLIFVLTTPYSNDRSSYAAYEGGIDPRKTRQFK-NIIVHLDLKGAPPRVEYLIEFFKL--LS 76
SAALR-~=========m————— SGODEVQIEEEAAYE-DL-AYMADCSRNAVLNLS SAK-~~~~~~ KMIEVLALMGYSTFE 120
LOMTKODAN--————==——— GF--VIGSMRDYPRFT-TR-GLLLDVARKPV-SLEMMR-——-———— EITRTMRYYKMNDFQ 601
ROMIPTTVYKTAKNSATLSDNAVLPASTILDAPRFE-YR-GMMLDVSRNFQ-SKETVF-—————— KLLDLMAFYKLNKFE 3%1
ISLLOVD- == ========= D-KLVSQMSVEDAPRFE-YR-CMOTDVARHFR~-SPETMK-~~~~~~ KLVDOMSAMKLNVLH 368
LSLVPSD-----——————— GSGKIATLDASDAPRFP-YR-GIFLDVARNFH-KKDAVL-------. RLLDOMAAYKLNKFH 373
FGLVDSQ--——————————- NADSLPQLSIKDAPRFD-YR-GVMVDVARNFH-SKDAIL-—-----— ATLDOMAAYKMNKLHE 367
LOLLONDSK~ === ======= KFYFPVSQISDFPRFT-WR-GLMLDASRHFQ-PVDVVK-~~ =~~~ RNLDALAAMKMNVFH 195
LOLLONDGQ--————————- NTYLE’LVTIHDQPR}‘A—WR—(;’VLI..SARB}‘L—PISTIK*-— --ROQLDGMAAAKLNVLE 175
--QRSIPAVDIDDKPRFA-WR-GLLIDSVRHFM-PVDTIK-------RQLRCMASAKLNVLH 126
ROTVSSLGDG~~====~= TLTV--PALRVEDHPRYA-WR-CLSIDVARHFF-TVDDLK-~ --AIIGLLAHYKLNVLH 170
LOLLPAGIEKNTVV-SGVQOWVI--PHSNISDKPEYE-YR-GCLMLDVARHFF-TVDEVK- RQIDLASQYKINKFH 154
ROQLLPAAVERRTVA-PG-PWTL--PTGVLRDAPRFA-WR-GCAMLDVARHFF-PVADVK- RYLDLLAYYKFNVLH 179
ROLLPAAVEKDSAQ-PG-PWLV--AGGCTIEDTPRYA-WR-SAMLDVSRHFF-SVDEVK- RYIDRVALYKYNKLH 215
ROLLPPAVEKDSAQ-PG-PWLV--AGGTIEDTPRYA-WR-SAMLDVSRHFF-GVDEVK- RYIDRVARYKYNKLH 186
—--NLLVPHIVIKDAPRFK-YR-CMMLDCARHFH-PLERVK- RLINQLAHYKFNTFH 295
KFVDMMAYYKFNRLH 146

RFIDWMAFHKLNSFH 18
LQLIRIS--SNK------- FVISQLPIKISDAPRFK-WR-GCLMVDPSRNPL-SPLMFK--~---~~ RIIDTLASVKANVLH 218
SQLVW-KSAECT-~~~~~~ FFINK--TEIEDFPRFP-HR-CLLLDTSRHYL-PLSSIL~~~~~~~ DTLDVMAYNKLNVFH 202
SQLVW-KSAEGT-—————— FFINK--TKIKDFPRFP-HR-GVLLDTSRHYL-PLSSIL-—-—-——-— DTLDVMAYNKFNVFH 202
SQLIY-QDSYGT---~-~— FTVNE--SEIIDFPRFP-HR-GILIDTGRHFL-SVKTIF--~---~- KTLDAMAFNKFNVLH 209
SQLVY-ODSYGT---—---~ FTINE--STIIDSPRFS-HR-GILIDTSRHYL-PVKIIL------- KTLDAMAFNKFNVLH 235
KOLIVYNELENS-—————— YSIVC--VSISDSPRYP-WR-GFMVDSARHYI-PKNMIL-————-— HMIDSLGFSKFNTLH 190
SQMIWGT--SPD-~-~~-~~ LCLPV-GIYIQDSPLFG-HR-GVLLDTSRNYY-GVDDIM-~~-~~~~ RTIKAMSANKLNVFH 206
== DR en e s e VAA-GVYISDLPIFT-HR-GVMLDTSRNFY-GVDDLL~—-~—~~~ RLIKAMSMNKLNVFH 201
QQLIIHTS-EDK--————— YVVPS-SVTISDFPNFK-HR-GLMIDSGRNFL-TVDSIL-—-—-—-— EQIDIMALSKMNSLHE 201
QQLVISDG-HGG--—~=~~ LIIEE-PVNIKDSPLYP-YR-GIMLDTGRNFV-SLPKIF-~~~=~- EQLEGMSLSKLNVLH 217
QQIVIFK--RGR--——-—— FLVEQ-PVDIKDYPLYP-VR-GIMIDTARNFI-SVKKIF-—----— EQLDGMALSKLNVLH 212
QQLVIYQ--DNS——————- LITEQ-PVHIEDSPLYP-WR-GVMIDTGRNFI-TVPKIK-—----— EQIDGMALSKLNILH 242
AQLIVYDDIRRE ~VQVTA-NATINDAPVYK-WR-CLLLDTSRNYY-SVKSIK- RTLECMALVKLNTFH 249
SQLIVYDDIRNN ~LLIVR-DVTIKDRPVYP-YR-GILLDTARNFY-SIDSIK- RTIDAMAAVKLNTFH 246

SQLFVFDDIRDH------- LLMVR-DVNISDKPVYP-YR-GILLDTARNYY-SIESIK------- RTIEAMAAVKLNTFH 244

Joonis 2. Clustal Omega veebitdoriistaga joondatud ja BioEdit programmiga visualiseeritud

valgujarjestuste joondus. Mustaga on maérgitud muteeritud positsioon Aspl166. MK tédhistab

ensiilimi mittekultiveeritavat peremeesorganismi.

CeHEX-4 C. elegans %¢  EEIRRDLHYSENDIRRIIQAAEVHNLEVIPLIQSFGHLE-FVLKKS----- KFMCL-——————————————————————— 147
GenA S. gordonii 137 ----FRCRYTVAELQEIEDYAADFDMSFVPCIQTLAHLSAFVKWGI----KEVQ--—----————=——————————————— 183
BbhI B. bifidum 646 ————EDYSISKKTFKQFIQDERALGMNVVPEIDVEPAHAN-SFTKIW-—— PELMVKG—————————————————— RVSPI 639
Hex99 P. piscicida 471 FLGKGWGYYTVNDFKEILQOYAADRHIDVIIEYDFPAHAR-AATKAMEHRYNKYKD-S-—-—- DPVEANRF----RLIDPL 539
Nah20A A. hydrophila 414 -DNQGSGFYSKADYIDLVRYAKARGVTVIPEINMPAHAR-AAVVSMEARYKRLMSEG-—-—- KETEANQF----RLTDPA 483
Chb S. marcescens 41% —--—-YGGFFSRODYIDIIKYAQARQIEVIPEIDMPAHAR-AAVVSMEARYKKLHAAG---—-KEQEANEF - -RBLVRET 48
Chb V. harveyi 413 -DNFGSGYFSKADYVEILKYAKARNIEVIPEIDMPAHAR-AAVYSMEARYDRIMEEG -~ ——— -——-RLMDPQ 482
FjGH20 F. johnsoniae 219 ----DGLYYTQEEIRNIVKYADERGILIVPEIDVPGHGS-AILTAY----PEIGSKVITLTGGTSEKNIQGTAISTYR-- 288
Nah20 E. americana 198  ----DCEFYTVEQMKEVVAYATSLGIRVVEEIDMEcHAS-ATAVAY-—--PELIS

Nah20A P. hydrolytica 220 ----DGLFYTQQQIREVVQYAALLGIRVVPEFDVPGHAS-ATAVAY-——-PELIT-—

Hex20A C. fimj 200 ===-GCPCGGFYNPAQLAE IVVARAARGCIRVVPEIDVPGHVN-AATHAY - -- -GCDLTPSG-

Hexlt Paenibacillus sp. TS12 224 —--GPGGYYTQEQFKDIVSYAARERYIEVIPEIDMPGHTN-AALASY----GELNPDG-

Hexl MK Actinomycetales 208 ---APGGYYTQEQYADLARYAAERYITIVPEIDMPSHTN-AALASY----ALLNCEG---—-=---========]

HexA S. coelicolor A3 245 ---GPGGHYTKADYEEIVRYAASRHLEVVPEIDMPGHTN-AALASY----AELNCDG-—-————=——===—===

SpHex 5. plicatus 216 —-GPGGYYTKAEYKEIVRYAASRHLEVVPEIDMPGHTN-AALASY-——AELNCDG————————————————- VAPP——
Exol V. furnissii 334 -TEKHGGFYTQEEIREVIAYAAERGITVIPEIDIPGHSR-AATKAL-

Am2301 A. muciniphila 178 -GIPHEGMYTKQELKELVAYCAARGIDVIPEIDMPGHNQ-ALHAAY-

Hex2 MK Bacteroidetes 22€ -CVRYCCFYTQEQLKDVVAYAAARHITVVPEIEMPCHAR-AATAAY-——-PELCNTDI

HexA E. histolytica 244 ----ESFVLTQSFLRELAQYGANRGVIVYGEIDTPAHTA- SWNLGY- —— -PGVVANC

HexA H. sapiens 229 ~VTHIYTAQDVKEVIEYARLRGIRVLAEFDTPGHTL-SWGPGI-

HexA M. musculus 229 —VTHIYTAQDVKEVIEYARLRGIRVLAERFDTPCHTL - SWGPGA-

HexB S. scrofa 235 -LSHVYTPNDVRMVIEYARIRGIRVMPEFDTPGHSR- SWGKGQ-

HexB H. sapiens 261 ----LSHVYTPNDVRMVIEYARLRGIRVLPEFDTPGHTL-SWGKGQ----KDLLTPC-—-———=—======== 315
NagA D. discoideum 215 ----PSATFSHDDIQEVVAYAKTYGIRVIPEFDIPGHAA-AWGIGY———-PELVATC-—————————————— 269
AtHexl A. thaliana 232 ----PDMVYTPEDVSKIVQYGFEHGVRVLPEIDTPGHTG-SWGEAY--—-PEIV-TC-—-—-——-——————~, 287
BHex C. annuum 227 ----NEMMYSPADVEKIVEFGMEHGVRVLPEIDMPAHTG-SWAEAY-——-PEIT-TC-—- 282
Hexl c. albicans 226 —----NDEVYSKNDLKYIVDYARARCVRVIPEIDMPCHARACWKQVD--——-PTIV-EC--— 280
HexA A. oryzae 242 ----PHEIYSRNDVRNIVNYARARGIRVIPEIDMPSHSSSGWKQVD----PEMV-TC------—-—-———=—-——— 296
CpHEX1 C. posadasii 237 ———RRETYGPSDIRKVIEYARARGIRVVPEIDMPGHSASGWRKID-——-PDIV-AC——————————————— SWWS—— 251
HexTF T. flavus 267 ----PWQTYSHEDIKDIIEYARARAVRVVPEVDMPGHSAAGWQQVD----PSIV-AC-—-—--—--——=———— SWHS 321
Hexl D. melanogaster 275 ----QRQVYTRRDVAEVVEYGRVRGIRVMPEFDAPAHVGEGWQE 327
BmChiGlcNAcase B. mori 272 ——PTKVYTKQDIREVVEYGLERGVRVLPEFDAPAHVGEGWQD 324
Hexl 0. furnacalis 270 ----PQKVYTKAAIREVVRFGLERGVRVLPEFDAPAHVGEGWQD 322

Joonis 3. Clustal Omega veebitoriistaga joondatud ja BioEdit programmiga visualiseeritud

valgujirjestuste joondus. Mustaga on mérgitud muteeritud positsioon Pro243 ja Pro248. MK

tdhistab ensiilimi mittekultiveeritavat peremeesorganismi.
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Andmebaasidest valiti 32 erinevatest organismidest parit varem iseloomustatud GH20 Nah-
aktiivsusega valgu jérjestust ning valkude joondamiseks kasutati Clustal Omega veebitooriista

(Sievers et al., 2011) ja joondus visualiseeriti BioEdit programmiga.

Joonduse alusel wvaliti vilja teatud konserveerunud positsioonid, mille puhul tehti
punktmutatsioonid neisse positsioonidesse, et asendada vastavad aminohapped. Selles t66s on
kasutatud EaNah20 variante, kus punktmutatsioonid asuvad positsioonides Asp166, Pro243 ja
Pro248 (Joonis 2 ja 3). Vastavad plasmiidid EaNah20 variantide ekspresseerimiseks
(PURI3TEV-EaNahD166N, pURI3TEV-EaNahP243A ja pURI3TEV-EaNahP248A)
konstrueeris D. Teze. Nagu on nédha jooniselt 2 ja 3, siis t00s kidsitletud mutatsioonid asuvad
ennustuslike aktiivtsentri aminohapete ldheduses (Argl69, Asp246) ning mutatsioonide

positsioonid olid erinevate organismide Nah-ides véga konserveerunud.

Enstiimi 3D  struktuuri modelleerimiseks kasutati SWISS-MODEL veebirakendust
(Waterhouse et al., 2018). EaNah20 ensiiiimi 3D struktuuri mudel koostati homodimeerse
Flavobacterium johnsoniae kitobiaasi (FJGH20) struktuuri alusel, mille valgujérjestuse
identsus oli ainult 35.8%, kuid jérjestuste katvus oli vorreldes teiste andmebaasis leiduvate

ensiiimidega oluliselt parem (0.83). EaNah20 struktuuri mudel on toodud joonisel 4.

Koostatud 3D struktuuri mudelil on ndha Nah struktuurile tiilipilisi elemente: TIM-
pOhistruktuuri, B-lehte sisaldav N-terminaalne domeen ja a-heeliksite kimbud (vt Joonis 1) ning
struktuuril on ndha mutatsioonide ennustuslikud asukohad (Joonis 4). Koik uuritud
mutatsioonid asuvad aktiivtsentri laheduses TIM-domeeni keskosas. Valgu pinnamudelil olid
need aminohapete positsioonid varjatud ehk need aminohapped asuvad seega suure
toendosusega valgu sisemuses. Positsioon Asp166 asub EaNah20 mudeli TIM-struktuuri iihe
B-lehe otsas, Pro243 asub TIM B-lehel ning Pro248 asub lithikesel lingul B-lehe ja a-heeliksi
vahel (Joonis 4, Lisa 3, Lisa 4).
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Joonis 4. EaNah20 ensiiiimi 3D struktuuri mudel kasutades alusena Flavobacterium johnsoniae
kitobiaasi (FjGH20) struktuuri (PDB: 6YHH_A). Koostatud veebirakendusega SWISS-
MODEL ja visualiseeritud programmiga PyMOL. Struktuursed elemendid ja t66s uuritud

mutatsioonid on margitud erinevate varvidega: o-heeliksid — akvamariinsinine, 3-ahelad — lilla;

lingud — beez; Asp166 — roheline, Pro243 — kollane, Pro248 — punane.

2.3.2. Hise-mirgisega E. americana N-atsetiiiilheksoosaminidaasi variantide
ekspresseerimine ja puhastamine afiinsuskromatograafiaga

EaNah20 variante ekspresseeriti kasutades plasmiide pURI3TEV-EaNah, pURI3TEV-
EaNahD166N, pURI3TEV-EaNahP243A ja pURI3TEV-EaNahP248A ning E. coli tiive
BL21(DE3) peatiikis 2.2.2. ndidatud kirjelduse alusel. Ekspressiooni toimumise kontrolliks
kasvatati transformante LB-Amp s66tmes, indutseeriti valgusiintees IPTG-ga ning valmistati
indutseeritud rakkudest rakuliisaadid. Liisaatidest voetud proovidele lisati 1 mM kromogeenset
substraati pPNP-GIcNAc ning inkubeeriti 37°C. Enstimaatilise aktiivsuse olemasolu hinnati
kollase vidrvuse tekke (PNP vabanemine) jargi. Uuritud EaNah variantidel oli aktiivsus
rakuliisaadis olemas. Koige kiiremini vdrvus EaNah20 algne variant ja EaNahPro243Ala.
EaNahAspl166Asn variandi aktiivsus oli minimaalne, sest segu muutus kollakaks alles peale

pikemat inkubeerimist.

Ensiiiimid puhastati rakuliisaatidest Ni?*-afiinsuskromatograafiaga nagu on kirjeldatud peatiikis

2.2.3. Vastavalt afiinsuskromatograafia puhastamise kdigus saadud graafikutele (Lisa 2), voeti

24



potentsiaalselt valku sisaldavatest fraktsioonidest 10 pl suurused proovid ning kanti need 10%

SDS-poliiakriiiilamiidgeelile.

Fraktsioonide valimisel ldhtuti sinisest graafikujoonest, mis nditab UV-piirkonnas (ODa2go)
tuvastatud valke (Lisa 2). Fraktsioonid, mis Hiss-jadgiga valku sisaldasid, elucerusid imidasooli
kontsentratsiooni tostmisel ning teine piik sisaldas oodatavalt puhastatud EaNah20 valke (Lisa
2). Kokku kogumiseks ja kontsentreerimiseks valiti fraktsioonid, kus oli ndha selge joon SDS-
geeli vastavas piirkonnas, mis vastas EaNah20 arvutuslikule molekulmassile — 88.15 kDa (Lisa
2). Sama variandi uuritavat valku sisaldavad fraktsioonid liideti, puhver vahetati ning
kontsentreeriti  valgupreparaadid. Neist saadud 1 pg proove analiiiisiti SDS-
poliakriitilamiidgeelil ning jareldati, et saadud valgupreparaadid olid piisava puhtusastmega, et
uurida nende biokeemilisi parameetreid. Joonisel 5 on ndidatud SDS-geelelektroforeesil
lahutatud puhastatud valkude preparaadid ning rakuliisaat. Vais jireldada, et valkude

puhastamine oli tulemuslik ning saadud preparaadid on korge puhtuseastmega.

M 1 2 3 4 5
kDa eSS P
100 —— e —
0 — .
55 —
-
40 | - ‘
—
|
25 —
A ——

Joonis 5. SDS-poliiakriitilamiidgeel puhastatud valgupreparaatidega. (1) EaNah20 algset
varianti ekspresseeriva E. coli rakuliisaat,10 pg; (2) puhastatud EaNah20 algne variant, 1 pg;
(3) EaNah20Asp166Asn, puhastatud 1 pg; (4) puhastatud EaNah20Pro243Ala, 1 pg; (5)
puhastatud EaNah20Pro248Ala, 1 ug.

EaNah20-ga, mille arvutuslik molekulmass on ligi 88 kDa, on molekulmassilt on sarnased

teised bakteriaalsed Nah-id — Bacillus sp. p-atsetiiiilheksoosaminidaas, mille molekulmass on
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90 kDa, ja Chitinolyticbacter meiyuanensis -N-atsetiiiilgliikoosaminidaas molekulmassiga 92
kDa (Kurakake et al., 2018; Zhang et al., 2020).

2.3.3. N-atsetiiiilheksoosaminidaasi EaNah variantide biokeemilised omadused
Puhastatud EaNah20 algsest ning selle muteeritud variantidest mééarati kataliilisivdime ning
kineetilised parameetrid ja ensiilimide temperatuuristabiisus. Kineetiliste parameetrite
kindlakstegemiseks méadrati pNP-GIcNAc erinevatel kontsentratsioonidel substraadi hiidroliiiisi
algkiirused (ensiimaatilised aktiivsused), mis viljendati vabanenud pNP hulgana pmoolides 1
mg valgu ja 1 minuti kohta (U/mg) (vt peatiilkk 2.2.4.). Preparaatide valgusisaldused tehti
kindlaks nagu on nididatud peatiikis 2.2.2. ja vastavateks vadrtusteks saadi EaNah20 algsel
variandil 5.7 mg/ml, EaNah20Asp166Asn 1 mg/ml, EaNah20Pro243Ala 4.5 mg/ml,
EaNah20Pro248Ala 1.3 mg/ml.

Maératud kineetilised parameetrid on toodud Tabelis 4. Substraadina kasutati universaalset
Nah-ide substraati pNP-GICNAc-i, kuigi varasemates t66des on sarnaste omadustega valkude
uurimiseks kasutatud ka pNP-GalNAc-i (Slamova ja Bojarova, 2017; Zhang et al., 2018;
Visnapuu et al., 2020). Mdlema substraadi kasutamine nditab, et ensiiim on laiema
substraadispetsiifikaga. Kéesolevasse toosse sai valitud pNP-GICNAc, sest suurem osa
iseloomustatud GH20 ensiitimidest eelistab pPNP-GICNAC-i substraadina ning neil ensiitimidel
on seega tugev N-atsetiiiilgliikoosaminidaasne aktiivsus (vt Tabel 1). Teistest meie grupis
tehtud eksperimentidest on teada, et EaNah20 algne variant kasutab ka pNP-GalNAc-i, kuid
oluliselt viiksema efektiivsusega. Lisaks sobivad uuritud ensiilimile substraatideks ka lakto-N-
trioos, kuid mitte kiniini oligosahhariidid. Seega ei ole selle ensiilimi substraadispetsiifika lai

ning tegemist on spetsialiseerunud ensiiiimiga.

2.3.3.1. Mutatsioonide méju EaNah20 kineetilistele parameetritele
EaNah20 variantidel arvutati jargmised kineetilised parameetrid: Vmax (maksimaalne
reaktsioonikiirus), Km (kineetiline aktiveerimiskonstant), kcat (kataliiiitiline konstant) ja kcat/Km
(kataliititiline  efektiivsus).  Reaktsioonisegus  kasutati  substraati ~ pNP-GICNACc
kontsentratsioonidel 0.05-1 mM. Katseandmete pdhjal visualiseeriti SigmaPlot 2001

tarkvaraga Michaelis-Menteni ja Eadie-Hofstee graafikud (Joonis 6).
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Joonis 6. EaNah20 variantide Kineetiliste parameetrite graafikud. (A) EaNah20 algse valgu
Michaelis-Menten graafik; (B) EaNah20 algse valgu Eadie-Hofstee graafik; (C)
EaNah20Pro243Ala Michaelis-Menten graafik; (D) EaNah20Pro243Ala Eadie-Hofstee
graafik; (E) EaNah20Pro248Ala Michaelis-Menten graafik; (F) EaNah20Pro248Ala Eadie-

Hofstee graafik. Igast kontsentratsioonipunktist oli tehtud vahemalt 3 tehnilist paralleeli.

Kuigi puhastati EaNah20 algne valk, EaNah20Aspl66Asn, EaNah20Pro243Ala ja
EaNah20Pro248Ala variandid, oli vdimalik kineetilised parameetrid leida neist kolmel.

EaNah20Aspl166Asn aktiivsused oli voimalik méédrata pNP-GICNAc kontsentratsioonidel 1
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mM ja 2 mM, kuid jargmiste mootmispunktide mddramise ajaks oli valgu kataliiiitiline aktiivsus
preparaadil juba kadunud. Vihestel substraadi kontsentratsioonidel moddetud aktiivsuste alusel
ei ole vdoimalik arvutada kineetilisi parameetreid. Valku siilitati temperatuuril 4°C ning
madramisi tehti 3 pieva viltel, mille jooksul EaNah20Asp166Asn tdielikult inaktiveerus. See

nditab, et mutatsioon Asp166 positsioonis vihendab valgu stabiilsust viga suurel mééral.

Kuna 1 mM substraadi kontsentratsiooni puhul dnnestus kodigil variantidel aktiivsusi méérata,
siis oli voimalik vorrelda mutatsioonide moju kataliitisile (Tabel 3). Kui algse muteerimata
variandi ja EaNah20Pro243Ala aktiivsused olid sarnases suurusjargus, siis
EaNah20Pro248Ala puhul oli aktiivsus langenud iile 20 korra ja Aspl66Asn mutatsioon
alandas ensiilimi kataliitisivdimet testitud tingimustel iile 1200 korra, mis tdestab selle

positsiooni viga suur olulisust ensiiliimi stabiilsuse ja reaktsioonivdime kontekstis.

Tabelis 4 on ndidatud saadud kineetiliste parameetrite véddrtused. EaNah20 on teiste
biokeemiliselt uuritud Nah-idega vorreldes pigem suure kataliiiitilise aktiivsusega ja substraadi
suhtes afiinne (Tabel 1). Praeguseks publitseeritud Nah-idest on koige suurema kataliiiitilise
efektiivsusega ja afiinsusega on bakterist Cellulomonas fimi parinev Hex20, mille Ky on 0.053
mM ja Keat/ Km 9090 (Mayer et al., 2006). EaNah20-ga sarnases suurusjargus oli merebakteri P.
hydrolytica PhNah20A afiinsus (Visnapuu et al., 2020), kuid EaNah20 oli sellest ensiitimist
oluliselt suurem kataliititiline konstant. Paljudel uuritud Nah-idel on oluliselt vdiksem afiinsus
substraadi suhtes ning kataliititilised efektiivsused oluliselt vdiksemad (Tabel 1 ja 4), mis niitab

EaNah20 rakendatavust Nah reaktsiooni ldbiviimisel.

Variandil EaNah20Pro243Ala Km on veidi vdiksem vorreldes EaNah20-ga, mis néditab
moningal méaéral efektiivsemat substraadi sidumisvoimet. EaNah20Pro248Ala variandil on K
suurem ning see valk ei seo substraati nii tugevasti. Tulemustest on niha, et EaNah20 algne
variant ning EaNahPro243Ala on kineetilistelt parameetritelt isna sarnased, aga metsiktiiiipi
valgu maksimaalne reaktsioonikiirus ja ka kataliilitiline konstant ning efektiivsus on veidi
suurem. See nditab, et mutatsioon positsioonis Pro243 ei mojuta mirkimisvadrselt
kataltiiisivdimet. Pro248Ala mutatsioon mojutas oluliselt kineetilisi parameetreid (Tabel 4),
eriti reaktsiooni maksimaalkiirust ja seega kataliiiitilist efektiivsust, mis oli langenud ligi 25
korda. Siit voib ka jireldada, et mida konserveerunum oli vastav aminohape vastavas
positsioonis (Joonis 3, Joonis 4), seda suurem oli mutatsiooni mdju. Pro243 positsioonis esineb

monel organismil ka alaniini ning antud mutatsioonil oli kdige viiksem mdju.
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Tabel

3. Puhastatud valkude ensumaatilised

aktiivsused

substraadi

kontsentratsioonil 1 mM. Naidatud on ka parameetrite standardhélbed.

pNP-GIcNACc

EaNah20 EaNah20 algne EaNah20 EaNah20 EaNah20
variant Aspl66Asn Pro243Ala Pro248Ala

Aktiivsus 89.6 + 0.531 0.07 £ 0.002 74.4 £1.458 3.9+0.012
(U/mg)

Tabel 4. Puhastatud EaNah20 variantide arvutuslikud molekulmassid ja Kkineetilised

parameetrid. Ndidatud on ka parameetrite standardhélbed.

EaNah20 variandid | Mw Vmax Km Kcat Kcat/Km
(kDa) (U/mg) (mM) (1/s) [1/(mg/ml) % s]
EaNah2_0 algne 88.15 | 122.3+£3.0 0.35+0.02 179.7+2.5 507.9
variant
EaNah20Pro243Ala | 88.13 | 98.4+2.0 0.33 +0.02 1445+2.1 433.9
EaNah20Pro248Ala | 88.13 5.6+0.5 0.41 £0.071 82+8.6 19.9

2.3.3.2. Mutatsioonide moju temperatuuristabiilsusele

Enstitimi variantide temperatuuristabiilsuse kindlakstegemiseks kasutati metoodikat, mida on

kirjeldatud peatiikis 2.2.5. Peale uuritavatel temperatuuridel 30 minutit inkubeerimist moddeti

jadkaktiivsus ning peale inkubeerimist sdilinud aktiivsus temperatuuril 37°C seati 100%-le

vastavaks aktiivsuseks.
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Joonis 7. EaNah20 variantide temperatuuritaluvus. 100% margiti vastava variandi
ensiimaatiline aktiivsuseks temperatuuril 37°C. Aktiivsused temperatuuril 37°C: EaNah20

algne — 45.8 U/mg; EaNah20Pro243Ala — 40.7 U/mg; EaNah20Pro248Ala — 1.45 U/mg.

EaNah20 vo0ib pidada vastavalt saadud andmetele temperatuuri suhtes vastupidavaks
ensiiimiks. Joonis 7 niitab, et EaNah20 algse variandi ning variant EaNah20Pro243Ala
stabiilsus erinevatel temperatuuridel on pigem sarnane. Peamine erinevus nende kahe vahel
esineb temperatuuril 50°C — EaNah20Pro243Ala aktiivsus on jitkuvalt sarnane temperatuuril
37°C mooddetud aktiivsusega, samas algse variandi aktiivsus selles punktis hakkab langema.
Voib jareldada, et mutatsioon positsioonis Pro243Ala on vihesel méiral isegi parandanud
temperatuuristabiilsust — temperatuuril 50°C on variandil EaNah20Pro243Ala séilinud 89%
aktiivsusest, aga algse jarjestusega ensiiimil 70.5%. Variant EaNah20Pro248Ala
temperatuuritundlikkus on juba langenud temperatuuril 45°C ning inkubeerimine temperatuuril
50°C on valk juba denatureerinud ning aktiivsust enam ei tuvastatud. 50% ensiimaatilist
aktiivsust on algsel valgul alles veel temperatuuril 51°C, siis Pro248Ala mutandil on pool
aktiivsusest sdilinud temperatuuril 46°C ja temperatuuristabiilsus on seega langenud ligi 5

kraadi vorra.
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KOKKUVOTE

N-atsetiililheksoosaminidaasid on ekso-aktiivsusega gliikosidaasid, mis lagundavad N-
atsetiileeritud heksoose sisaldavaid tihendeid. Bakteriaalset péritolu Nah-e ei ole viga
pOhjalikult uuritud ning nende ensiitimide struktuuri-funktsiooni seoseid on ainult vihesel
madral iseloomustatud. Neil ensiiiimidel voiks olla biotehnoloogilist potentsiaali ning nad
vOiksid leida kasutust N-atsetiileeritud suhkruid lagundavate ja modifitseerivate

kataliiiisijatena.

Kéesoleva bakalaureusetod eesmirkideks oli teha kindlaks bakterist Ewingella americana
isoleeritud N-atsetiitilheksoosaminidaasi EaNah20 ning selle ensiilimi mutantsete variantide
biokeemilisi  omadusi  keskendudes  Kineetilistele  parameetrite  ja  ensiilimide
temperatuuristabiilsuse kindlakstegemisele. Uuriti positsioonides Asp166, Pro243 ning Pro248
punktmutatsioonidega EaNah20 variante. Lisaks koostati arvutipohiste meetoditega EaNah20

3D struktuuri mudel ning ndidati mudelil uuritavate punktmutatsioonide asukohad.

To6 raames ekspresseeriti E. coli’s edukalt ja puhastati EaNah20 algne variant ning
EaNahAsp166Asn, EaNah20Pro243Ala ja EaNah20Pro248Ala. Saadud tulemused néitasid, et
EaNah20 on kataliiiitiliselt aktiivne enstitim, mille Kataliiiitiline efektiivsus on 507.9 1/(mg/ml)
x s ning afiinsus pNP-GIcNAc suhtes on 0.35 mM. Koige viiksema mdjuga ning Kineetilistelt
koige sarnasem EaNah20 algsele ensiiiimile oli variant punktmutatsiooniga positsioonis
Pro243. Kdige suuremat moju ensiiiimi kataliiiitilisele aktiivsusele ja stabiilsusele avaldas
mutatsioon Aspl66Asn, mille tulemusel puhastatud valgupreparaadil véhenes aktiivsus iile
1200 korra ning ensiiiim inaktiveerus mone pdeva jooksul 4°C. EaNah20 algse variandi

aktiivsus sdilis samadel tingimustel hoiustades mitme nidala viltel.

Punktmutatsioon Pro243Ala parandas vihesel méidral EaNah20 temperatuuristabiilsust
temperatuuril  50°C, Kkus algsel variandil oli sdilinud aktiivsusest ligi 71% ja
EaNah20Pro243Ala 89%. Variandil EaNah20Pro248Ala oli lisaks 25 korda vdhenenud
kataliiiitilisele ~ efektiivsusele markimisvaarselt vidhenenud temperatuuristabiilsus —
temperatuuril 46°C oli ensiiimil alles ligikaudu pool algsest aktiivsusest ning temperatuuril

50°C oli enstiim téiesti inaktiveerunud.

Saadud tulemustest voib jareldada, et Pro243 muteerimine alaniiniks EaNah20 valgus ei mojuta
oluliselt kataliititilisi parameetreid ega ka ensiitimi stabiilsust. Variandi EaNah20Pro248Ala
kineetilised parameetrid olid vordluses algse EaNah20-ga oluliselt muutunud: Ky véaértus oli
suurem, substraadi seondumine héiritud ja reaktsiooni ldbiviimise voimekus védhenenud.

Konserveerunud positsioonis asuval aminohappel Pro248 on seega oluline suurem mdju
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ensiitimi kineetilisele voimekusele ja stabiilsusele. Positsioon Aspl166 on kataliiitiliselt viga
oluline ning mutatsioon selles positsioonis muudab valgu véga ebastabiilseks ning inaktiivseks,

korgelt konserveerumist kinnitas to6s koostatud Nah valgujarjestuste joondus.
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RESUMEE

Determination of catalytic activity and temperature stability of N-acetylhexosaminidase
EaNah20 from Ewingella americana and the effect of selected mutations on its

biochemical properties
Enely Ernits
Summary

N-acetylhexosaminidases (Nah-s) have been discovered in nearly all organisms and have been
found to exhibit a vital role in several fundamental processes. Although most of the Nah-s
belong to the glycoside hydrolase family 20 (GH20), there are enzymes with comparable
activity in families 3, 5, 84, 109, and 116. N-acetylhexosaminidases have been used to create
inhibitors, in the process of controlling plant pathogens, to create functional food components,
and also in the chemo-enzymatic creation of chromogenic substrates. N-acetylhexosaminidases
hydrolyze and modify N-acetylated saccharides, which are vital components for example in
brain gangliosides, mucins, histones, and blood type antigens as well as in chitin
oligosaccharides.

While Nah enzymes are well-known for their oligosaccharide-hydrolyzing capability, some of
the enzymes also have a transglycosylation activity and can produce new oligosaccharides. The
most detailed research has been conducted on fungal Nah-s in comparison to bacterial enzymes.
The properties of almost 200 Nah enzymes have been described, while a few dozens of 3D
enzymatic structures have been researched. The aim of this study was to focus on the catalytic
activity and temperature stability of bacterial N-acetylhexosaminidase EaNah20 originated

from Ewingella americana, a proteobacterium from the Enterobacteriales order.

In addition to determining the kinetic parameters and temperature stability of EaNah20, the aim
of the study was to verify the effect of selected mutations on its biochemical parameters and
create a 3D structure model of the enzyme. The studied single amino acid mutations were
chosen based on the alignment of EaNah20 and 32 other similar enzymes. All mutations were
located near the conserved positions and were predicted to affect the catalytic ability. Chosen
mutations for the study were Asp166Asn, Pro243Ala and Pro248Ala.

The results of the study confirmed the high catalytic activity of EaNah20 with catalytic
efficiency 507.9 1/(mg/ml) x s and affinity 0.35 mM towards pNP-GIcNAc. The enzyme was
stable 30 minutes up to the temperature of 50°C. Replacing aspartate in the position 166
inactivated the enzyme entirely within couple of days at 4°C. Replacing the proline by alanine

in the position 248 decreased the catalytic efficiency considerably and temperature stability was
33



also significantly affected. The effect of the replaced proline to alanine in position 243 was
slight. Based on the alignment of the proteins, the mutations in the more conserved areas had
the greatest effect on the catalytic efficiency.

Compared to other described Nah-s, the EaNah20 is catalytically active and it binds to the
substrate pNP-GIcNAC efficiently. Since the enzyme remains stable at the temperature of 50°C,
it’s considered to have a considerable temperature stability potentially relevant to
biotechnological applications.
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LISA 2

A: EaNah20 algse variandi puhastusgraafik. B: EaNah20 algse variandi fraktsioonidele SDS-

geel, 1 —fraktsioon esimesest piigist, 2 — fraktsioon esimese piigi 10pust, 3-9 — valku sisaldavad

fraktsioonid tdhistatud rohelisega.
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C: EaNah20Pro243Ala puhastusgraafik. D: EaNah20Pro243Ala fraktsioonidele SDS-geel, 1
— fraktsioon esimesest piigist, 2 — fraktsioon esimese piigi 16pust, 3-9 — valku sisaldavad
fraktsioonid.
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E: EaNah20Asp166Asn puhastusgraafik. F: EaNah20Asp166Asn fraktsioonidele SDS-geel, 1
— fraktsioon esimesest piigist, 2 — fraktsioon esimese piigi 16pust, 3-9 — valku sisaldavad

fraktsioonid.
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0m 1

G: EaNah20Pro248Ala puhastusgraafik. H: EaNah20Pro248Ala fraktsioonidele SDS-geel, 1 —
rakuliisaat, 2 — fraktsioon esimesest piigist, 3 — fraktsioon esimese piigi 10pust, 4-9 — valku

sisaldavad fraktsioonid. Koigil SDS-geelidel on rajal M suurusmarker (Protein Ladder Blue
Prestained, Naxo, Eesti).
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LISA 3

Veebirakendusega SWISS-MODEL koostatud 3D struktuuri mudel E. americana N-
atsetlitilheksoosaminidaasile kasutades alusena Flavobacterium johnsoniae kitobiaasi
(FjGH20) struktuuri (PDB: 6YHH_A).
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LISA 4

EaNah20 ensiitimi 3D struktuuri mudel kasutades alusena Flavobacterium johnsoniae
kitobiaasi (FjGH20) struktuuri (PDB: 6YHH_A). Koostatud veebirakendusega SWISS-
MODEL ja visualiseeritud programmiga PyMOL. Struktuursed elemendid ja t66s uuritud

mutatsioonid on mérgitud erinevate varvidega: a-heeliksid — akvamariinsinine, 3-ahelad — lilla;

lingud — beez; Asp166 — roheline, Pro243 — kollane, Pro248 — punane.
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