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INFOLEHT

Bakteri Streptomyces coelicolor peroksidaas ScDyPB esineb Kineetiliselt erinevate

enstiiimi vormidena

Hiljuti avastatud, varvaineid lagundavad perokstidaasid (Dye decolorizing peroxidase, DyP) on
vOimelised okstideerima erinevaid substraate, selahulgas ligniini ning toksilisi antrakinoon- ja
asovarve, mis tingib suure huvi nende enstiiimide vastu. Vaatamata sarnasustele DyP-tlupi
ensutimide kataltttilises mehhanismis ja molekulaarses struktuuris, on DyP-tulpi enstimide
vahel taheldatud markimisvéarseid erinevusi nende Kkineetilistes omadustes erinevate
substraatide oksudeerimisel. Selles t66s uuriti enstiumi ScDyPB kataltdtilisi omadusi
mudelsubstraadi ABTS okslideerimise néitel. Leiti, et ensliim esineb erinevate Kkineetiliste
omadustega vormidena millede osakaal sltus nii enstiimi kontsentratsioonist kui ka keskkonna
pH-st.

Mairksonad: DyP-tiilpi peroksldaas, Streptomyces coelicolor, ABTS, H20,, oligomeer

CERCS: P310; Proteiinid, ensiimoloogia

The peroxidase ScDyPB of the bacterium Streptomyces coelicolor exists as Kinetically

different enzyme forms

Recently discovered Dye decolorizing peroxidases (DyP) have shown activity in the oxidation
of a wide spectrum of substrates, including lignin and toxic anthraquinone and azo dyes, which
has generated great interest in these enzymes. Despite similarities in the catalytic mechanism
and molecular structure of DyP-type enzymes, significant differences have been observed in
their catalytic properties of the oxidation of different substrates. This study investigates the
catalytic properties of the novel DyP-type heme peroxidase ScDyPB, derived from
Streptomyces coelicolor, on the model substrate ABTS. We found that the enzyme existed in
kinetically different forms, the relative abundance of which was dependent on the concentration
of the enzyme as well as on the pH
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KASUTATUD LUHENDID

ABTS - 2,2'-azinobis [3-etullbensotiasoliin-6-sulfoonhape]-diammoonium sool (2,2'-Azinobis

[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt)
BSA - veise seerumi albumiin (Bovine Serum Albumin)

CDE - Cld -, vérvaineid lagundavate perokstdaaside - ja EfeB-taoliste valkude superperekond

(Cld-family, dye-decolorizing peroxidase and EfeB-like proteins superfamily)
Cld - kloritdismutaas (Chlorite dismutase)
Cpd I/ 11-Compound I/1l
DyP - vérvaineid lagundav peroksiidaas (Dye decolorizing Peroxidase)
HRP - médardika peroksudaas (Horseradish peroxidase)
LiP - ligniin-perokstidaas (Lignin peroxidase)
MnP - mangaan-peroksiidaas (Manganese peroxidase)
NaAc - naatriumatsetaat

ScDyPB - varvaineid lagundav peroksudaas organismist Streptomyces coelicolor (DyP-type

peroxidase from Streptomyces coelicolor)



SISSEJUHATUS

Peroksudaasid on looduses laialt levinud ensutmid, mis kataltiisivad reaktsioone, milles
erinevad substraadid okstideeritakse vesinikperoksiidi toimel. RedOxiBase andmebaasi jérgi
jagatakse peroksiidaasid heem- ja mitte heem-peroksiidaasideks, millest esimesed on
katalliisivbimelised vaid heemiga seostatuna. Selles t66s uuritav perokstdaas kuulub hiljuti
avastatud heem-perokstidaaside superperekonda nimega Dye decolorizing Peroxidase (DyP)

ehk varvaineid lagundavad perokstidaasid (Kim & Shoda, 1999).

DyP-tutipi  peroksidaasid kuuluvad filogeneetilise analtisi jargi peroksudaas-
kloritdismutaaside superperekonda (Zamocky et al., 2015). Struktuurse Kklassifikatsiooni
kohaselt kuuluvad need dimeersete a + S-tlinni superperekonda ning omavad DyP-tulpile
spetsiifilist ferredoksiini-taolist volti (SCOP andmebaas). DyP-tlilipi enstiimid jagunevad
omakorda klassidesse A, B, C ja D nende primaarse jarjestuse ja topoloogia jargi (PerOxiBase

andmebaas), kusjuures klassidesse A — C kuuluvad esindajad on peamiselt bakteriaalse

paritoluge ning klassi D kuuluvaid ensiiime produtseerivad vaid seened (Ahmad et al., 2011).
Teistest heem-peroksiidaasidest eristab DyP-tulpi enstime uUhelt poolt ainult nendele
iseloomulik molekuli Gldine struktuur, aga teisalt ka nende katalliutilises tsentris esinev
konserveerunud motiiv GXXDG (Ogola et al., 2009; Sugano, 2009). DyP perokstidaasid on
aktiivsed nii monomeeridena kui ka oligomeeridena (Duan et al., 2018; Johjima et al., 2003;
Kim & Shoda, 1999; Liers et al., 2013; Sugawara et al., 2017). On taheldatud, et DyP-tudpi
peroksudaaside kvaternaarsed struktuurid varieeruvad laialdaselt nii erinevate Kklasside
esindajate vahel kui ka (he klassi sees (Liu et al., 2011, 2017; Ogola et al., 2009; Shrestha et
al., 2016; Zubieta, Joseph, et al., 2007; Zubieta, Krishna, et al., 2007; Yoshida et al., 2016).

Praeguseks on teada, et mdned B-klassi kuuluvad perokstidaasid transporditakse rakust vélja
nanopartiklitesse enkapsuleerituna, millele viitab nende C-terminaalses osas leitud spetsiifiline
jarjestus ning peremeesorganismi genoomis paiknemine enkapsuliini kodeeriva geeniga encap
uhes operonis (Sutter et al., 2008). DyP-tiilipi ensliimide enkapsuleerimine korreleerub
peremeesorganismide patogeensusega aga ka voimega lagundada ligniini (Lien et al., 2021;
Rahmanpour & Bugg, 2013). Kuigi enamiku DyP-tulpi enstiimide looduslikud substraadid
pole siiani teada, on need peroksudaasid véimelised katalliisima paljude erinevate Uhendite
okstidatsiooni (Brown et al., 2012; Roberts et al., 2011; Scheibner et al., 2008).



Tekstiilitoostuses laialt kasutatavad siinteetilised varvained on oma struktuuri tottu halvasti
biolagunevad ning neid sisaldava reovee puhastamine hdlmab tavaliselt flusikalisi ja/voi
keemilisi meetodeid. Sageli on need meetodid tagasihoidliku efektiivsusega ning ka loodusele
kahjulikud, tekitades murgiseid kdrvalrpodukte ning kasutades palju energiat (Kim & Shoda,
1999). Ligniin on puidul pdhinevas keemiatddstuses hinnaline toormaterjal, mille lagundamine
vaartuslike produktide saamiseks on raskendatud molekuli tdrksa struktuuri tottu (Pupart et al.,
2023). Hetkel on DyP-tliupi ensutimid teadlaste huvifookuses just nende vdime tottu lagundada

stinteetilisi varvaineid ja ligniini (Pupart et al., 2023; Sugano et al., 2009).

Magistritod raames uurin uudse, bakterist Streptomyces coelicolor péarineva DyP-tliupi
perekonna B-klassi kuuluva heem-perokstidaasi ScDyPB kataltutilisi omadusi mudelsubstraadi
ABTS okstdeerimisel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Heem-peroksidaasid

Metalloporfuriine kasutatavad véga erinevad organismid laialdaselt kogus biosfaaris, ning
nendest kbige levinum on heem (raud protoporfiriin 1X, Joonis. 1A). Heemideks nimetatakse
komplekse, milles heterotstklilise orgaanilise molekuli - porfiriini - keskele on koordineeritud
rauaioon. Porflriin on planaarne molekul, mis koosneb neljast aromaatsest purrooli tstklist,
ning moodustab Fe(ll) vdi Fe(lll) iooniga neli koordinatiivset sidet. Olles seotud
valgumolekuliga (nt. hemoglobiin), moodustab porfiriini keskel paiknev rauaioon lisaks veel
uhe voi kaks teljesuunalist (aksiaalset) sidet (Joonis 1A). Valgumolekule, mis on véimelised
siduma heemi, nimetatakse dldistavalt heem-proteiinideks. Heemi bioloogilisteks
funktsioonideks on néiteks O sidumine ja transport organismis voi inter- ja intramolekulaarne
elektronide transport mitokondriaalsel hingamisel, mille néiteks on seente tsiitokroom c
peroksudaas (Poulos, 2014). Tulenevalt heemi omadusest neelata tugevalt valgust 400 nm
lainepikkuse piirkonnas (Joonis 1B) on heemi sisaldavad valgud punase varvusega.

Samuti mangib heem olulist rolli mitmete enstimide katalultilises aktiivsuses olles nende
kofaktoriks. Need redoksaktiivsed enstiimid, nagu oksiidaasid, perokstidaasid, oksiigenaasid ja
peroksugenaasid, on kataltiusivoimelised vaid siis, kui nendele on seostunud (kas kovalentselt

vOI mitte) heemi prosteetiline riihm, mis tdhendab holoensiiimse vormi moodustamist.

Heem-peroksiidaasid on olnud bioloogide huvi fookuses juba alates 19.sajandist suuresti tanu
nende laiale levikule looduses, suhteliselt lihtsale puhastamisele ning kergesti maaratavatele
produktidele, mis on tihti varvilised ja seega palja silmaga detekteritavad (Poulos, 2014; Wever
& Krenn, 1990). Esimesena kirjeldati médardika peroksiidaasi (HRP) aastal 1903, millest on
saanud klassikaline heem-perokstidaasi ndide (Poulos, 2014). Perokslidaasses reaktsioonis
kasutab enstum selle koosseisus asuva heem b molekuliga seotud rauaiooni, et kanda Ule
elektronid substraadimolekulilt (elektronide doonor) vesinikperoksiidile (elektronide
aktseptor), mille tulemusena tekib kaks veemolekuli. Oksudeeritavateks substraatideks vdivad
sellistes reaktsioonides olla nii orgaanilised- kui ka anorgaanilised elektronide doonorid ning

Uldine katalliUisitud reaktsioon vastab skeemile:

H202+ 2AH2 — 2AH + 2H20



kus AH> on elektronide doonor ja AH on oksiideeritud reaktsiooniprodukt. Reaktsiooni ké&igus

vesinikperoksiid redutseeritakse veeks (Wever & Krenn, 1990).

’j’( | ensiim
— N: 10 puhkeolekus Compound II
NI . .
H distaalne His i

o
I

=)
I

Compound I

€104 (M-lecm1)
S
T

% proksimaalne His NEIEEEE SN EEE RN
350 400 450

neeldumise lainepikkused A(nm)

Joonis 1. Heemi ehk raua protoporfuriin IX struktuur (A) ja neeldumisspekter (B). Paneelil A
on klassikalise taimeperokstidaasi heemiddnsuses paiknev porfiriini markotsiikkel koos sellega
seotud pentakoordineeritud rauaiooniga (https://chem.libretexts.org/). Proksimaalne histidiin
esineb nii taime- kui ka DyP tulpi heem-peroksudaasides ning moodustab rauaiooniga viienda,
aksiaalse, koordinatiivse sideme. Klassikalistes taimede heem-peroksudaasides leiduv distaalne
histidiinijadk on  DyP-tulpi  peroksiidaasides asendatud  katalUltiliselt — aktiivse
asparagiinhappejadgiga. Paneelil B on médardika perokstuidaasi neeldumisspektrid, kus on néha
heemiga seotud enstiimidele iseloomulikke piike lainepikkuse 400 nm juures. Kujutatud on
ensutimi katalutilises tsiklis esinevate olekute neeldumisspektrid: reaktsiooni astub ensiiim
puhkeolekus, seejarel toimuvate substraatide okstdeerimisel tekivad enstimi vahevormid
Compound I ja Compound I, mille jarel ensutim naaseb puhkeolekusse ning tsikkel saab alata
uuesti. £(10*Mcm™) on ekstinktsioonikoefitsient (Poulos, 2014)

Alates esimese vérvainet lagundava heem-peroksudaasi (Dye decolorizing Peroxidase e. DyP)
kirjeldamisest aastal 1999 sai selgeks, et varem kasutatud klassifikatsioon nende ensulimide
paritolu jargi ei ole piisav kirjeldamaks nende ensulmide molekulaarsete struktuuride,

fusioloogiliste funktsioonide ja katallittiliste mehhanismide mitmekesisust.

1.2. DyP-tupi peroksiidaasid

DyP-tliupi peroksudaase leidub kdikides eluslooduse domeenides: enamus neist slinteesitakse

bakterites, vaiksem osa aga parineb eukarlootidest (seened), arhedest ja viirustest. Taimedest
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ja loomadest neid senimaani leitud ei ole (InterPro andmebaas). Valgumolekuli struktuurse
klassifikatsiooni jargi kuuluvad DyP-tulpi peroksudaasi-laadsed enstiimid « +  proteiinide
Klassi, dimeersete « + S-tlnni superperekonda ning omavad spetsiifilist ferredoksiini-taolist
volti (SCOP andmebaas).

Aastal 1999 puhastasid ja kirjeldasid Kim ja Shoda heem-proteiini, millel nad taheldasid
peroksudaasi aktiivsust, ning mis oli vdimeine lagundama sunteetilisi vérvaineid, nad nimetasid
selle ensuimi DyP-ks (ingl. Dye decolorizing Peroxidase) (Kim & Shoda, 1999). Hiljuti
avastatud peroksudaas oli algselt Kklassifitseeritud kui klassikaline taimeperoksiidaas, kuid
kaheksa aastat hiljem méératlesid Sugano jt seenest Bjerkandera adusta Dec 1 périt DyP
ensulimi uudsesse, DyP-tiilipi peroksiidaaside perekonda kuuluvaks, millega tunnistati see
ensulm teistest teadaolevatest taimeperoksudaasidest erinevaks (Sugano, 2009; Sugano et al.,
1999). See uUmberklassifitseerimine pdhines substraadi spetsiifilisusel, valgumolekuli
tertsiaarsel struktuuril ja selle primaarse struktuuri jarjestuse homoloogia puudumisel

klassikaliste taimeperokslidaasidega.

1.2.1. DyP-tllpi enstiimide levik, fulogenees ja fusioloogiline roll

Uute bioinformaatiliste andmetdotlusriistade tulekuga 2000-ndatel sai véimalikuks lihtsalt ja
Kiiresti analliisida erinevate organismide geenijérjestusi ja valkude primaarjarjestusi. Aastal
2011 viisid Ahmad jt l&bi struktuuripdhised jarjestuste joondused, milleks kasutasid kdiki
PeroxiBase andmebaasis selleks ajaks avaldatud jarjestusi ja kirjandusest leitud DyP-tllpi
kuuluvate ensiimide perekonna jérjestusi, ning mille tulemusena tdiendasid nad selleks ajaks
PeroxiBase-is eksisteerivat DyP-tulpi enstiimide jagunemist klassidesse A, B, C ja D. (Ahmad
etal., 2011; Ogola et al., 2009; Sugano, 2009)

Selle klassifikatsiooni pdhiselt on klassidesse A, B ja C kuuluvad enstimid valdavalt
bakteriaalse paritoluga, aga D klassi esindajaid siinteesivad ainult seened (Ahmad et al., 2011,
Ogola et al., 2009). Vaatamata sellele, et hiljem on valja pakutud DyP-tilpi ensulmide
grupeerimine klassidesse I, P ja V, l&htun mina oma t66s Y oshida ja Sugamo klassifikatsioonist
(klassid A, B, C ja D), kuna selle ststeemi jargi on grupeeritud vérvaineid lagundavad

peroksiidaasid RedoxiBase elektroonilises andmebaasis (Savelli et al., 2019).

Samal ajal publitseeritud t66s uurisid Zamocky jt nelja heem-perokstidaasi struktuurse
superperekonna  (peroksiidaas-katalaas,  peroksiidaas-tsiiklooksugenaas,  peroksiidaas-

kloritdismutaas ja perokstidaas-peroksligenaas superperekond) evolutsiooni, kus nad kasutasid
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aminohappeliste jarjestuste klasterdamist ning lisaks votsid arvesse ka uuritavate ensulimide
tertsiaarseid struktuure (nt aktiivtsentri/heemi6dnsuse ehitus, erinevate sekundaarstruktuuride

olemasolu) ja nende enstimaatilist aktiivsust.

Peroksiidaasid-
katalaasid

Kloritdismutaasi
taolised ensiiiimid

Haloperoksiidaasid
Klass A

i Ksiidaasid Peroksiidaasid- DyP-tiiiipi Klass B
cem peroxsudaast Kloritdismutaasid peroksiidaasid | ~*Klass C
<~ \ Klass D
Peroksiidaasid- Di-heem
stiklooksiigenaasid peroksiidaasid ‘ Kloritdismutaasid ‘

Joonis 2. Heem-peroksudaaside superperekondade evolutsioon. P6hjaliku enstimide
struktuuride analliusi tulemusena pakutud heem-peroksudaaside superperekonda kuuluvate
ensulimide  jagamine  perekondadesse. Joonisel on viélja toodud jagunemine
alamperekondadesse ainult peroksiidaas-kloritdismutaaside korral, ning jagunemine
klassidesse on tépsustatud ainult DyP-tliupi ensutimide korral. (Kohandatud: Chen & Li, 2016)

Zamocky ja kolleegid pakkusid vélja DyP-tulpi enstimide perekondade fiilogeneetilise
klassifikatsiooni, mille jargi need kuuluvad peroksiidaas-kloritdismutaaside superperekonda
koos Klassikaliste kloritdismutaasidega ning nende kahe perekonna vahellliks peetava
kloritdismutaaside-sarnaste valkude perekonnaga (Joonis 2). Klassifitseerimise aluseks voeti
valgumolekuli heemperoksudaasse aktiivsusega domeeni struktuur, mis on iga superperekonna

puhul ainulaadne. (Zdmocky et al., 2015)

DyP-tilpi ensutimide esindajaid leidub enamasti lihtsamates organismides nagu bakterid ja
seened, mis esinevad erinevates muldades ning ligniini- ja tselluloosirikastes 6koslisteemides.
Nende enstimide tépsed fusioloogilised rollid on seniajani teadmata, ehkki vastust sellele
kiisimusele on otsitud alates esimese DyP tulpi enstimi Kirjeldamisest aastal 1999.
Teadaolevate dyp-geenide jarjestuste maaramine, operoniliste kontekstide analliiisimine ning
DyP-tliipi ensuime produtseeritavate organismide uurimine on néidatud, et DyP perokstudaasid
toimivad erinevates tingimustes, sealhulgas intratsellulaarses- , periplasmaatilises- ning
rakuvalises keskkonnas. (Ahmad et al., 2011; Pupart et al., 2023; Sugano & Yoshida, 2021)

Klassi A kuuluvatel Dyp-tilpi enstdmidel on molekuli N-terminaalses osas Tat-

signaaljarjestus, mis viitab nende funktsioneerimisele periplasmas gram-negatiivsete bakterite
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puhul, voi rakuvélises keskkonnas gram-positiivsete bakterite puhul (Petrus et al., 2016; Sturm
etal., 2006; van Bloois et al., 2010; van der Ploeg et al., 2011). Nende oletatavad fiisioloogilised
rollid on raua- ja vaseioonide transport bakterirakku, reaktiivsete hapnikuthendite
detoksifitseerimine, ligniini  lagundamine koostdds teiste enstiimidega, mangaani
okslideerimine ning deferrokelatatsioon (heemist raua hdivamine ilma tetraplrrooli skeleti
havitamiseta). (Létoffé et al., 2009; Maurer et al., 2005; Miethke et al., 2013; Petrus et al., 2016;
Rahmanpour & Bugg, 2015; Sturm et al., 2006)

Vaatamata sellele, et Dyp-tlupi ensiiimide klasside B, C ja D esindajatel puudub Tat-
signaaljarjestus, ei pruugi nende fusioloogilised rollid olla seotud vaid rakusisese keskkonnaga.
Klassi B esindajatel on tuvastatud C-terminaalses osas paiknev konserveerunud
aminohappeline jarjestus, mis interakteerub bakterite slnteesitud ja véliskeskkonda
sekreteeritavate kapslite (encapsulin nanocompartment) sisepinnaga (Sutter et al., 2008).
Lisaks on enkapsuliini kodeerivad jarjestused tuvastatud mitmete B-klassi kuuluvate
ensulimidega samades operonides, mis viitab nende valgumolekulite enkapsuleerimisele ja
eraldamisele véliskeskkonda (Contreras et al., 2014; Rahmanpour & Bugg, 2013). Sellisel DyP-
tilpi ensutmide pakkimisel eksporditavate kapslites sisse on téheldatud seos ligniini
degradatsiooni efektiivsuse parandamisega (Joonis 3) ja bakteri patogeensuse suurenemisega
(Lien et al., 2021; Rahmanpour & Bugg, 2013). B-klassi kuuluvatel ensutimidel on samuti
tdheldatud selliseid biokeemilisi funktsioone nagu mangaani okstideerimine, ligniini
transformeerimine ja defferokelataasne aktiivsus (Ahmad et al., 2011; Brown et al., 2012;
Shrestha et al., 2017).

Kdige vahem on kirjeldatud C-klassi DyP-tliipi peroksiidaase. Oletatakse, et nende voimalik
bioloogiline roll on ligniini lagundamisel osalevate mangaan-peroksiidaaside (MnP) ja
mitmekilgsete peroksiidaaside (versatile peroxidase) poolt tekitatud liigse mangaani
eemaldamine (Brown et al., 2012; Duan et al., 2018; Fernandez-Fueyo et al., 2015). D-klassi
kuuluvaid DyP perokstidaase on aga vastupidiselt eelmise klassi esindajatele uuritud kdige
rohkem. Ekstratsellulaarse proteoomi analliisid viitavad selle klassi ensulimide eritamisele
valiskeskkonda parmide kasvamisel lignotselluloosi sisaldavatel materjalidel (Fernandez-
Fueyo et al., 2015). Lisaks peroksudatiivsele aktiivsusele on téheldatud ka oksudatiivset
aktiivsust ning vOimet lagundada taimede poolt produtseeritud seenevastaseid (hendeid
(Lauber et al., 2017; Sugawara et al., 2019).
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Joonis 3. DyP-tliupi ensulmi enkapsuleerimine tdhustab selle vdimet lagundada ligniini.
Joonisel on bakteri Rhodococcus jostii B-klassi kuuluv DyP-tliupi peroksidaas. Bakteri
genoomis paikneb teda kodeeriv geen samas operonis koos enkapsuliini kodeeriva geeniga.
Enkapsuliini monomeridest moodustuvad bakterirakus nanokapslid, mille abil transporditakse
samaaegselt koos enkapsuliiniga ekspresseeruv DyP peroksiidaas rakust valja. Katsed on
naidanud méarkimisvaarset aktiivsuse langust ligniini lagundamisel juhul, kui encap geeni
ekspressioon on héiritud. dypB - DypB enstimi kodeeriv geen, encap - valgu enkapsuliini
kodeeriv geen. (Kohandatud: Rahmanpour & Bugg, 2013)

Tanase paevani ei ole 18plikult selge, mis on DyP-tliupi enstiiimide looduslikeks substraatideks,
ja seega on ebaselge ka nende enstiimide tdpne funktsioon. T&heldatud on nende enstiiimide
vOimet lagundada véga laia spektrit substraate, k.a. ligniini ja stnteetilisi varvaineid, ning
sellest tulenevalt pakub DyP-tliipi ensulmide detailsem uurimine suurt huvi eeskatt nende

potentsiaalse rakendamise tdttu téostuses.

1.2.2. DyP-tutpi enstiiimide molekulaarne struktuur

Enstimidel, mis kuuluvad DyP-perekonna erinevatesse klassidesse (A, B, C ja D), on
markimisvéaarselt erinev primaarne jarjestus, kuid nende dldine struktuurne topoloogia on
kdrgelt konserveerunud ning on séilinud kdikidel selle perekonna esindajatel (Joonis 4)
(Yoshida & Sugano, 2015).
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Joonis 4. DyP-tliupi perekonna erinevate klasside esindajate tertsiaarsed struktuurid. Paneelide
tahistused A, B, C ja D vastavad ka DyP klassidele. Sinisega on tahistatud a-heeliksid ja
silmused (loops), oranziga on tdhistatud S-lehed, kollasega on tahistatud porfiriini
makrotsiikkel, punasega on tihstatud rauaioon. Iga monomeer koosneb kahest
mitteparalleelsest B-lehest, mis on paigutatud Uksteise vastu samal tasapinnal. Arvukate a-
heeliksitega umbritsetud S-lehed moodustavad DyP-tulpi enstutmidele iseloomulikku S-tinni
struktuuri. Heem paikneb iga monomeeri C-terminaalses domeenis. Joonis on tehtud
programmis Chimera, PDB andmebaasi koodid paneelidel A, B, C ja D kuvatud valkudele on
vastavalt: 2Y4F, 4GU7, 5C21, 7D8M.

Iga apoensiiimi monomeer koosneb arvukatest a-heeliksitest, mis Umbritsevad kahte
antiparalleelset neljaahelalist -lehte, mis omakorda moodustavad vaid DyP-tulpi enstiimidele
omase ferredoksiin-taolise voldi (Roberts et al., 2011; Singh & Eltis, 2015; Sugano et al., 2007).
Valgumolekuli N- ja C-terminaalsed domeenid on oma ehituselt (ksteisele Upris sarnased:

mdlemad on struktuuri poolest a+f voldid ning mdlemas domeenis paiknevad kaks
14



antiparalleelset S-lehte selliselt, et moodustub a-heeliksite vahele jadv g-tlinni struktuur
(ferredoksiin-taoline volt, mis mangib olulist rolli heemi paigutuses globulaarse enstimi
molekuli sisemuses) (Goblirsch et al., 2011; Liu et al., 2017). Oluline erinevus N- ja C-
terminaalsete domeenide vahel seisneb vGimes siduda redoks-kofaktorit — heem seostub ainult
C-terminaalse domeeniga (Joonis 5) kuna N-terminaalse domeeni ,,heemi taskus* selleks ruumi
ei ole (Goblirsch et al., 2011). Arvatakse, et muutused N-terminaalse domeeni heemi taskus
(suurem kompaktsus, proksimaalseks ligeerimiseks sobivalt paigutatud His jadgi puudumine ja
taiendava a-heeliksi olemasolu) tekkisid geeni duplikatsiooni teel. (Goblirsch et al., 2011;
Sugano et al., 2007; Zadmocky et al., 2015). Sellisel molekuli tertsiaarsel struktuuril ei ole
analooge klassikaliste taimeperoksiidaaside nagu HRP, MnP ja LiP (ligniin-peroksiidaas)
hulgas (Gajhede et al., 1997; Poulos, 2014; Sundaramoorthy et al., 1994).

Joonis 5. Dyp-tidpi enstiimi ScDyPB monomeeri N- ja C-terminaalsete domeenide vordlus.
Joonisel on paigutatud N- ja C terminaalsed domeenid teineteise peale. C-terminaalne domeen
on téhistatud halli varviga, sinisega on mérgistatud heemiddnsuse proksimaalne histidiinijaak
ning sellega seondunud heem on margistatud kollasega, raud on mérgistatud punasega. N-
terminaalne domeen on margistatud oranzi varviga. Mdlemas domeenis on a-heeliksite ja -
lehtede omavaheline paigutus Uldiselt sarnane, kuid N-terminaalses domeenis on sekundaarsed
struktuurid paigutatud Uksteise suhtes kompaktsemalt, mistGttu ei ole heemi seostumine
voimalik (Goblirsch et al., 2011). Selline struktuur on konserveerunud DyP-tupi enstiimide
korral. Joonis on tehtud programmis Chimera, PDB andmebaasi kood 4GU?7.
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DyP-tllpi enstiime eristab klassikalistest taimeperoksiidaasidest aminohappelises jérjestuses
leiduv korgelt konserveerunud motiiv. GXXDG, kus asparagiinhape (D) jaak asendab
taimeperoksudaasides sarnases heemi tasku jérjestuses leiduvat distaalset histidiinijaaki
(Sugano, 2009). Arvatakse, et see voib olla DyP-tlupi ensutimide madalama optimaalse pH-
vadrtuse pohjuseks (Shrestha et al., 2017; Sugano, 2009; Sugano et al., 2007; Yoshida &
Sugano, 2015). Muu osas on DyP-tulpi enstiumide heemiddnsuse ehitus sarnane
taimeperoksudaaside omaga sisaldades konserveerunud proksimaalset histidiinijadki, mis
moodustab heemi rauaiooniga aksiaalse koordinatiivse sideme (Joonis 1A). (Colpa et al., 2014;
Sugano et al., 2007).

DyP-tlitpi perokstudaasid on aktiivsed nii monomeerses vormis kui ka oligomeersete
vormidena (Duan et al., 2018; Johjima et al., 2003; Kim & Shoda, 1999; Liers et al., 2013;
Sugawara et al., 2017). On ndidatud, et DyP-tlilpi perokslidaaside kvaternaarsed struktuurid
varieeruvad laialdaselt nii erinevate klasside vahel kui ka tihe klassi sees (Liu et al., 2011, 2017,
Ogola et al., 2009; Shrestha et al., 2016; Zubieta, Joseph, et al., 2007; Zubieta, Krishna, et al.,
2007; Yoshida et al., 2016). Uurimaks DyP-tliuipi ensiumide oligomeriseerumist ning
oligomeriseerumise seost nende bioloogiliste funktsioonidega on kasutatud véga erinevaid
meetodeid. Ehkki saadud tulemused ei anna tdpset vastust DyP-tlipi ensulmide
oligomeriseerumise kohta in vivo, on tekkinud arusaam nende peroksiidaaside kalduvusest
moodustada kompleksemaid struktuure. N&iteks on ménede DyP-tiilpi enstiimide primaarses
struktuuris leitud konserveerunud motiivid, mis tersiaarses struktuuris hdlmavad 10%
valispinnast ning osalevad molekulide dimeriseerumises (Zubieta, Krishna, et al., 2007).
Samuti on DyP-tliupi perokstidaaside puhul t&heldatud tetrameeride moodustumist kahest
dimeerist, mis on omakorda moodustunud kahest kovalentselt Uhendatud monomeerist
(Yoshidaetal., 2016). DyP-tiilipi perokstidaaside ja nanokapsli-laadseid struktuure moodustava
enkapsuliini vaheliste interaktsioonide p8hjalikud uuringud néitavad otsest seost perokstidaasi
oligomeeride moodustamise ning nende nanokapslitesse pakkimise ja rakust valja
transpordimise vahel (Lien et al., 2021; Sutter et al., 2008). Oligomeriseerunud vormis
peroksiidaaside kristallstruktuuride analliiis nditab enstuimi aktiivtsentri vordset kattesaadavust
vaiksematele substraadimolekulidele nii mono-, di- kui ka heksameersetel molekulidel
(Zubieta, Krishna, et al., 2007; Yoshida et al., 2016).

Selline oligomeersete struktuuride mitmekesisus on huvitav fenomen, mis vGib anda ka olulist

infot nende molekulide bioloogiliste funktsioonide kohta.
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1.2.3. DyP-tldpi enstiimide kataltttiline mehhanism

DyP-tltpi peroksiidaaside kataliutiline mehhanism hdlmab kahe substraadi (H20: ja
redutseeriv substraat) vahelist reaktsiooni:

puhkeolek (Fe*) +H0, — (Fe**=0)""+H0  Cpdl
Cpdl  (Fe*=0)*+AH — (Fe*=0)+A" Cpd Il

Cpd Il (Fe*"=0)+AH — (Fe)+A*"+H0  puhkeolek

kus AH tahistab redutseerivat substraati (nt ABTS), A** produktina tekkivat radikaali ning Cpd
| ja Cpd Il tahistavad enstiimi vaheolekuid kataltiatilises tstuklis, vastavalt Compound 1 ja

Compound Il (Sugano et al., 2009).

Nagu ka taimeperoksudaaside puhul, hélmab DyP-tlupi enstiumide katalGttiline tsukkel
puhkeolekut ning vaheolekuid Cpd I ja Cpd Il (Compound I/ I1). H2O2 seostub enstiiimiga selle
puhkeolekus ja oksiideerib rauaiooni [Fe*], mille tulemusena moodustub Cpd | [Fe** = O]*".
Edasi reageerib Cpd I redutseeriva substraadi tihe elektroni ekvivalendiga ja moodustub Cpd 11
[Fe** = O]". Viimases etapis reageerib Cpd Il jargmise elektroni ekvivalendiga ning ensiimi
puhkeolek taastub (Joonis 6). (Chen et al., 2015)

Kataludtilise tsikli alguses seostub H>O> molekul heemiga ning selle deprotoneerimisel
moodustub HOO-anioon. DyP-tiitipi enstiimidel vahendab seda etappi heemiddnsuses paiknev
kataltttiliselt — aktiivne  asparagiinhappejadk (Uchida et al., 2015). Enamikes
taimeperoksudaasides on selles etapis tahtis roll aga distaalsel histidiinil, mis DyP-tulpi
ensulimide aktiivtsentris puudub (Zubieta, Krishna, et al., 2007; Uchida et al., 2015). Parast
enstiimi  hiidro-peroksiivormi [Fe**-OOH] moodustumist toimub O-O sideme heteroliiiitiline

lagunemine, mis viib ensttimi Cpd | moodustumiseni.
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Joonis 6. DyP-tlupi B-klassi enstiimide kataltiutiline tstikkel. Peroksudatiivne tsiikkel algab
puhkeolekus ensliimi aktiveerimisega H202 poolt, mille tulemusena moodustub Cpd I. Cpd |
redutseeritakse kahe jarjestikulise elektroni ulekandega redutseerivalt substraadilt. Esimese
elektroni Ulekande tulemusel moodustub Cpd Il vorm ja teise elektroni Ulekanne taastab
puhkeoleku (Avram etal., 2018). Juhul kui redutseerivaks substraadiks on tihe elektroni doonor,
nagu ABTS, siis tekivad produktidena kaks katioon radikaali A** (neid ei ole joonisel ndidatud)
(Kohandatud: Singh & Eltis, 2015)

Enstiimi Cpd | moodustumine nduab happe-aluse kataliisaatori olemasolu heemiddnsuse
distaalses osas. Klassikalistes taimeperoksiidaasides tagab selle funktsiooni distaalne histidiin
koos arginiiniga (Uchida et al., 2015). DyP-tllpi ensliimides aga taidavad happe-aluse
moduleerivat ning ka H>O> suhtes polariseerivat rolli heemiddnsuses leiduvad asparagiinhape-
ja arginiinijaagid (Goblirsch et al., 2011).

Arvatakse, et kataltltilise tsukli jooksul toimuvad enstiimi konformatsioonilised muutused
voivad piirata mudelsubstraadi ABTS okstdatsiooni kiirust, kuid ei ole selge, milline ensutimi
vaheolekutest osaleb katalGttilise tstikli kiirust piiravas etapis (Chen et al., 2015). On samuti
pbhjust arvata, et reaktsiooni Kiirust piirav etapp vdib olla substraadist séltuv (Chen et al.,
2015).

Nagu paljude teiste peroksiidaaside puhul esineb ka DyP-tlupi enstiumidel inaktivatsioon H20-

poolt. Taimeperoksiidaaside puhul on néidatud, et redutseeriva substraadi puudumisel
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reaktsiooni keskkonnas v6ib H>O> runnata Cpd I, moodustades mitteproduktiivse okso-
peroksudaasi vormis enstumi, ehk stabiilse Cpd Il (Hiner et al., 2002). Kuna DyP-tulpi
ensutimide jaoks hetkel puudub selline detailne inaktivatsiooni mehhanismi skeem, voib
spekuleerida, et Kirjeldatud enstimi deaktiveerimise mehhanism esineb ka DyP-tlupi

ensiddmide korral.

1.2.4. DyP-tllpi ensiimide substraadid ja nende seostumiskohad

On teada, et DyP-perekonda kuuluvate enstiiimide bioloogiline roll v8ib varieeruda erinevates
organismides ning sellega kooskdlas on need enstimid vdimelised oksiideerima laia spektrit

erinevaid substraate. Seevastu kaassubstraadiks on nendel enstiimidel alati vesinikperoksiid.

Arvatakse, et DyP-tllpi ensulmide primaarses jarjestuses leitud konserveerunud motiiv
moodustab tertsiaarses valgu struktuuris tunneli, mille kaudu H>O> p&éseb globulaarse molekuli
sisse (Rodrigues et al., 2021; Yoshida et al., 2016). Tunnel paikneb heemi distaalse kilje
ldheduses ning on moodustunud asparagiinhape-, arginiini- ja kahe hidrofoobse aminohappe
jaakidest (fenudlalaniin ja leutsiin/treoniin) (Sugano, 2009; Sugano et al., 2007; Yoshida et al.,
2011). Kumb dlalmainitud konserveerunud aminohapetest, kas Asp voi Arg, on kataluttiliselt
aktiivne ja seega mangib Kriitilist rolli Cpd | moodustamisel, ei ole senini Uheselt kindlaks
maaratud (Chen et al., 2015; Shrestha et al., 2017; Singh et al., 2012; Sugano et al., 2007).

Varvaineid lagundavad ensiitimid on vdimelised okslideerima klassikalisi peroksudaaside
substraate nagu 2,2'-azinobis [3-etlillbensotiasoliin-6-sulfoonhape]-diammoonium  sool
(ABTS) ja 2,6-dimetoksufenool (Pupart et al., 2023; van Bloois et al., 2010). Kuid on naidatud,
et nende poolt katalliusitud redoks-reaktsioonides v@ivad substraatideks olla ka muud fenoolsed
uhendid (nt. guaiakool, puirogallool, katehhool) ning samuti ka mittefenoolsed metokstileeritud
aromaatsed (hendid (nt. veratrudlalkohol), aso- ja antrakinoongruppe sisaldavad varvained
(Joonis 7), mangaan, B-karoteen, mittefenoolsed ligniini mudelihendid (Brown et al., 2012;
Chen et al., 2015; Kim & Shoda, 1999; Liers et al., 2010; Scheibner et al., 2008).
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Joonis 7. DyP-tlupi enstiimide suurem@dtmelised substraadid. ABTS on perokstidaaside
uurimisel kasutatav mudelsubstraat, mida kasutasime ka meie antud uurimistoos. Reactive Blue
4/5/19 on sunteetilised vdrvained, mis kuuluvad antrakinoonvdarvide hulka. Kaoikide
antrakinoonvérvainete molekulide p&hiliseks struktuuriuhikuks on antrakinoon. Reactive Black
5 ja Mordant Black 9 on siinteetilised aso-vérvained, mis kuuluvad asoiihendite perekonda ning
mis sisaldavad tiupilist C-N=N-C sidet. (Strittmatter et al., 2015)

DyP-tllpi perokstdaasid on vdimelised katalulsima vdga erineva molekulaarse ehitusega
substraatide oksudeerimist, alustades kompaktsematest fenoolsetest Uhenditest kuni
suuremdGtmeliste  antrakinoonvarvaineteni vélja (Joonis 7). Suuremate mdotmetega
substraadid nagu RB19 v6i ABTS ei mahu enstiimi heemif6dnsusesse ning seet6ttu ei oma
otsest kontakti heemiga (Nys et al., 2021). Kuid kuna ka nende puhul enstiumid néaitavad
kataltttilist aktiivsust, siis on vélja pakutud mitmed alternatiivsed potentsiaalsed substraatide
seostumiskohad — suuremate molekulide puhul paiknevad need globulaarse enstiimimolekuli
valispinnal, védiksemate molekulite oksiideerimiseks aga kasutatakse heemi taskus leiduvaid
seostumiskohti (Linde et al., 2015; Shrestha et al., 2016; Strittmatter et al., 2015; Yoshida et
al., 2012). Arvatakse, et suuremate substraadimolekulide puhul kasutab enstiim reaktsiooni
kataltiusiks pikamaa elektronide tlekande rada e. LRET (long range electron transfer). DyP-
tllpi peroksudaaside erinevate klasside esindajatel on primaarjarjestuses leitud kdrgelt
konserveerunud redoks-aktiivsed tirosiini ja triptofani jaagid (Joonis 8), mis tertsiaarses
struktuuris on paljastatud ensutmi pinnal, ning mis vdimaldavad elektronide Ulekannet
okslideeritavast substraadist heemile.(Baratto et al., 2015; Liers et al., 2014; Rai et al., 2021;
Rodrigues et al., 2021; Strittmatter et al., 2013)
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Joonis 8. Suuremddtmeliste substraatide eeldatav seostumisviis DyP-tlilipi enstiimiga. Senini
avaldatud DyP-y(upi enstitimide kristallstruktuurid néitavad aktiivtsentri paiknemist enstimi
heemiddnsuses, kuhu suuremad substraadimolekulid ei pruugi mahtuda. Vaiksemad molekulid
on vBimelised sisenema ensulmi aktiivtsentrisse ning sellisel juhul toimub otsene elektronide
ulekanne substraadilt heemile.Suuremate substraatide (nt ABTS) puhul toimub oksudeerimine
mooda LRET-rada (long range electron transfer). Sellisel juhul astuvad reaktsiooni ensuimi
pinnal olevad Trp ja Tyr jaagid ning substraadilt saadud elektron kantakse aktiivtsentris asuva
rauaioonini heemi keskel. (Kohandatud: Nys et al., 2021)

Kuna DyP-tulpi peroksidaasid on v@imelised lagundama erinevaid ligniini oligomeere
vaatamata suurtele erinevustele substraadi molekulide suuruses, on tGendoline alternatiivsete
seostumiskohtade esinemine. Roberts et al tuvastasid valgu pinnal hidrofoobsetest
aminohappejéékidest koosneva dnaruse, mis suure tdendosusega osaleb hiidrofoobse molekuli
sidumisel ja pikamaa elektronide Ulekande rada moddda okstdatsiooni kataltitsil. (Roberts et
al., 2011)

1.3. Bakteri Streptomyces coelicolor DyP-tllpi perokstidaas ScDyPB

Ké&esoleva t66 uurimisobjektiks on bakteri Streptomyces coelicolor A3(2) DyP-tliupi B-klassi
perokstidaas, mida meie nimetame ScDyPB-ks (Joonis 9). S. coelicolor on filamentne
grampositiivne sporuleeriv eubakter, mis kuulub Actinobacteria hdimkonda ja millel on vdime
looduses lagundada ligniini (Hoskisson & van Wezel, 2019; Tian et al., 2014). Juba aastal 1908

kirjeldas Miuller selle organismi vOimet tekitada kartuli pinnale sinist pigmenti, millel olid
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happelisuse indikaatori omadused — happelises keskkonnas muutus see punaseks, aluselises
keskkonnas aga sai sellest hoopis roheline pigment (Conn, 1943). Ka ténapéeval pakub S.
coelicolor teadlastele huvi ning see on kasutusel mudelorganismina paljudes uurimistéodes just

tdnu oma fenoole kataboliseerivatele ensulimidele (Majumdar et al., 2014).

Selle eubakteri tksiku lineaarse kromosoomi kolmes erinevas lookuses on kodeeritud kokku
kolm erinevat DyP-tudpi enstiumi, millest kaks on A- ning tiks on B-klassi kuuluv peroksiidaas
(Pupart et al., 2023). Uuritava enstiimi ScDyPB kodeeriva geeni nimetuseks on SCO7193; see
paikneb bakteriaalses kromosoomis sigma-faktori - ja pollsahhariidi biosinteesi valke
kodeerivate jarjestuste vahel (NCBI Sequence Viewer (Graphics)). Peroksldaasil ScDyPB
puudub N-terminaalne Tat-signaaljarjestus ning selle operonilises kontekstis puudub
enkapsuliini kodeeriv jarjestus, mis viitab selle enstutmi tsitosoolsele paiknemisele rakus
(Pupart et al., 2023). Selle oletatavaks bioloogiliseks funktsiooniks bakteriaalses rakus on
eksogeense heemi rauaiooni taastamine — see enslum ekstraheerib rauaiooni heemist
séilitades samal ajal protoporfiriini makrotsikli intaktsena (deferrokelataasne aktiivsus)

(InterPro andmebaas).

Joonis 9. Enstiimi ScDyPB dimeer. Sinisega on tahistatud a-heeliksid ja silmused (loops),
oranziga on tdhistatud S-lehed, kollasega on téhistatud porfiriini makrotsikkel ning punasega
on tahistatud rauaioon. Monomeerid on (ksteisega mittekovalentselt seotud ,.head to tail™,
orientatsioonis, moodustades dimeeri. ScDyPB kujutis on tehtud programmis Chimera, PDB
andmebaasi kood 4GU7.
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Teaduskirjanduses on ScDyPB kohta avaldatud informatsiooni vaga vahe. Alles aastal 2023
iseloomustasid Pupart jt kolme S. coelicolor DyP-tulpi enstimi biokeemilisi omadusi,
analliusides nende kineetikat erinevatel substraatidel. ScDyPB on kataludtiliselt aktiivne ABTS
okslideerimisel temperatuuride vahemikus 20 — 40 °C ning parast 24 tundi inkubeerimist 30

°C ja pH 3,5 juures sdilitab 80% oma aktiivsusest. Optimaalseks pH vaartuseks ABTS
oksldeerimisel mé&arati ScDyPB jaoks pH 3,5, aga ligniini korral sobis paremini aluseline
keskkond pH 8,0. Kolmest wuuritud ensiumist ilmnes koige kdrgem ndiline
spetsiifilisuskonstant (kcat/Km) ABTS-i oksudeerimisel ScDyPB korral, kusjuures selle enstiimi
puhul oli ABTS-i inhibeeriv efekt ka kdige suurem. Taimsest biomassist eraldatud ligniini
tootlemisel ScDyPB-ga taheldati selle enstiimi voimet ligniini polimeriseerida. (Pupart et al.,
2023)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T6O eesmargid

Magistritod eesmargiks on uurida ning iseloomustada bakterist Streptomyces coelicolor
parineva DyP-tulpi enstiimi ScDyPB kineetikat peroksudaaside mudelsubstraadi 2,2'-azinobis

[3-etiitilbensotiasoliin-6-sulfoonhape]-diammoonium sool (ABTS) okstideerimise néitel.

2.2 Materjalid ja metoodikad

2.2.1 Materjalid

Enstiumi ScDyPB ekspresseeris ja puhastas Hegne Pupart TalTech-ist (Pupart et al., 2023). 20
mM Tris-HCI pH 7,5 puhvris koos 0,1 M NaCl lahustatud ja ~50 uL kogustena kiilmutatud
ensulim sailitati stigavkilmas -70 °C juures (edaspidi kasutan vedellammastikus kilmutatud
ScDyPB koguste kohta terminit ,,parl*). Puhastatud enstiim oli lahuses pruunikaspunane, mis

viitab heemi riihma olemasolule.

Peroksiidaasi substraatidena kasutasin: ABTS (Sigma-Aldrich, Lot# SLBZ8095, MW: 548,68
g/mol), H20> (Honeywell, Lot# SZBG2070, 30 wt. % in H,O, MW: 34,01 g/mol), Reactive
Blue 4 RB4 (Alfa Aesar, dye content ca 40%, Lot# L26Z2029, MW: 637,44 g/mol), Reactive
Blue 19 RB19 (Acros organics, Lot# A0371241, MW: 626,53 g/mol). Enstiimi vahelahjenduste
valmistamisel kasutasin BSA (GE Healthcare, Lot# K00113-2235, Fraction V, pH 7,0).

2.2.2 Enstiimi ScDyPB kontsentratsiooni maaramine

Esimesena maarasin ScDyPB uldkontsentratsiooni ning heemiga seostunud (ehk aktiivse)

ensutmi vormi kontsentratsiooni parlites.

Valgu  kontsentratsioonid ~ madrasin  spektrofotomeetriliselt ~ (UV-1900i  UV-Vis
Spectrophotometer, Shimadzu, Jaapan), kasutades arvutiprogrammi "LabSolutions-UV"
funktsiooni "spectrum®. Selleks sulatasin he enstiimi pérli jaa peal ning valmistasin 500 ulL-
se kvartskuvetti parlist 10X lahjenduse (50 uL enstiumi lahust segasin kokku 450 uL puhvriga
20 mM Tris-HCI, 0,1 M NaCl pH 7,5).

Ensutimi kontsentratsioonid méarasin spektrite pohjal lainepikkuste vahemikus 250 - 700 nm,

kasutades Beer-Lambert-i seadust: A =¢ * 1 * ¢, kus "A" on teatud lainepikkuse juures saadud
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neeldumisvéértus, "1" on optilise tee pikkus, "c" on lahuse kontsentratsioon ning "&" on SCDyPB
ekstinktsioonikoefitsient. Heemiga seotud e. aktiivse enstimi vormi kontsentratsiooni
arvutamiseks kasutasin neeldumist 406 nm juures ning heemi ekstinktsioonikoefitsienti 406 =
100 000 Mt cm™ (Pupart et al., 2023). Valgu (ildkontsentratsiooni arvutamiseks kasutasin
neeldumist 280 nm juures ning ScDyPB teoreetilist ekstinktsioonikoefitsienti 20 = 18450 M
cmt. Enstiimi neeldumised on mdddetud kolmes korduses ning kdikidest tulemustest on maha
arvestatud puhvri  (20mM  Tris-HCI, 0,1M NaCl pH7,5) neeldumine. ScDyPB
uldkontsentratsioon ning aktiivse vormi kontsentratsioon olid vastavalt: 39,0 + 1,6 uM ning
18,1 + 0,6 uM. Jargnevas t6os lahtusin heemiga seotud ensutmi vormi médtmisel saadud

tulemusest.

2.2.3 ScDyPB enstimaatilise aktiivsuse médtmine

Produktide teket maarasin spektrofotomeetriliselt (UV-1900i UV-Vis Spectrophotometer,
Shimadzu, Jaapan) H.O: juuresolekul, redutseeriva substraadina kasutasin ABTS, mis on
peroksilidaaside mudelsubstraat.

Kui ei ole kirjas teisiti, siis standardtingimustel ScDyPB aktiivsuste maaramisel oli
reaktsioonisegu 16ppmaht 1 mL ning reaktsioonisegu sisaldas 50 mM pH 4,0 naatriumatsetaat
(NaAc) puhvrit, 1,0 mM ABTS ja 100 uM H202, ScDyPB kontsentratsioon reaktsioonisegus
oli 15 nM ning reaktsioonid viisin labi kvartskivetis. Kéik ScDyPB vahelahjendused sisaldasid
BSA-d I6ppkontsentratsioonis 0,1 g/L.

ScDyPB pH optimumi maaramise katses kasutasin reaktsioonisegu valmistamisel erinevaid
puhvreid pH véaartusega vahemikus 3,0 - 6,0: 50 mM tsitraatpuhver pH 3,0, 50 mM
tsitraatpuhver pH 3,5, 50 mM naatrium atsetaat (NaAc) pH 4,0, 50 mM (NaAc) pH 4,5, 50 mM
(NaAc) pH 5,0, 50 mM Bis-Tris pH 5,5, 50 mM Bis-Tris pH 6,0.

Katsetes, kus analliisisin ABTS okslideerimise kiiruse s@ltuvust ABTS v6i H20:
kontsentratsioonist, varieerisin emma-kumma substraadi kontsentratsioone vastavalt
vahemikus 10 - 3000 uM vo6i 10 - 1000 uM ning teise substraadi kontsentratsioon oli
konstantne. Katsetes, kus uurisin enstutmi kontsentratsiooni mdju ABTS oksldeerimise
kiirusele, olid ScDyPB kontsentratsioonid vahemikus 2 - 30 nM. Kui ei ole kirjas teisiti, siis
inkubeerisin k&iki enstiimi vahelahjendusi ning reaktsiooni jaoks ette valmistatud ABTS-
puhvri lahuseid enne reaktsioonide kaivitamist 25 °C juures: ABTS-puhvri segusid inkubeerisin

10 min, enstiimi vahelahjenduste inkubeerimise aeg varieerus soltuvalt katse thubist. H2Oo-i
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lahused inkubeerisid toatemperatuuril enne ABTS-puhvri segule lisamist vahetult enne
reaktsiooni kaivitamist enstiiumiga. Klvetis toimusid koik reaktsioonid toatemperatuuril. ABTS
oksudatsioonil tekkiva radikaali ABTS*" moodustamist madtsin lainepikkusel 420 nm (g420 =
36 000 Mt cm™), kasutades arvutiprogrammi "LabSolutions-UV" funktsiooni "time course".
Neeldumise mdotmist alustasin 30 s parast ensulimi lisamist substraatide segule ja neeldumisi

maoodtsin 2 min valtel.

2.2.4 Vahelahjenduse tingimuste m6ju ScDyPB aktiivsusele

Katsetes, milles méérasin 0,15 uM v6i 1,5 uM vahelahjendusest parineva ensulimi aktiivsust,
kaivitasin reaktsiooni vastavalt 100 uL v8i 10 uL ScDyPB vahelahjenduse lisamisega H2O> ja
ABTS puhvrisegule, mille eelnevalt pipeteerisin 1 mL-se kvartskuvetti. Reaktsioonid, milles
madrasin 30 nM vahelahjendusest périneva ensulmi aktiivsust, kaivitasin 500 uL H20: ja
ABTS puhvrisegu lisamisega kvartskuvetti, mis sisaldas 500 puL 30 nM enstiimi vahelahjendust
toatemperatuuril. ABTS-puhvrisegu inkubeerisin enne reaktsiooni kdivitamist 25 °C juures 10
- 20 min, H202 inkubeerisin enne ABTS-puhvrisegule lisamist toatemperatuuril. H.O> lisasin
ABTS-puhvrisegule vahetult enne reaktsiooni kaivitamist substraatide seguga. Katsetes

kasutasin erineva kestusega inkubeerimisi ning kdik médtmised viisin 1abi kolmes korduses.

ScDyPB 1,5 uM ja 0,15 uM vahelahjendused valmistasin kas 20 mM Tris-HCI (sisaldas 100
mM NaCl) puhvrisse pH 7,5 vdi 50 mM NaAc puhvrisse pH 4,0. Kbik vahelahjendused
sisaldasid BSA lahust 16ppkontsentratsioonis 0,1 g/L. BSA lahuse 18ppkontsentratsiooniga 1
g/L valmistasin 20 mM Tris-HCI puhvris pH 7,5 (sisaldas 100 mM NacCl), kilmutasin 1 mL-
ste osadena ning sdilitasin -20 °C juures; 1 mL-se koguse sulatasin jaal enne todlahuste
valmistamist. H2O» td6lahused valmistasin varskelt iga paev. ABTS td6lahuseid valmistasin
lahustatuna mQ-puhtusega vees. Kontrollmddtmiseks kasutasin reaktsioonisegusid ilma
ScDyPB-ta, ehk mé&arasin ABTS mitteensumaatilise oksudatsiooni kiirused H.O»2-ga, ning
lahutasin saadud taustkiiruseid koikidest katsetulemustest. Andmeanallilisiks kasutasin

arvutiprogrammi "Statistica 8".

2.2.5 ScDyPB néilise molekulmassi maaramine geelfiltratsioonkromatograafia
abil

ScDyPB ndilise molekulmassi méaaramiseks kasutasin geelfiltratsioonkromatograafiat (size

exclusion chromatography), kasutades Superdex 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare; code
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no: n17-5174-01, id. no: 0651021) kolonni AKTA FPLC siisteemis (GE Healthcare; Akta
purifier P-900, UV-900, pH/C-900, BOX-900). Valkude elueerumist kolonnist detekteerisin
neeldumise alusel lainepikkusel 280 nm. Kolonni tasakaalustamiseks ja valkude elueerimiseks
kasutasin 20 mM Tris-HCI 0,1 M NaCl pH7,5 puhvrit. Voolutuskiiruseks oli 0,5 mL/min.
Kolonnile koguruumalaga 24 mL kandsin 150 uL ScDyPB lahust kontsentratsiooniga 18,07
uM. Kaiki valguproove (sh standardite lahuseid) inkubeerisin toatemperatuuril 1 tunni jooksul

enne sisteemi sdstimist.

ScDyPB erinevate oligomeersete vormide elueerimisruumala méaéramiseks lahutasin
standatrvalkude (Cytiva; GF Calibration Kit HMW, Lot: 17556413) segud samadel tingimustel.
Standardvalkudena kasutasin ovalbumiini (44 kDa, I0ppkontsentratsioon 4 mg/mL),
konalbumiini (75 kDa, ldppkontsentratsioon 3 mg/mL), aldolaasi (158 kDa,
I6ppkontsentratsioon 4 mg/mL) ja ferritiini (440 kDa, l8ppkontsentratsioon 0,3 mg/mL).
Standardvalkude proovid valmistasin "Cytiva Gel filtration Calibration Kit Instructions for
se", part 4 p.5 jargi. Katsetes kasutasin standardvalkude segusid uldmahuga 150 uL:

ovalbumiin + aldolaas ja konalbumiin + ferritiin.

2.3 Tulemused

2.3.1 Katsetingimuste optimeerimine ScDyPB kineetika uuringuteks

DyP kineetika uuringuteks otsustasime kasutada peroksiidaaside mudelsubstraati ABTS. Selle
oksudeerimist on lihtne jalgida spektrofotomeetriliselt, mdotes tekkiva produkti ABTS™

neeldumist 420 nm lainepikkuse juures. ABTS"" radikaal tekib reaktsiooniskeemi alusel:

(

o\ 0 % :©\ ScDyPB o\ o
2 /’ D\
\C[ // OH H202 \C[ %N // OH

ABTS ABTS+

2ABTS + H20: + 2H* = 2ABTS** + 2H.0

Enstiimreaktsioonid kaivitasin ensttmi lisamisega kivetti, mis sisaldas ABTS ja H20> segu.
Koik t00s esitatud kiirused vastavad reaktsiooni algkiirustele, mida mdotsin vahemikus 30 - 60
s peale reaktsiooni kaivitamist (Joonis 10A). Eelkatsete tulemustest selgus, et DyP seostub
laboriplastikule, mille véltimiseks oli vaja ensulmi vahelahjendustele lisada BSA-d
(Idppkontsentratsiooniga 0,1 g/L) 20 mM Tris-HCI 0,1 M NaCl puhvris pH 7,5.
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Optimaalse pH maéaramiseks moodtsin ABTS-i oksideerimist reaktsiooni pH vaartusega
vahemikus 3,0 - 6,0 (Joonis 10). Tulemustest selgus, et ABTSi okstideerimiseks on sobivaimaks
pH véartuseks 4,0 (Joonis 10B), seega kdikides edasistes ABTS oksiideerimise katsetes
kasutasin 50 mM NaAc puhvrit pH 4,0.

A B
0,500 1 =pH 3.0 7 : #pH 3,0
0425 | “PH 3.5 6 ; #pH 3,5
pH 4.0 pH 4,0
0.350 { ~pH 4.5 5 ) pH 4.5
~
g 0275 { PHS.0 T4 ‘ *pH 5,0
g ~pH 5.5 N + 4 *+pH 55
S 0200 { =pH 6.0 o *pH 6,0
<<:r = 2 ¢
0,125 - =
1 L 4
0,050 - /
m— T + t + t + { 0 f + ; ; + - - |
00259 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 16 25 30 35 40 45 50 55 60 65
aeg (s) pH

Joonis 10. pH mdju ABTS oksudeerimise kiirusele. Kdik reaktsioonid kivetis toimusid
toatemperatuuril vastavas 50 mM puhvris. Kasutatud puhvrid: pH 3,0 ja pH 3,5 tsitraatpuhver;
pH 4,0, pH 4,5 ja pH 5,0 naatrium atsetaat (NaAc) puhver; pH 5,5 ja pH 6,0 Bis-Tris puhver.
ABTS-i ja H202-i kontsentratsioonid olid vastavalt 1,0 mM ja 100 uM. ScDyPB
kontsentratsioon reaktsioonis oli 15 nM. Enstimi 1,5 uM vahelahjendust valmistasin 20 mM
Tris-HCI puhvris pH 7,5, millele lisasin BSA-d I6ppkontsentratsiooniga 0,1 g/L. Reaktsioonid
kaivitasin 10 puL enstiumi vahelahjenduse lisamisega substraatide lahusele. Enne katseseeria
algust inkubeerisin ScDyPB vahelahjendust 25 °C juures 5 min. A) ABTS oksudeerimise
ajakdverad. Pime aeg reaktsiooni kaivitamisest kuni mddtmiste alguseni 30 s on graafiku
koostamisel arvestatud. Produkti teket madtsin lainepikkusel 420 nm 2 min jooksul. B) ABTS-
I okstidatsiooni algkiiruse sdltuvus reaktsiooni pH-st. Tulemused on esitatud kolme s6ltumatu
katse keskmisena ja veajooned naitavad standardhalvet.

Kogu jargnevas t66s on kasutatud jargmist katseskeemi. ScDyPB (18,07 uM) hoiustasin 20 mM
Tris-HCI puhvris pH 7,5 (sisaldas 100 mM NaCl) kilmutatuna parlitena -70 °C juures.
Eelkirjeldatud séilituslahusest valmistasin enstutimi vahelahjendused (kontsentratsiooniga kas
0,15 uM véi 1,5 uM), mida kasutasin ensutimreaktsiooni kdivitamiseks. T66 kéigus selgus, et
nii enstiimi vahelahjenduste tegemiseks kasutatud puhvri pH kui ka enstiiimi kontsentratsioon
vahelahjendustes mangisid enstitimi aktiivsuse seisukohast olulist rolli. Seda teemat kasitlen

labi kogu t66 pohjalikumalt.

2.3.2 Enstiiimi kontsentratsiooni méju ABTS oksuideerimise Kiirusele

Jargmisena uurisin ScDyPB kataltdtilise aktiivsuse soltuvust selle kontsentratsioonist
reaktsioonis ja vahelahjenduses, maarates ABTS-i oksudeerimise kiiruseid.
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Kdik reaktsioonid toimusid standardtingimustel, ning reaktsioonid kéivitasin vastavas koguses
0,15 uM vdi 1,5 uM ensutimi vahelahjenduse lisamisega substraatide segule (Joonis 11A).
ScDyPB kontsentratsioon reaktsioonides oli 15 nM. Tulemused nditasid, et ABTS-i
okslideerimise Kiirus ootuspéraselt kasvab proportsionaalselt koos enstiimi kontsentratsiooni
kasvuga kivetis (Joonis 11A), kuid lisaks veel, et reaktsiooni kiirus sdltub ka ensuimi

kontsentratsioonist vahelahjenduses ja vahelahjenduse pH-st (Joonis 11A).
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Joonis 11. ABTS oksiideerimise kiiruse s6ltuvus ScDyPB kontsentratsioonidest. Kaik
reaktsioonid toimusid 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris 25 °C juures. ABTS ja H20:
kontsentratsioonid olid vastavalt 1,0 mM ja 100 uM. A) Reaktsioonikiiruse s6ltuvus ScDyPB
kontsentratsioonist reaktsioonis. Ensiiimi kontsentratsioon kiivetis varieerus vahemikus 2 — 30
nM. ScDyPB kontsentratsioon vahelahjenduses ja vahelahjenduse pH on toodud joonisel. Enne
reaktsiooni kéivitamist inkubeerisin ensiiimi vahelahjendust 25 °C juures véahemalt 30 min.
Pidevad jooned néitavad katseandmete lahendamist sirge vorrandile. B) Reaktsioonikiiruse
s6ltuvus ScDyPB kontsentratsioonist vahelahjenduses ja vahelahjenduse pH vaartusest. DyP
vahelahjendused olid kas 20 mM Tris-HCI puhvrisse pH 7,5 v6i 50 mM NaAc puhvrisse pH
4,0. Koik DyP vahelahjendused sisaldasid 0,1 g/L BSA. Reaktsioon Kkéivitati DyP
vahelahjenduse lisamisega kuvetti, mis sisaldas ABTS ja H20. segu. DyP kontsentratsioon
klvetis oli 15 nM. Pidev joon naitab katseandemete mittelineaarset lahendamist vastavalt
vorrandile 4. Tulemused on esitatud kolme sdltumatu katse keskmisena ja veajooned nditavad
standardhélvet.

Jooniselt 11B néhtub, et kui DyP kontsentratsioon vahelahjenduses Iaheneb nullile, siis l&heneb
nullile ka aktiivsus. Kui reaktsioonikiiruse lineaarne séltuvus ensuiimi kontsentratsioonist
(Joonis 11A) on ensutmkatalliiisitavate reaktsioonide puhul ootuspérane, siis aktiivsuse
sOltuvus enstumi kontsentratsioonist tema vahelahjenduses (Joonis 11B) seda ei ole. Kdige
lihntsamaks seletuseks oleks siin ensutmi mitte-spetsiifiline seostumine laboriplastikule.
Madalama ensulimi kontsentratsiooniga vahelahjendustes on mitte-spetsiifilise seostumise

osakaal suurem ja see kajastub madalamas aktiivsuses. ScCDyPB mitte-spetsiifilise seostumise
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efekti me oma eelkatsetes tGepoolest taheldasime (andmed ei ole néidatud), kuid valistasime

selle BSA lisamisega ScDyPB vahelahjendustesse.

Siinkohal pustitasime hiupoteesi ensutimi ScDyPB kahe erineva vormi eksisteerimisest, mis
esinevad igas ensulimi lahuses samaaegselt, kuid mille osakaalu mdjutavad ensiiimi lahuse
kontsentratsioon ja selle pH vaartus. Lihtsuse mdttes eeldame, et ScDyPB esineb monomeerse
ja dimeerse vormi tasakaalulise seguna. Teise lihtsustusena eeldame, et aktiivsust omab ainult
dimeerses olekus olev ensliim ja monomeeril kataltittiline aktiivsus puudub. Kdrgem enstimi
kontsentratsioon vahelahjenduses nihutab monomeer/dimeer tasakaalu dimeeri tekke suunas.
Lisaks on vajalik eeldus, et monomeer/dimeer tasakaalu saavutumine on aeglane ja aktiivsuse
mdoGtmise ajaskaalas (2 min) oluliselt ei muutu. Ainult sellisel juhul peegeldub vahelahjenduses
esinev ensuiimi vormide tasakaaluline olek hilisemas aktiivsuse mddtmises, kus koguensiimi
kontsentratsioon oli alati 15 nM (Joonis 11B). Monomeer/dimeer tasakaalu Kirjeldab dimeeri

dissotsiatsiooni tasakaalukonstant Kg.

_ [EIE]
Kd - [EE] (l)

Vorrandis 1 téhistavad [E] ja [EE] vastavalt monomeerse ja dimeerse ensulmi vormi
kontsentratsioone. Eeldusel, et aktiivsust omab ainult dimeerne ensiiimi vorm vdime

reaktsioonikiiruse esitada jargnevalt:

i _ j.app [EE] (2)

EO - cat EO

V@rrandis 2 tahistab ke®P néilist katalliitilist konstanti ja Eo koguensiiimi kontsentratsiooni.
Asendades vOrrandis 1 esineva monomeerse enstiimi vormi kontsentratsiooni dimeerse vormi

ja koguensulimi kontsentratsiooni kaudu vastavalt vorrandile 3:

[E] = Eo — 2[EE] (3)

ja kombineerides vOrrandiga 2 saame kiiruse vorrandiks:
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Vorrand 4 néitab ruutvorrandi ,,miinus® lahendit, kuna ,,pluss lahend oli kahanev (dimeerse
vormi osakaal véhenes koos koguensiiimi kontsentratsiooni kasvuga) ja seega mittereaalne.
Vorrandi 4 lahendamine katseandmetele mittelineaarse regressiooni teel andis parameetrite
vaartusteks ke = 17,4 + 0,7 s ja Kg=0,38 + 0,07 uM. Parameetri ke*" néiliselt kdrgem
vaartus vorreldes katseliselt mdddetutega (Joonis 11B) tuleneb sellest, et vorrandis 2
defineeritult vastab ke dimeerse vormi kataltdtilisele konstandile ja dimeerse vormi osakaal

([EE]/Eo) saab olla maksimaalselt (olukord, kus kdik enstiim on dimeerses vormis) 0,5.

2.3.3 ABTS okstudeerimise kiiruse sdltuvus ABTS ja H202 kontsentratsioonidest

Katsed tegin 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris 25 °C juures, ScDyPB kontsentratsioon oli 15 nM
ja reaktsioonisegu koguruumala oli 1 mL. Reaktsioonid kaivitasin 10 uL ScDyPB
vahelahjenduse lisamisega kivetti, mis sisaldas varskelt valmistatud ABTS ja H.O> segu.
Vahelahjendus sisaldas 1,5 uM ScDyPB ning 0,1 g/L BSA-d ja oli 20 mM Tris-HCI pH 7,5
puhvri keskkonnas. Reaktsioonikiiruse (l&bi jagatuna DyP kontsentratsiooniga kivetis)
sOltuvus ABTS ja H2O; kontsentratsioonidest on toodud Joonisel 12A ja 12B.
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Joonis 12. ABTS oksiidatsiooni Kiiruse sdltuvus ABTS (A) ja H202 (B) kontsentratsioonidest
ja nailiste parameetrite kea?®® (s1), Km®Pr02 (UM), ja Kea®P/Kv@®P sbltuvus ABTS
kontsentratsioonidest. K&ik reaktsioonid teostati 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris 25 °C juures.
DyP kontsentratsioon kivetis oli 15 nM. Reaktsioonid kéivitasin DyP vahelahjenduse
lisamisega kivetti, mis sisaldas ABTS ja H20. segu. Iga seeria raames hoidsin H.O;
kontsentratsiooni konstantsena ning ABTS kontsentratsiooni varieerisin. DyP 1,5 uM
vahelahjendused tegin 20 mM Tris-HCI puhvrisse pH 7,5. Kdik DyP vahelahjendused
sisaldasid 0,1 g/L BSA. Enne reaktsiooni kaivitamist inkubeerisin ensutimi vahelahjendust 25
°C juures 5 min. Produkti teket modtsin lainepikkusel 420 nm 2 min jooksul. Pidev joon néitab
katseandemete mittelineaarset ldhendamist vastavalt vorrandile 5 (A) ja vorrandile 6 (B).
Sekundaarse analuisi tulemused (C-E) on saadud katseandmete lahendamisel vastavalt
vorrandile 5. Tulemused on esitatud kolme sdltumatu katse keskmisena ja veajooned nditavad
standardhélvet.

ABTS-ist

substraatinhibitsiooni, mille efekt oli suurem madalate H>O2 kontsentratsioonide puhul (Joonis

Reaktsioonikiiruse  s6ltuvus ABTS  kontsentratsioonist  nditas tingitud

12A). Tulemuste analusiks kasutati vorrandit 5:

v _ ke P[ABTS] (5)
E, app [ABTS]?
0 [ABTSI+Kyh ors)+ app—
l
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Vorrandis 5 on ke ndiline (ndilisele parameetrile osundab (laindeks app) katalutiline
konstant, Kmasts)® ndiline Michaelise konstant ABTS jaoks ja Ki®" on ndiline ABTS
substraatinhibitsiooni konstant.

Reaktsioonikiiruse sdltuvus H.O> kontsentratsioonist substraatinhibitsiooni ei ndidanud (Joonis

12B) ja tulemusi analliusiti vastavalt tavalisele Michaelis-Menteni vdrrandile 6.

Vi _ kggtp[HZOZ] (6)
- app
Eo [H202]+KM(H202)

Varrandis 6 on ke néiline kataludtiline konstant ja KmH202)?" nailine Michaelise konstant
H20: jaoks.

Vorrand 6 kirjeldab andmeid kiillaltki h&sti katseseeriates, kus H202 kontsentratsioon varieerus
ja ABTSi kontsentratsioon oli konstantne. Paraku nditasid anallisi tulemusena saadud nailiste
parameetrite (Kea™®, Kv*P(H202) ja Keat™P/Km*P202) alusel koostatud n.6. sekundaarsed
graafikud (Joonis 12C-E) korvalekaldeid oodatud tulemustest. Seeriates, kus ABTS
kontsentratsioon varieerus ja H>O, kontsentratsioon oli konstantne, esines tulemuste ja vorrandi
5 lahenduse vahel sustemaatilisi kdrvalekaldeid. Need erisused katseandmete ja mudeli vahel
on eriti selgelt ndhtavad korgemate H.O. kontsentratsioonidega seeriates ja ABTS-i
kontsentratsioonide vahemikus 100 — 200 uM. Graafikul ndeb selline stisteemne reaktsiooni
kiiruse langus ja edaspidine kiire taastumine vélja iseloomuliku maksimumina kullastuskdvera
keskel (Joonis 12A). Tulenevalt stistemaatilisest kdrvalekaldest katseandemete ja vorrandi 5
vahel me edaspidises tulemuste interpreteerimises vorrandi 5 abil saadud nailiste ABTS
parameetrite (Kca®P, Km*PaeTs) ja Keat™P/Km*PapTs)) sOltuvust H2O2 kontsentratsioonist ei

kasuta.

Eeldusel, et ABTS okslideerimine DyP poolt jargib n.6. ping-pong mehhanismi, mis on heem-
perokslidaaside puhul tavapdrane (Joonis 6), ja arvestades ABTS-ist tingitud
substraatinhibitsiooni, peaks reaktsioonikiirus olema kirjeldatav vorrandiga 7 (Zhao et al.,
2015).

ﬁ — kcat[ABTS] [HZOZ] (7)
E, ABTS
®  Km(aBTs)[H202]+KnmH202)[ABTS] <1+m>+ [ABTS][H,0,]
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Erinevalt vorranditest 5 ja 6 on vorrandis 7 esinevad parameetrid juba tGelised ensutimkineetika
parameetrid. Juhul, kui DyP kineetika vastaks vorrandile 7 peaks kehtima jargmised toeliste ja

nailiste enstiimkineetika parameetrite vahelised seosed:

app _ kcat[ABTS]
kcat - 8
[ABTS]+Km(aBTS)

ja
Keot _ _ kear ( Ki(ABTS) ) )
K%sz) Kym(H202) \Ki(aBTS)*+[ABTS]

Paraku nédeme, et ABTS kontsentratsiooni kasvades ei lahene kca®P vadrtus selgele platoole,
milleks on vastavalt vorrandile 8 tdeline ket VAartus, vaid jatkab sujuvat kasvamist (Joonis
12C). Samuti ei kahane néilise kca™/Km(H202™P védrtus ABTS kontsentratsiooni kasvades

vaartuseni null (Joonis 12E), nagu vOiks eeldada vdrrandi 9 pdhjal.

Joonisel 12 toodud reaktsioonikineetika on kdige paremini Kirjeldatav kahe soltumatu
reaktsiooni kiiruse summana. Uks reaktsioonidest jargib tavaparast ping-pong mehhanismile
vastavat Michaelis-Menteni kineetikat. Teine reaktsioon toimub samuti vastavalt ping-pong
mehhanismile, kuid sisaldab ka substraatinhibitsiooni ABTS-i poolt ehk siis kaitub vastavalt
virrandile 7. Seega me eeldame, et ScDyPB esineb kahe erineva enstiimi vormina E' ja E".

1],
v el ai[ABTS[H20,]
Eo  Kij(aprs)H2021+K}(1202)[ABTSI+[ABTS][H;0,]

=)

k! . [ABTS][H,0,]

(10)

[ABTS]
Ki(ABTS)

Kitcaprs)[Ha 02]+K,{,5(H202)[ABT5](1+ >+[ABTS] [H,0,]

Vorrandis 10 on vi ABTS okstideerimise algkiirus. Eg tahistab koguensutimi kontsentratsiooni
ning [E'] ja [E"] on vastavalt enstiimi vormide I ja Il kontsentratsioonid. Ka erinevatele

ensutimi vormidele vastavad kineetika parameetrid, kcat Nning Km nii ABTS kui ka H20: jaoks,
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on tahistatud Ulaindeksitega I ja Il. Enstiimi vorm Il on ABTSi poolt ka substraatinhibeeritud

ja seda arvestab inhibitsioonikonstant Kiagrs).

Lahendades katsetes saadud tulemusi vorrandile 10 globaalse mittelineaarse regressiooni abil
saame graafiku, mis visualiseerib ensiiiimi erinevate vormide E' ja E" kineetikat paremini
seeriate puhul, kus varieerub ABTS kontsentratsioon (Joonis 13A). Seeriad, kus varieerub H20>

kontsentratsioon olid sama hésti kirjeldatavad klassikalise Michaelis-Menteni vorrandiga.

A H>0: kontsentratsioon: B ABTS kontsentratsioon:
30 + *10 uM 30 1 *10 yM
*20 yM 27 4 €20 uM
50 yM 50 yM
100 uM 24 + 100 uM
200 uM 2 L :gg um
n
oo 5 18 *1000 yM
) #3000 pM
15+
(=4
J g 12 +
9 N 9 +
6 - . 6
3 0 31
0 ﬁ:ﬁ=ﬁ=¢ g 0 4 2 ; g , , g
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 200 400 600 800 1000 1200
ABTS kontsentratsioon (uM) H,0, kontsentratsioon (uM)

Joonis 13. ABTS oksudatsiooni kiiruse kirjeldamine kahe sdltumatu reaktsiooni Kiiruste
summana (vOrrand 10). Joonisel toodud katseandmed on tdpselt samad, mis joonise 12
paneelidel A ja B. Pidevad jooned néitavad katseandmete lahendamist v@rrandile 10 globaalse
mittelineaarse regressiooni teel (teostas Hegne Pupart TalTech-ist).

Kdikide katseseeriate samaaegne lahendamine vorrandile 10 globaalse mittelineaarse
regressiooni teel andis kill rahuldava tulemuse (Joonis 13), kuid parameetrite n.0 omavahelise

,»seotuse™ tottu ei ole voimalik nende vaartuseid kdrge tapsusega madrata (Tabel 1).

Tabel 1. ScDyPB eeldatavate vormide (I ja I1) kineetiliste parameetrite vaartused. Parameetrite
véértused on leitud Joonisel 13 toodud katseandmete I&hendamisel vorrandile 10 globaalse
mittelineaarse regressiooni teel. Ensulimi eeldatav vorm | ei ole redusteeriva substraadi poolt
inhibeeritav. Tulemused tabelis on koos standardvigadega.

Parameeter Enstdmi vorm | Enstdmi vorm 11
[Elkeat/Eo (s7) 50+3 184 + 366
KmasTs) (M) 1012 £ 125 590 + 1200
Km(Hz02) (LM) 894 + 65 2060 + 3840
Kiasts) (LM) - 16 +8,5
([E]Kca/E0)/KmaTs) (UM1s?) 0,058 0,314
([E]Kcat/E0)/ Km0y (UM1s1) 0,066 0,089
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2.34 ScDyPB inaktivatsioon H202 poolt

Eelmises peatukis toodud tulemused nditasid ScDyPB substraatinhibitsiooni ABTS poolt
(Joonis 12A), kuid substraatinhibitsiooni H2O> poolt ei tdheldatud (Joonis 12B). Siiski on teada,
et redutseeriva substraadi puudumisel on paljud heem-peroksiidaasid, mis kuuluvad
erinevatesse klassidesse, péordumatult inaktiveeritavad kaassubstraadi H>O, toimel (Zamorano
et al., 2012). Seega soovisime vélja selgitada, kas ScDyPB on H>O> poolt inaktiveeritav ABTS

puudumisel.

Peroksudaasi inaktiveerimise Kkineetika mé&&aramiseks, inkubeerisin uuritavat ensutmi
peroksiidiga. ScDyPB 1,5 uM vahelahjendused, mis olid kas 20 mM Tris-HCI puhvris pH 7,5
(sisaldas 100 mM NacCl) vdi 50 mM NaAc puhvris pH 4,0, olid eelinkubeeritud 0,1 mM, 1,0
mM vo6i 5 mM H,0»-ga. Teatud ajapunktidel parast HO2 lisamist enstitimi vahelahjendustele
votsin 10 pL vahelahjendust ja lisasin 990 uL-le segule, mis sisaldas ABTS (1 mM) ja H20:
(100 uM), ning mddtsin ABTS oksldeerimise algkiirust. Enstiimi ja&kaktiivsuse méarasin
spektrofotomeetriliselt, modtes ABTS*" radikaali teket lainepikkusel 420 nm. Kontrollina
kasutasin reaktsiooni kiiruse modtmist 0 mM H:02-ga eelinkubeeritud vahelahjendustest
vOetud ensutimiga, mille korral lisasin enstimi vahelahjendusse peroksiidi lahuse asemel

vastavat puhvrit.

Jooniselt 14 nédhtub, et ScDyPB on peroksiidi poolt inaktiveeritav nii pH 4,0 kui ka pH 7,5
puhvrites eelinkubeerimisel. ScDyPB  jadkaktiivsuse  ((vilEo))) sOltuvus H202-ga
eelinkubeerimise ajast (t) oli kooskdlas lihtsa esimest jarku reaktsiooni kineetikaga (vorrand
11).

Vi _ (”i) e~kobst (11)

Eo Eo/ max

Vorrandis 11 on (vilEo)max SCDYPB aktiivsus H2O2-ga inaktivatsiooni puudumisel ja kops 0N

inaktivatiooni kiiruskonstant.

H>0> inaktivatsiooni kiiruskonstandi (kobs) s6ltuvus H>O> kontsentratsioonist (Joonis 14C) on

ligikaudu lineaarne viidates sellele, et ScDyPB inaktivatsiooni Kiirus ei ole meie poolt kasutatud
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H.0. kontsentratsioonide vahemikus H202-ga kullastunud. Jargnevalt analGisisime Kobs

sOltuvust H202 kontsentratsioonist kasutades sirge vorrandit (12).

kops = ko + ki[H,0,] (12)

Vadrrandis 12 on ko ScDyPB inaktivatsiooni esimest jarku kiiruskonstant H>O2 puudumisel ja ki

on teist jarku inaktivatsioonikonstant H2O> jaoks.

Inaktivatsiooni kiiruskonstandi KobsH202) ja H202 kontsentratsiooni s6ltuvuse analulisi jaoks
ldhendasime katseandmed lineaarsele regressioonisirgele (vérrand 12). Tulemused on esitatud
Tabelis 2. Katseandmete lahendamisel sirgele regressioonivdrrandile saadud R2 vééartused pH
4,0 ja pH 7,5 jaoks on vastavalt R? = 0,9968 ja R? = 0,9803.

Tabel 2. ScDyPB inaktivatsioonil H20.-ga saadud néilised kineetilised parameetrid. ko on
ScDyPB inaktivatsiooni esimest jarku kiiruskonstant H>O, puudumisel ja ki on teist jarku
inaktivatsioonikonstant H>O> jaoks. Parameetrid on esitatud koos standardvigadega.

Parameeter pH 4,0 pH 7,5
ko (s}) 0,0103 + 0,0009 0,022 + 0,003
ki (M1st) 0,0049 + 0,0003 0,0062 + 0,0009

Analidsil saadud véartused peegeldavad Joonisel 14A-B esitatud inaktivatsiooni tulemusi.
Eelinkubatsioon pH 7,5 keskkonnas soodustab ScDyPB inaktivatsiooni H202 poolt rohkem
vorreldes inkubatsiooniga pH 4,0 juures ja muutused ensulmi aktiivsuses on pH 7,5 korral
suuremad. Pdrast 120 min eelinkubeerimist 0,1 mM H202-ga on pH 7,5 vahelahjendusest
parineva ensttmi aktiivsus ABTS oksudeerimisel kahanenud nullildhedaseks, kuid sama pikalt
valdanud inkubeerimisel pH 4,0 juures sdilitab ensiium oma aktiivsuse ca 30% ulatuses. Siiski,
H20- kontsentratsiooni tdstmisel eelinkubeerimise ajal 5 mM-ni on inaktivatsioon suurem ka
happelises keskkonnas, millele viitavad ka H2O: kontsentratsiooniga lineaarselt kasvavad

Kobs(H202) Véartused (Joonis 14C).

Graafikutel nahtuvad suuremad aktiivsused kdrgemate H.O> kontsentratsiooniga luhiajalisel
eelinklubeerimisel (antud katse puhul kuni 5 min) on tingitud reaktsiooni astuva H>O> kui

kaassubstraadi kdrgematest kontsentratsioonidest (Joonis 14A-B). Ka antud ajavahemike korral
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on vahelahjenduse pH vaartusel oluline efekt. Happelises keskkonnas, mille pH langeb kokku
ensulimi aktiivsuse jaoks optimaalse vaartusega (Joonis 10B), on ABTS oksudeerimise
algkiirused suuremad. Selline tulemus on kooskdlas Joonisel 11B toodud andmetega.

Al 15 H>0: kontsentratsioon: B is H>0: kontsentratsioon:
“ | pHA40 0 mM ’ pH 7,5 0 mM
12,0 12,0
+0,1 mM 0,1 mM
10,5
¢l mM +] mM
9,0
5 mM an 5 mM
0 5 N
p—
EO
=

+ t { X + t + T t ¥
20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

H,0,-ga eelinkubatsiooni aeg (min) H,0,-ga eelinkubatsiooni aeg (min)
0,06
*pH40 y = 0,0062x + 0,022 "
005 1 4pH 75 R? = 0,9803
0,04
p
E 0,03 * ’
£ 002 1+
S 0.02 T : y = 0,0049x + 0,0103
e + T R2=0,9968
001 ¥
0,00

0 1 2 3 4 5

H,0, kontsentratsioon eelinkubeerimisel (uM)

Joonis 14. ScDyPB inaktivatsioon H2O2 poolt. Eelinkubeerisin 1,5 uM ScDyPB vahelahjendusi
25 °C juures erinevas kontsentratsioonis H20.-ga (néidatud joonisel) erinevat aega.
Eelinkubatsioon toimus kas 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris (A) v6i 20 mM Tris-HCI pH 7,5
puhvris (B). Kdik DyP vahelahjendused sisaldasid 0,1 g/L BSA. Kdoik jadkaktiivsuse
madaramise reaktsioonid toimusid 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris 25 °C juures. ABTS ja H.0>
kontsentratsioonid olid vastavalt 1,0 mM ja 100 uM, ScDyPB kontsentratsioon kiivetis oli 15
nM. Reaktsioonid kaivitasin H202-ga eelinkubeerunud DyP vahelahjenduse lisamisega
substraatide segule. Produkti teket madtsin lainepikkusel 420 nm 2 min jooksul. Pidevad jooned
(A-B) nditavad katseandmete mittelineaarset lahendamist vastavalt vorrandile 11. (C) Kobs
sOltuvus H2O> kontsentratsioonist eelinkubeerimisel. Esitatud on nii puhvris pH 7,5 kui ka
puhvris pH 4,0 tehtud eelinkubeerimise tulemused. Punktiirjoon néitab katseandemete
lahendamist vastavalt vorrandile 11. Parameetrite ko (s%) ja ki (M1s™?) véaartused leiti tulemuste
lahendamisel regressioonisirgele (toodud joonisel). Kdik joonisel esitatud tulemused on kolme
sOltumatu katse keskmised, veajooned néitavad standardhalvet.
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>

standartvalkude A,q, (mAu)

2.35 ScDyPB néilise molekulmassi maaramine

Aktiivsuskatsete tulemused viitavad sellele, et uuritav perokstidaas eksisteerib lahustes kahes
erinevas vormis E' ja E"", mis meie algse hiipoteesi jargi on valgu monomeerne- ja dimeerne
vorm vastavalt. Nende kahe vormi kineetilised parameetrid erinevad teineteisest mérgatavalt
ning nende vormide osakaal lahustes nihkub (ihe vdi teise vormi suunas sdltuvalt nii lahuse pH
vaartusest kui ka perokslidaasi kontsentratsioonist lahuses (Joonis 11). Jdrgmisena uurisin
perokstidaasi oligomerisatsiooni astet.

500 1 —aldolaas, ovalbumiin r3 15 + y=-1,0137x + 21,096
ferritiin, konalbumiin | 25 R?=10,9878
400 —~ScDyPB 14 +
<ScDyPB eeldatav monomeer | 20— ~—
=
300 - < \E/ 13 1 ¢
15 E -]
N’ Tﬁ
200 - 0 g 12 + 3
s = 8
r 7]
100 E =
0 2 § s
A 3
0 - — & D 10+
5 _:3
(]
100 L 10 9 t | - - i
6 5 8 9 10 1 12 13 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5
elueerimisruumala (ml) In(MW)

Joonis 15. ScDyPB nailise molekulmassi analuls geelfiltratsiooni kolonnil. Valkude
lahutamiseks kasutasin AKTA FPLC siisteemi, kolonni Superdex 75 Increase 10/300 GL
uldmahuga 24 mL. Liikuv faas oli 20 mM Tris-HCI puhver pH 7,5 (sisaldas 100 mM NacCl).
Voolutuskiirus oli 0,5 mL/min. Valkude neeldumise mdatsin lainepikkusel 280 nm. Graafikul
on esitatud viie valgu geellahutamise tulemused, millest neli on standardvalgud kaliibergraafiku
(B) koostamiseks ning ScDyPB. Valkude pealekantavad hulgad olid: ovalbumiini 600 ug,
konalbumiini 900 ng, aldolaasi 600 ug, ferritiini 90 pug, ScDyPB 92 ng. Standardvalgud kanti
peale paarikaupa lahustes, mis valmistati 20 mM Tris-HCI, 0,1 M NaCl pH 7,5 puhvris. Kdik
lahutamiseks kasutatud valkude lahuseid inkubeerisin enne ststimist toatemperatuuril 1 tund.
Iga sustitava proovi maht oli 150 pL. Standardvalgud on graafikul kirjas nende kolonnist
valjumise jarjekorras, nende molekulmassid on toodud graafikul (A). Graafiku A vasak y-telg
kirjeldab standardvalkude neeldumisi, parem y-telg kirjeldab ScDyPB neeldumist. Pidevad
jooned naitavad erineva molekulmassiga ja erineva kontsentratsiooniga valkude elueerimist
kolonnist. Punkt tahistab ScDyPB monomeerse vormi arvutusliku elueerimispiiki, mis on
dimeerse vormi vastava piigiga kokku sulanud. Monomeerse ScDyPB elueerimispiigi ruumala
arvutasin vélja kaliibergraafiku pdhjal saadud lineaarse regressiooni vorrandi abil (toodud
joonisel).

Uuritava enstiimi oligemerisatsiooni astme uurimiseks analtisisin - ScDyPB  nailist
molekulmassi maarates selle elueerumisruumala geelfiltratsioonil AKTA FPLC (Joonis 15).

Varasematest uuringutest on teada, et enstiimi ScDyPB monomeeri molekulmass MW= 34 kDa
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(Pupart et al., 2023). Vastavalt sellele valisin standardvalkude komplekti kaliibergraafiku
koostamiseks. Kasutasin nelja standardvalku kahe kaupa kombinatsioonides ning iga
lahutamine andis kaks selget piiki. Valkude lahutamine toimub molekulide suuruse jargi, kus
suuremad molekulid (k.a suurema oligomerisatsiooni astmega valgud) véljuvad kolonnist
varem (elueerimisruumala on véiksem) ning vaiksemad molekulid (nt monomeersed valgud)

valjuvad hiljem (elueerimisruumala on suurem).

Siin on oluline arvesse votta, et 14,5 uM ScDyPB inkubeerimisel toatemperatuuril tund aega
200 mM NaAc puhvris pH 4,0 sadenes vélja, mistottu sellistel tingimustel geelfiltratsiooni meil

teha ei Gnnestunud.

Uuritava enstiimi lahuse lahutamise tulemusena saime profiili mille pealt nahtub kaks selgelt
eristuvat piiki. Kasutades standardvalkude teadaolevaid molekulmasse ning standardvalkudele
vastavate piikide elueerimisruumalaid koostasime kaliibergraafiku, mille regressioonanaltiusil
saime vOrrandi Y = - 1,0137*x + 21,096 (R2 = 0,9878), mida kasutasime ScDyPB erinevate

vormide molekulmasside vélja arvutamisel. Tulemused on esitatud Tabelis 3.

Tabel 3. ScDyPB nailise molekulmassi madramine geelfiltratsioonkromatograafiaga.
Elueerimisel saadud piikidele vastavate valgumolekulide MW (kDa) on arvutatud
kaliibergraafiku alusel. ScDyPB erinevate vormide oligomeriseerumisastme arvutamiseks
jagasin saadud tulemused labi enstiimi monomeeri molekulmassiga 34 kDa.

Analldsitud valk  elueerimisruumala (mL) MW (kDa) valgu oligomeersus
ScDyPB (1. piik) 7,98 ~ 446 13,1
ScDyPB (2. piik) 9,55 ~ 91 2,6

Vastavalt meie arvutustele, ScDyPB lahutamisel saadud esimesele piigile (elueerimisruumala
7,978 mL) vastab molekul mille MW ~ 446 kDa (ensutimi 13-14 monomeeri tihendatud vorm)
ning teisele piigile (elueerimisruumala 9,551 mL) vastab molekul mille MW ~ 91 kDa (ensutmi
2-3 monomeeri Uhendatud vorm). Tépsemal vaatlusel ndeme mdlema piigi puhul né ,,01gu®,
mis viitab lahendamata piikidele, ning tdhendab mittetdiuslikku proovi lahutamist. Ka
oligomerisatsiooni astme arvutamisel saadud tulemused viitavad sarnase molekulmassiga
oligomeeride elueerimisele kolonnist ligikaudu samal ajal, mis viitab, et kahele oligomeerile
vastavad piigid on kokku sulandunud. Kasutades kaliibersirge vorrandit ning teadaolevat
ScDyPB monomeeri molekulmassi (34 kDa), saame valja arvutada monomeeri eeldatava

elueerimisruumala (10,518 mL), mis on kooskdlas ScDyPB lahutamisel saadud kdvera teise
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piigi juures nahtava dlaga (Joonis 15). Kuna meie Kineetika tulemused viitasid asjaolule, et
kdrgema aktiivsusega ScDyPB vormi osakaal on suurem pH 4,0 juures (Joonis 11B) siis
proovisime teha geelfiltratsioon ka pH 4,0 juures. Kahjuks selgus, et ScDyPB ei olnud piisavalt
stabiilne NaAc pH 4,0 pihvris ning sellistel tingimustel geelfiltratsiooni analttsi meil teha ei

onnestunud.

Suurema t&psuse saamiseks ja kromatograafiliste piikide osalise kattumise ennetamiseks vdiks
jargmisel ScDyPB geellahutamisel muuta liikuva faasi komponentide

proportsiooni/kombinatsiooni ning vahendada voolutuskiirust.

2.3.6 ScDyPB erinevate vormide vahelise tasakaalu tekkimine

Geelfiltratsiooni tulemustest nahtus, et ScDyPB vdib esineda lahuses erinevate oligomeersete
vormidena, ning, vastavalt aktiivsuskatsete tulemustele, vdivad nendel olla erinevad
kataltiutilised omadused. Joonisel 11A esitatud tulemused on kdik saadud kasutades 15 nM
ScDyPB kontsentratsiooni kiivetis. Kuna kiirused sdltusid ScDyPB kontsentratsioonist
vahelahjenduses, mida kasutati reaktsiooni kaivitamiseks, ja samas ka vahelahjenduse pH
vaartusest, siis v0ib eeldada, et ABTS oksudeerumise madtmise valtel (2 min) ei joua kuvetis
tekkida uus tasakaal erinevate ScDyPB vormide vahel. Vastasel juhul peaksid kdik tulemused
langema kokku 15 nM koguenstimi kontsentratsioonile vastavale ScDyPB vormide vahelisele

tasakaalule ja kiirused ei sdltuks ScDyPB kontsentratsioonist vahelahjenduses.

Uurimaks vdimalike ScDyPB vormide vahelise tasakaalu tekkimise kiirust, eelinkubeerisin 30
nM ScDyPB vahelahjendusi ajavahemikus 0,5 kuni 30 min enne ABTS-i okslideerimise Kkiiruse
mdodtmist standardtingimustel (Joonis 16). Reaktsioonid kéivitasin 500 pL substraatide segu
lisamisega klvetti, milles inkubeerisin uuritava peroksidaasi 30 nM vahelahjendust tildmahuga
500 pL. Nii enstiimi 1,5 uM vahelahjenduse, kui ka sellest valmistatud 30 nM vahelahjenduse
puhul kasutasin kahte erinevat puhvrit (20 mM Tris-HCI pH 7,5, mis sisaldas 100 mM NacCl,
ning 50 mM NaAc pH 4,0), et saada pdhjalikumat tlevaadet keskkonna pH mdjust ScDyPB

vormide vahelise tasakaalu tekkimise kiirusele.
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Joonis 16. ScDyPB erinevate vormide vahelise tasakaalu tekkimise kiiruse méaramine. Koik
reaktsioonid toimusid 50 mM NaAc pH 4,0 puhvris toatemperatuuril. ABTS ja H.0>
kontsentratsioonid olid vastavalt 1,0 mM ja 100 uM ning DyP kontsentratsioon kivetis oli 15
nM. Reaktsioonid kéivitasin ABTS ja H.O> segu lisamisega kivetti, mis sisaldas 30 nM DyP
vahelahjendust. Graafikul on reaktsioonikiiruste sdltuvus 30 nM DyP vahelahjenduse
eelinkubatsiooni ajast ning DyP 1,5 uM ja sellest valmistatud 30 nM vahelahjenduste pH
vadrtustest. Katsetes on kasutatud kas 20 mM Tris-HCI pH 7,5 puhvrit véi 50 mM NaAc pH
4,0 puhvrit, kdik ScDyPB 1,5 uM vahelahjendused sisaldasid 0,1 g/L BSA. Graafikul on
esitatud ka enstitimi 30 nM vahelahjenduse eelinkubeerimisel H20.-ga ja ABTS-ga saadud
tulemused (eelinkubeerimisel kasutatud substraatide kontsentratsioonid on toodud joonisel).
Tulemused on esitatud kolme sdltumatu katse keskmisena ja veajooned nditavad
standardhalvet.

Jooniselt 16 nahtub, et vahelahjenduste valmistamisel kasutatud puhvri pH vééartus tdepoolest
mangib olulist rolli enstiimi aktiivsuse seisukohast. Kooskdlas tulemustega, mis on esitatud
Joonisel 11B, on ka siin katses saadud reaktsioonikiirused méarkimisvééarselt kdrgemad juhul
kui mdlemad vahelahjendused olid pH 4,0 puhvris ning tulemused on kdige madalamad kui
mdlemad vahelahjendused olid valmistatud pH 7,5 puhvrisse. Need tulemused on kooskdlas
meie oletusega, et tasakaalu tekkimine erinevate ScDyPB vormide vahel on piisavalt aeglane,
et ABTS okslideerumise modtmise véltel (2 min) uut tasakaalu ei saabu. Seda kinnitab asjaolu,
et 1,5 uM vahelahjendusest pH 7,5 valmistatud 30 nM vahelahjendus pH 4,0 annab Kiiruse

vadrtused, mis jd&vad kahe eelnevalt kirjeldatud tulemuste vahele.

Lisaks nditavad tulemused, et koos ABTS-iga eelinkubeeritud ensttmil on kdrgem aktiivsus.
Vastavas katses oli 1,5 uM ScDyPB vahelahjendus puhvris pH 7,5 ning sellest valmistatud 30
nM vahelahjendusele pH 4,0 puhvris lisasin kas ABTS-i (I6ppkontsentratsiooniga 1 mM) voi
H20- (I6ppkontsentratsiooniga 30 nM). ABTS-i lisamisel on reaktsioonikiirused suuremad kui

ilma lisandita katses, samas H>O- puhul sarnast efekti ei ilmnenud.
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Kuna meie hiipoteesi kohaselt eksisteerib uuritav peroksiidaas lahustes kahes erinevas vormis
(E'ja E"), millest tiks on oluliselt suurema aktiivsusega, siis sellist tulemust saame seletada kui
ABTS-i molekuli vOimet pérssida aktiivse vormi muutumist vahemaktiivseks vormiks

eelinkubatsioonil.

2.4 Arutelu

Ensutimide esinemine di- voi multimeeridena on looduses laialt levinud n&htus. Hasti on teada
multimeersuse roll allosteeriliste enstimide puhul. Allosteerilistel enstimidel esineb
substraadi seostumiskohast eraldiseisev n.0 regulaatormolekulide seostumiskoht, mis tihtipeale
paikneb sublhikute (enstiimkompleksi koostises olev monomeer) kokkupuute piirpinnal.
Regulaatormolekulide seondumine p8hjustab sublhikute omavahelise orientatsiooni muutust,
mille tagajarjel ensulmi aktiivsus kas suureneb (allosteeriline aktivatsioon) vdi vaheneb
(allosteeriline inhibitsioon). Allosteerilistele enstiiimidele on omane positiivne kooperatiivsus,
mis véljendub reaktsioonikiiruse sigmoidse sbltuvusena substraadi kontsentratsioonist. Nailist
positiivset kooperatiivsust on tdheldatud ka mitmete DyP peroksudaaside puhul (Chaplin et al.,
2017; Chen et al., 2015; Shrestha et al., 2016; Zitare et al., 2021). Osad neist enstiimidest on
multimeersed (Chen et al., 2015; Shrestha et al., 2016), kuid osad mitte (Zitare et al., 2021).
Lisaks ei ole leitud DyP peroksudaaside allosteerilisi regulaatoreid. Ka k&esolevas t60s uuritud
DyP peroksiidaas, ScDyPB, esines multimeerina (Joonis 15, Tabel 3), kuid positiivset
kooperatiivsust ABTS oksudeerimisel ei esinenud. Eeltoodu pdhjal vdib jareldada, et DyP
peroksudaaside puhul puuduvad selged tdendid selle kohta, et ensiiimi multimeersus tuleneb
tema kaitumisest n.0. klassikalise allosteerilise enstiimina. Sellegi poolest leidsime vihjeid selle
kohta, et ScDyPB ABTS oksudeeriv aktiivsus sbltub ensulimi oligomerisatsiooni astmest.

Tahelepanu vaarivad jargmised tulemused:

(i) ScDyPB aktiivsus sdltub enstimi kontsentratsioonist vahelahjenduses mida
kasutati enstitimreaktsiooni kéivitamiseks (Joonis 11).
(i)  ABTS oksudatsiooni kineetika viitas sellele, et enstiim esineb kahe, kineetiliselt
erineva, vormina (Joonis 13, vorrand 10).
Koige lihtsam seletus tdhelepanekule (i) oleks ScDyPB mitte-spetsiifiline seondumine
laboriplastikule. Esimeste katsete tulemused (pole esitatud) naitasid, et ScDyPB-I tdepoolest
esineb mitte-spetsiifiline seondumine. Leidsin, et 0,1 g/L BSA juuresolekul ScDypB

vahelahjendustes mittespetsiifilist seondumist ei olnud ning seetdttu otsustasime lisada BSA-d
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I6ppkongtsentratsioonis 0,1 g/L enstimide 0,15 uM ja 1,5 uM vahelahjendustele kdikides

jargnevates katsetes.

Enstiimi aktiivsuse sOltuvus vahelahjenduste kontsentratsioonidest vdib olla seletatav
olukorraga, kus ensulim eksisteerib lahustes kahe erineva oligomerisatsiooni astmega vormi
seguna ja kdrgema oligomerisatsiooni astmega enstiim omab kérgemat aktiivsust. Siiski saame
me enstimi aktiivsuse erinevusi (Joonis 11) seletada vaid lisaeeldusel, et enstiimi vormide
tasakaalu saavutamine on piisavalt aeglane ning produkti md6tmise aja jooksul (2 min) oluliselt
ei muutu. Aeglasele tasakaalule viitavad ScDyPB vahelahjenduste 30 minutilise
eelinkubatsiooni jooksul esinevad muutused aktiivsuses (Joonis 16). Huvitav on, et ABTS
juuresolek vahelahjenduse eelinkubatsioonis ndis soodustavat korge aktiivsusega vormi (Joonis
16).

Tahelepanek (ii) on samuti kooskdlas ScDyPB esinemisega erinevate vormidena. Jooniselt 12
nahtub, et heem-peroksilidaaside jaoks tavapdrane ping-pong kineetika ei Kirjelda ScDyPB
kataltttilist aktiivsust piisavalt hasti, kuna sellele lisandub enstimi substraatinhibitsioon
ABTS-i poolt, mida nagime H>O, madalatel kontsentratsioonidel (Joonis 12A). Seetdttu ei ole
ABTS konsentratsiooni varieerumisel saadud tulemused kirjeldatavad tavalise Michaelis-
menteni vorrandiga kirjeldatavad (vGrrand 6) ning ka substraatinhibitsiooni arvestatavatele
vorranditele (5 ja 7) tulemuste ldhendamisel ndeme tulemuste stisteemset kdrvalekallet.
Vaatamata substraatinhibitsioonile ABTS poolt, ei ldinud enstimi aktiivsus siiski ABTS
kontsentratsiooni kasvades nulli nagu voiks eeldada vorrandite 5 ja 7 jargi. Jooniselt 12 C-E
nahtub, et ka ndilised parameetrid Kcar™®, Km*P(H202) ja Kea®/Km?P(H202) €i kéitunud vastavalt

vorranditele 8 ja 9 ning néha on siisteemseid korvalekaldeid.

Arvestades kdike varem kirjeldatut saame eeldada, et ScDyPB kineetika on kvalitatiivselt
kirjeldatav olukorraga, kus enstim esineb lahuses kahe, kineetiliselt erineva vormi seguna
(vorrand 10), millest ks on substraatinhibeeritav ABTS-ga, teine aga mitte (Tabel 1).
Katseandmete lahendamisel vorrandile 10 globaalse mittelineaarse regressiooni teel oli kill
vOimalik ennustada parameetrite vaartusi ensttimi vormile | (Tabel 1), kuid parameetrite

vadrtuste omavahelise seotuse tottu tuleks nendesse tulemustesse suhtuda ettevaatlikkusega.

Substraatinhibitsioon redutseeriva substraadi poolt on DyP-tiilipi peroksudaaside jaoks
tavapérane néahtus (Zitare et al., 2021). Arvatavasti, on pohjuseks ABTS mitteproduktiivne
seostumine puhkeolekus enstiimile (Joonis 17). Ka H20.-ga peroksilidaaside inaktiveerimine

on ootuspérane ning nende kataltiitilisest mehhanismist tulenev néhtus (Hiner et al., 2002).
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Vaatamata sellele, et varasemad andmed viitavad DyP-tliipi enstiimide substraatinhibitsioonile
peroksiidi poolt, ScDyPB puhul me seda ei ndinud (Joonis 12B) (Avram et al., 2018). Siiski,
redutseeriva substraadi puudumisel keskkonnas, toimub enstiimi podrdumatu inaktivatsioon
H202 poolt (Joonis 14). See nahtus vdib olla seletatav olukorraga, kus peroksiid seostub
ensutimi Cpd I-le ning moodustub kataltutiliselt inaktiivne enstiimi vorm Cpd 111, nagu on
naidatud taimedest parit peroksudaaside puhul (Hiner et al., 2002). ABTS juuresolekul aga
konkureerivad Cpd I-ga reageerimise péarast molemad substraadid ning edukus sellises
konkurentsis on maaratud vastavate spetsiifilisuskonstandite kca/Km vaartuste poolt. VVorreldes
omavahel keai/ Km(agTs) Védrtust (58 000 Ms, Tabel 1) ja ki vaartust H,O; jaoks (0,0049 Ms"
! Tabel 2) nideme, et Cpd | reageerimine ABTS-iga on rohkem kui 107 korda eelistatud
vorreldes tema reageerimisele H2>O.-ga. TGen&oliselt on see pOhjuseks, miks me ei nde
substraatinhibitsiooni H20 poolt (Joonis 12B).

Kdige lihtsam mudel, mis selgitaks antud t66s saadud tulemusi on toodud joonisel 17. Meie

mudeli kohaselt:

(i) eksisteerib ScDyPB kahe vormi seguna, aga mélemad hiipoteetilised enstitimi vormid
omavad ABTS oksudeerivat aktiivsust ning lihtsuse mottes eeldame, et tegemist on
mono- ja dimeerse ensliimi vormiga

(i1) seostudes dimeerse vormiga nihutab ABTS dimeer monomeer tasakaalu dimeerse
vormi suunas

(iii) ABTS v0Bib mitteproduktiivselt seostuda monomeersele vormile pdhjustades

substraatinhibitsiooni; dimeersele vormile ABTS mitteproduktiivselt ei seostu

Joonisel 17 toodud mudeli puhul on tegemist lihtsustatud I&henemisega, kuna ScDyPB analils
geelfiltratsiooni kolonnil viitas kdrgemat jarku oligomeeride olemasolule (Joonis 15, Tabel 3).
Sellegi poolest arvame, et Joonisel 11B toodud andmed ja lihtsast dimeer/monomeer
tasakaalust tuletatud mudel on pdhimétteliselt kooskdlas ka kGrgemate oligomeeride puhul
(naiteks, trimeer ja heksameer jne). Kuigi vorrandi 4 tuletamisel eeldasime, et monomeerne
vorm on inaktiivne, siis on see ka kooskdlas olukorraga, kus enstiiim on meie katse tingimustes
(1,0 mM ABTS, Joonis 11B) nii tugevalt ABTS poolt substraat inhibeeritud, et tema aktiivsus
laheneb nullile. P6himdtteliselt on meie tulemused on seletatavad ka olukorraga, kus ABTS
okstideerimise aktiivsus on monomeersel ja dimeersel vormil sama, kuid dimeerse vormi puhul
ei ole ABTS-il mitteproduktiivset seostumist ja sellest tulenevat substraatinhibitsiooni (Joonis
17).
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Enstimi ScDyPB eeldatav oligomeriseerumine on kooskdlas varasemate andmetega DyP-tudipi
enstiumide kohta, mis viitavad nende bioloogiliste funktsioonide seosele multimeersusega ning
enkapsuleerimisega edaspidiseks transpordiks rakust véliskeskkonda (Sutter et al., 2008; Tang
etal., 2021). Vorreldes pH 4,0 ja pH 7,5 juures saadud tulemusi ndeme, et happelisem keskkond
eeldatavasti soodustab ScDyPB dimeeride vdi suuremate kompleksite moodustamist (Joonis
11B). pH 7,5 juures on valkudes esinevad karboksuulrihmad negatiivse laenguga ja
aminoriihmad positiivse laenguga. Seega on véhetden&oline, et pH 4,0 juures on rohkem
vOimalike negatiivse ja positiivse laenguga rihmade paare. Pigem on olukord vastupidine sest
pH 4,0 juures vBivad osad karboksullrihmad oma negatiivse laengu kaotada. Eeltoodut
arvestades vOib arvata, et laeng-laeng interaktsioonid ei osale ScDyPB oligomeersete vormide
stabiliseerimisel. Edasised uuringud peavad nditama tdpsemaid seoseid oligomeeeride suuruse

ja aktiivsuse vahel aga ka oligomeeride stabiliseerimisel osalevaid interaktsioone.

bi-d-d - bd
i 1

A 4 A 4

\'/ {:“% \l/ C“%

Joonis 17. Eeldatav ScDyPB erinevate kineetiliste omadustega vormide tasakaal enstumi
lahuses. Siniste kastidega on t&histatud ScDyPB monomeerid, kollaste tdhtedega on t&histatud
heem, oranzi varvi on substraat (ABTS molekul) ning roheline on produkt (ABTS**). Punanse
keelumérgiga kompleks téhistab ABTS-iga mitte-produktiivses kompleksis olevat,
kataltttiliselt inaktiivset enstiimi vormi. Dimeersele enstiimi vormile on voimalik ainult
ABTS produktiivne seostumine. Monomeersele enstiimi vormile on véimalik nii produktiivne
kui ka mitteproduktiivne ABTS seostumine.
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3. KOKKUVOTE

Peroksudaasid on looduses laialt levinud ensutmid, mis kataltisivad reaktsioone, milles
erinevad substraadid okstideeritakde vesinikperoksiidi toimel. Hiljuti avastatud, varvaineid
lagundavad peroksiidaasid (Dye decolorizing peroxidase, DyP) on vdimelised okslideerima
erinevaid substraate, selahulgas ligniini ning toksilisi antrakinoon- ja asovarve. Sellest

tulenevalt on suur huvi nende ensliimide vastu.

Magistritdds on uuritud ja analtiisitud DyP-tlipi peroksudaasi ScDyPB kineetilisi omadusi
mudelsubstraadi ABTS okstideerimisel. Uuritav enstiim périneb mullabakterist Streptomyces
coelicolor, mille genoomist tuvastati hiljuti kolm erinevat Dyp-tulpi enstiime kodeerivat
jarjestust, kaks A-tulpi ning tks B-tutpi DyP-i geenid (Pupart et al., 2023). Vaatamata sellele,
et S. coelicolor on aktinomitseetide uurimisel mudelorganism, on seniajani selle
produtseeritavad DyP-tlpi peroksldaasid detailselt kirjeldamata (Bentley et al., 2002). Alles
hiljuti analutsisid Pupart jt kolme S. coelicolor DyP peroksiidaaside Kkatallidtilisi omadusi
ABTS ja ligniini oksldeerimisel, keskendudes eelkdige aktiivsusele ligniinil (Pupart et al.,

2023). Meie eesmargiks oli peroksiidaasi ScDyPB kineetiliste omaduste pdhjalikum analtiis.

T60 tulemusena téheldasime, et ScDyPB kineetika on keeruline ning ei vasta ei klassikalisele
sisaldavale kineetikale. Ehkki ScDyPB néitas klassikalist Michaelis-Menteni kineetikat
kaassubstraadi H>O> suhtes (Joonis 12B, Vorrand 6), oli kiiruse soltuvus ABTS-i
kontsentratsioonist keerulisem. Viimane oli kdige paremini kirjeldatav Michaelis-Menteni ja
substraat inhibitsiooni kineetika summana (vGrrand 10). Sarnaselt teistele perokstidaasidele
esines ScDyPB puhul poérdumatu inaktiveerimine H2O>-ga eelinkubeerides (Joonis 14A-B).
ScDyPB puhul esines enstiumreaktsioonidele tavapératu aktiivsuse soltuvus ensiumi
kontsentratsioonist selle vahelahjenduses, mida kasutati reaktsioonide kaivitamiseks. Lisaks
mdjutas aktiivsust ensuimi vahelahjenduse pH. ScDyPB anallius
geelfiltratsioonkromatograafia abil néitas erinevate oligomeeride esinemist ScDyPB lahuses
(Joonis 15). Valdav osa enstumist oli oligomerisatsiooni astmega ligikaudu 3, kuid esines ka

rohkem kui 10-st monomeerist koosnev agreagaat (Tabel 3).

Pakume valja mudeli mille kohaselt esineb ScDyPB lahustes kahe erineva vormi tasakaalulise
seguna, millel on erinevad kineetilised omadused, ning nende kahe vormi tasakaalu mdjutavad

ensutimi kontsentratsioon lahuses ning lahuse pH vaartus. Eeldame, et need erinevad ensiiimi
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vormid on erineva astmega ScDyPB oligomeerid. Lihtsuse mottes eeldame, et vaadeldav
tasakaal on monomeeri ja dimeeri vahel. Dimeersele vormile on vdimalik ainult produktiivne
ABTS seostumine, samas monomeersele vormile seostub ABTS, nii produktiivselt kui ka mitte-
produktiivselt. ABTS-iga mitte-produktiivselt seostunud enstiiim on kataltdtiliselt inaktiivne
(Joonis 17). Olukorras, kus prevaleerib monomeerne vorm, allub kinineetika ABTS substraat
inhibitsiooni kineetikale. Olukorras, kus prevaleerib dimeerne vorm, allub kineetika Michaelis-
Menteni kineetikale. Olukorras, kus mdlemad vormid on piisavalt esindatud, on tegemist

summaga Micahelis-Menteni ja substraat inhibitsiooni kineetikast.
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The peroxidase ScDyPB of the bacterium Streptomyces coelicolor exists as Kkinetically

different enzyme forms
Darja Vast§jonok

Summary

Peroxidases are ubiquitous enzymes that catalyze reactions in which various substrates are
oxidized by hydrogen peroxide (InterPro database). According to the RedOxiBase database,
peroxidases are divided into heme- and non-heme peroxidases, by their ability to bind Fe-
associated heme and use it as an electron acceptor in the catalytic cycle. The peroxidase
investigated in this work belongs to Dye decolorizing Peroxidase superfamily (DyP), the
recently discovered superfamily of heme peroxidases, which has shown a unique ability to
degrade synthetic dyes (Kim & Shoda, 1999).

According to the structural classification present in SCOP database, DyP-s belong to the
superfamily of dimeric a + 8 barrel proteins and have a very specific ferredoxin-like fold in
their tertiary structure (SCOP database). According to the structure based sequence alignment
DyP-type enzymes were divided into classes A, B, C and D (PerOxiBase database). Enzymes
that belong to classes A - C are mainly of bacterial origin, whereas enzymes belonging to class
D are of fungal origin (Ahmad et al., 2011). All DyP-s share the overall tertiary structure of
monomers and a unique conserved motif GXXDG forming their catalytic center, which
distinguishes them from classical plant peroxidases (Ogola et al., 2009; Sugano, 2009).

DyP-s have shown activity both as monomers and oligomers (Duan et al., 2018; Johjima et al.,
2003; Kim & Shoda, 1999; Liers et al., 2013; Sugawara et al., 2017), whereas quaternary
structures of DyP-s vary widely both between members of different classes and within a single
class (Liu et al., 2011, 2017; Ogola et al., 2009; Shrestha et al., 2016; Zubieta, Joseph, et al. al.,
2007; Zubieta, Krishna, et al., 2007; Yoshida et al., 2016). Although the natural substrates of
most DyP-s are not known to date, these peroxidases are able to catalyze the oxidation of a wide
spectrum of compounds, including synthetic dyes and lignin (Brown et al., 2012; Roberts et al.,
2011; Scheibner et al., 2008; Pupart et al., 2023).
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In this study, we investigated and analyzed the kinetic properties of the DyP from Streptomyces
coelicolor in the oxidation of the model substrate ABTS (2,2'-Azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt).

The object of our study, enzyme ScDyPB, comes from the soil bacterium Streptomyces
coelicolor, which genome encodes three different Dyp-s, two A-type and one B-type DyP
(Pupart et al., 2023). Despite the fact that S. coelicolor is the model actinomycete used in
different studies, the DyP-s encoded by this organism have not been described in details yet
(Bentley et al., 2002). Only recently, Pupart et al. have analyzed the catalytic properties of all
the DyP-s from S. coelicolor in the oxidation of a model substrate ABTS and lignin, however
the main focus of their study was to analyze enzymes' activity on lignin (Pupart et al., 2023). In
our work, we have focused on a more comprehensive analysis of kinetic properties of one

particular peroxidase from S. coelicolor, namely ScDyPB.

As a result, we observed that the kinetics of ScDyPB is complex and it does not correspond
either to the classic Michaelis-Menten kinetics nor to the classic substrate inhibition kinetics
characteristic of peroxidases. Although ScDyPB showed classical Michaelis-Menten kinetics
with respect to it's co-substrate H>O, (Figure 12B, equation 6), the rate dependence on ABTS
concentration was more complex. The latter was best described as the sum of Michaelis-Menten
and substrate inhibition kinetics (equation 10). In accordance with the Kinetics of classical
peroxidases, ScDyPB was irreversibly inactivated upon preincubation with H>O> (Figure 14A-
B). In the case of ScDyPB, there was a dependence of the activity on the concentration of the
enzyme in its intermediate dilution used to initiate the reactions, which is unusual for enzyme
reactions. In addition, we saw the enzyme's activity dependence on the pH value of the enzyme
solution. The oligomerization state of ScDyPB was assessed by size exclusion chromatography,
which revealed the presence of different oligomers in the ScDyPB solution (Figure 15). For the
most part, ScCDyPB existed in the oligomerization degree of approximately 3, but there was also

aggregates consisting of more than 10 monomers (Table 3).

Hereby we propose a model according to which ScDyPB exists in solutions as an equilibrium
mixture of two different forms with different kinetic properties, and the ratio of these two forms
is affected by both — the concentration of the enzyme in the solution and the pH value of the
solution. We hypothesize that these forms differ by the oligomerization states. For simplicity,
we assume that the observed equilibrium is between monomeric and dimeric enzyme forms.

We also assume that binding of ABTS to enzyme dimeric form is strictly productive, whereas
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binding of ABTS to the monomeric form can be both — productive and non-productive. The
latter results in catalytically inactive enzyme (Figure 17). If the monomeric form prevails in the
reaction, then the ScDyPB Kkinetics is subject to the kinetics of substrate inhibition by ABTS
and in the opposite situation with the dimer form prevailing, the ScDyPB kinetics obey

Michaelis-Menten kinetics. Finally, in a situation where both enzyme forms are represented
sufficiently in a solution, the ScDyPB kinetics is a sum of two — the substrate inhibition and

Micahelis-Menten kinetics.
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