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KASUTATUD LUHENDID
ah — aminohape

Amp — ampitsilliin

ap — aluspaar

DNSA — 3,5-dinitrosalitstiiilhape

FOS — fruktooligosahhariid

GH — gliikosiidi hiidrolaas

HPLC —korgefektiivne vedelikkromatograafia (High-Performance Liquid Chromatography)
IPTG — isopropiiiil-B-D-1-tiogalaktopiiranosiid

Kcat — kataliititiline constant (1/s)

kDa — kilodalton

Km — Michaelis’e konstant, mis nditab enstitimi afiinsust substraadile (mM)
LB — Luria-Bertani (s66de)

LevU — Zymomonas mobilis’e levaansukraas

Lscl, Lsc2, Lsc3 — Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 levaansukraasid
LscA, LscB, LscC — Pseudomonas syringae pv. glycinea levaansukraasid
LsdA — Gluconacetobacter diazotrophicus’e levaansukraas

LsrA — Rahnella aquatilis’e levaansukraas

MsFFase — Microbacterium saccharophilum tiive K-1 B-fruktofuranosidaas
OD - optiline tihedus (optical density)

PA — poliimerisatsiooniaste

PDB - Protein Data Bank, valgustruktuuride andmebaas

pv. — patovar, haigust pohjustav alamliik

SacB — Bacillus subtilis’e voi B. megaterium’i levaansukraas

SDS — Na-dodetsiiiilsulfaat

TA — transfruktosiiiiliv aktiivsus

TAE — Tris-atsetaat-EDTA

TEV — tubakaviirus (Tobacco Etch Virus)

TLC — dhukese kihi kromatograafia (Thin Layer Chromatography)

Vmax — Maksimaalne reaktsioonikiirus (U/mg)



SISSEJUHATUS

Levaansukraas on bakteriaalne rakuviline ensiitim, millel on nii substraati hiidroliitisiv kui ka
poliimeriseeriv aktiivsus. Tema pohisubstraadiks on sahharoos ning reaktsiooniproduktideks
pika ahelaga levaan ja lithikesed fruktooligosahhariidid. Bakterid kasutavad fruktaane
erinevatel eesmarkidel: pindadele kinnitumiseks, biofilmi moodustamiseks,
virulentsusfaktorina taimepatogeneesis ja varuainena stressitingimustes. Inimesele voiksid
mikroobsed fruktaanid olla kasulikud nende prebiootilise toime tottu — nad soodustavad
jamesooles elutsevate kasulike bakterite kasvu. Lisaks on fruktaanidel tdheldatud
immuunsiisteemi stimuleerivat ja véahivastast toimet ning neid saaks kasutada ka
kosmeetikatoostuses. Meie grupis on pohjalikult uuritud taimepatogeeni Pseudomonas
syringae pv. tomato levaansukraasi Lsc3 ja ndidatud, et see valk siinteesib sahharoosist suures

koguses fruktooligosahhariide ja levaani.

Levaansukraasid kuuluvad gliikosiidi hiidrolaaside perekonda 68, mille liikmetele on omane
viielabaline B-propellerstruktuur. Ensiitimi tsentraalses d0nsuses paikneb tema aktiivtsenter,
milles votmepositsioonil on kolm happelist aminohapet, nn kataliiiitiline kolmik. Kataliiiitilise
kolmiku mutante saaks kasutada nditeks valgu kristalliseerimiseks koos aktiivtsentrisse
seostunud substraadiga, sahharoosi, rafinoosi voi stahhiioosiga. Sellisel juhul seotakse

substraat tugevalt ensiilimiga, kuid sellele ei jargne kataliiiisi.

Minu bakalaureusetod esimeseks eesmirgiks oli ekspresseerida Escherichia coli’s ja
puhastada Pseudomonas syrigae pv. tomato DC3000 levaansukraas Lsc2 ning vorrelda selle
kataliiiitilisi omadusi meie t66grupis varasemalt kirjeldatud Lsc3 valgu omadega. Teiseks
eesmargiks oli toestada eksperimentaalselt Lsc2 valgu varem ennustatud kataliiiitilise kolmiku

aminohapped. Tépsemad t66 eesmérgid on toodud peatiikis 2.1.

T66 tehti Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudis Geneetika dppetoolis, ETA
granti GLOMR 9072 ja SA Archimedes koordineeritava biotehnoloogia projekti 3.2.0701.12-
0041 ,,Design and application of novel levansucrase catalysts for the production of functional
food ingredients (Functional Food Ingredients) SLOMRI12215T raames. Tahaksin tdnada
oma juhendajaid Tiina Alaméed ja Karin Mardot, kes aitasid kéesoleva t66 koostada ja
praktilist t66d planeerida. Veel téinaksin Dmitri Lubenetsi ja teisi TUMRI tddtajaid, kes
panustasid t66 valmimisse ning Heiki Vijat Keemilise ja Bioloogilise Fiilisika Instituudist

(Tallinn), kes tegi korgefektiivse vedelikkromatograafia analiiiisid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Levaansukraasid gramnegatiivsetel ja -positiivsetel bakteritel

Levaansukraasid (EC 2.4.1.10) on bakteriaalsed rakuvélised ensiliiimid, mis kataliiiisivad nii
hiidroliiiisi- kui ka poliimerisatsioonireaktsioone. Ensiiiimi peamiseks substraadiks on
sahharoos, millelt eemaldatud fruktoosijadkide tlilekandmisel aktseptorile moodustuvad nii
fruktooligosahhariidid (FOS-id) kui  ka  poliimeerne levaan. Sahharoosi
hiidroliitisireaktsioonis, kus aktseptoriks on vesi, tekivad produktidena gliikoos ja fruktoos
(Lammens et al., 2009). Levaansukraase on leitud nii grampositiivsetel kui ka -negatiivsetel
bakteritel, aga ka monedel arhedel. Grampositiivsetest bakteritest siinteesivad seda ensiiiimi
naiteks Bacillus subtilis, B. megaterium, Streptococcus mutans, Microbacterium
saccharophilum ja mitmed laktobatsillid. Gramnegatiivsetest bakteritest on levaansukraas
nditeks Gluconacetobacter diazotrophicus’el, Pseudomonas syringae patovaridel (pv.),
Rahnella aquatilis’el, Erwinia amylovora’l ja Zymomonas mobilis’el (http://brenda-
enzymes.info). Levaansukraasid erinevad iiksteisest mitmete tunnuste, nditeks molekulmassi,

sekretsioonimehhanismi ja ka biokeemiliste omaduste poolest.

Gramnegatiivsete bakterite levaansukraasid on suhteliselt véikesed, enamasti 415-431
aminohappe pikkused (http://www.cazy.org). Molekulmassid varieeruvad 45 kilodaltonist
(kDa) kuni 64 kDa-ni (Kang et al., 2005). Naiteks R. aquatilis’e LsrA molekulmass on 45.9

kDa, P. syringae levaansukraasidel Lsc2 ja Lsc3 on vastavad néitajad 45.9 ja 47.8 kDa ning
G. diazotrophicus’e LsdA molekulmass on 64.9 kDa (Arrieta et al., 1996; Seo et al., 2000;
Visnapuu, 2012). Grampositiivsete bakterite levaansukraasid on enamasti suuremad. Niiteks
laktobatsillide levaansukraasid on iile 800 aminohappe pikkused ning nende molekulmassid
ulatuvad 90-110 kDa-ni (van Hijum et al., 2001; Tieking et al., 2005). Grampositiivsete
bakterite levaansukraasidel on N-terminaalses otsas signaalpeptiid, mis osaleb valgu
sekreteerimisel (Ito et al., 2002; Meng ja Fiitterer, 2003; van Hijum et al., 2006).
Gramnegatiivsete bakterite levaansukraasidel signaalpeptiidi {ildjuhul ei esine, vélja arvatud
G. diazotrophicus’e LsdA wvalgul, mille N-terminaalne 30-aminohappeline signaalpeptiid
15igatakse dra ensiilimi transportimisel periplasmasse (Hernandez et al., 2000). Teiste
gramnegatiivsete bakterite levaansukraaside sekretsioonimehhanismid on veel ebaselged, kuid
arvatakse, et need valgud viljutatakse rakust signaalpeptiidist soltumatu raja kaudu (Song ja
Rhee, 1994; Li et al., 2006).


http://brenda-enzymes.info/
http://brenda-enzymes.info/
http://www.cazy.org/

Grampositiivsete bakterite levaansukraaside aktiivsuse ja struktuuri sdilitamiseks on vajalikud
Ca”*-ioonid. B. subtilis’e levaansukraasis osalevad selle sidumisel Asp339 ja alus-hape
kataliiiisija Glu342. Arvatakse, et Ca’*-ioonid seovad valgu erinevaid osi ning stabiliseerivad
sellega valgu struktuuri (Meng ja Fiitterer, 2003). Lactobacillus reuterii 121 levaansukraasis
(Lev) osaleb Ca**-ioonide sidumises Asp500. Kui Lev valgus asendati Asp500 asparagiiniga
vOi alaniiniga, siis muutus valk margatavalt termolabiilsemaks (Ozimek et al., 2005).
Gramnegatiivse bakteri P. syringae pv. tomato levaansukraasi (Lsc3) stabiilsust ega aktiivsust
ei mdjuta Ca®*-ioonide juuresolek (Visnapuu, 2012) ja kui asendada Lsc3 valgus Asp300
(vastab Lev valgu Asp500 positsioonile) asparagiiniga, siis sellega ei kaasne olulist
termostabiilsuse langust (Mardo, 2011; Mardo et al., 2014b). Martinez-Fleites et al. (2005)
niitasid, et nditeks G. diazotrophicus’e levaansukraasis stabiliseerib valgu struktuuri hoopis
disulfiidsild kahe tsiisteiini vahel, kuid vastavate aminohapete positsioonid pole

levaansukraasides konserveerunud.

Levaansukraasid on valdavalt rakuvélised ensiitimid (Hernandez et al., 1995; Li et al., 2006),
kuid on ka erandeid. Naiteks P. syringae pv. glycinea levaansukraas LscB paikneb
ekstratsellulaarselt, kuid LscC jddb periplasmasse (Li ja Ullrich, 2001). Laktobatsillide
levaansukraasidel on C-terminaalses osas omapérane ankurdomeen, mille abil jddb valk
sekretsioonijargselt ajutiselt rakukestaga seotuks (Tieking et al., 2005; van Hijum et al.,
2006). Kui aga levaansukraase ekspresseerida E. coli’s, jddvad ensiitimid kas periplasmasse
vOi tslitoplasmasse, kuna soolekepikese sekretsiooniaparaat ei suuda neid rakust vélja suunata
(Jang et al., 1999). On niidatud, et néiteks P. syringae pv. tomato levaansukraas Lsc3 paikneb
E. coli’s ekspresseerimise korral 88% ulatuses bakteri tsiitoplasmas ja 12% ulatuses
periplasmas (Visnapuu et al., 2008), kuid nditeks B. subtilis’e levaansukraas SacB paikneb
peamiselt periplasmas. Kui SacB valku ekspresseerivaid E. coli rakke kasvatada sahharoosi
sisaldaval sodtmel, siis rakud I0hkevad, sest 1dbi vidlismembraani pooride periplasmasse

joudvast sahharoosist siinteesitakse suures koguses levaani (Steinmetz et al., 1983).

1.2. Levaansukraaside struktuur ja Kkataliiiitiline tsenter

Levaansukraasid kuuluvad gliikosiidi hiidrolaaside perekonda 68 (GH68) koos p-
fruktofuranosidaaside ehk invertaaside ja bakteriaalsete inulosukraasidega. Levanaasid,
mitmed invertaasid, taimede fruktaanide siinteesis osalevad fruktosiiiili transferaasid,
inulosukraasid ja muud ehituselt sarnased valgud on paigutatud GH32 perekonda. Koos

moodustavad nad gliikkosiidi hiidrolaaside klanni J (GH-J) (http://www.cazy.org).

Grampositiivsete bakterite levaansukraasid on enamasti suuremad ning on neis saab eristada
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lisafunktsiooniga piirkondi. Gramnegatiivsete bakterite levaansukraasid on véiksemad ja

kompaktsemad (vt 1.1.).

Praeguseks on teada Bacillus subtilis’e, B. megaterium’i ja G. diazotrophicus’e
levaansukraaside kristallstruktuurid (Meng ja Fitterer, 2003; 2008; Martinez-Fleites et al.,
2005; Strube et al., 2011). Bacillus subtilis’e levaansukraasi kataliiiitiliselt inaktiivne mutant
on kristalliseeritud ka kompleksis sahharoosi ning rafinoosiga (Meng ja Flitterer, 2003; 2008).
Lisaks on Kkristallstruktuur tehtud kindlaks ka Microbacterium saccharophilum (endine
nimetus Arthrobacter sp. K-1) B-fruktofuranosidaasil, mis on levaansukraasidega jéarjestuselt
ja chituselt vdga sarnane (Ito et al., 2002; Tonozuka et al., 2012; Ohta et al., 2014). On
publitseeritud t66 ka Erwinia amylovora levaansukraasi valgukristallide saamise kohta
(Caputi et al., 2013), kuid valgustruktuuride andmebaasis (PDB) nende Kkristallide

rontgenanaliilisi andmeid veel ei ole.

Tabel 1. Kristalliseeritud levaansukraasid. Andmed parinevad PDB andmebaasist
(http://www.pdb.org).

.. Ensiiiimi PDB . Difraktsiooni "
Ensiiiim tihistus Bakter 1D Ligand miiir (&) Viide
Meng ja
- 10YG B 1.50 Fiitterer, 2003
B. subtilis Mend ia
Levaansukraas | SacB | subsp. subtilis | 1PT2 |sahharoos 2.07 ; gl
tivi 168 Fiitterer, 2003
. Meng ja
3BYN | rafinoos 2.03 Fiitterer, 2008
G. Martinez-
Levaansukraas | LsdA | diazotrophicus | 1W18 — 2.50 Fleites et al.,
SRT4 2005
Levaansukraas | SacB | B. megaterium | 30M2 — 1.90 Strugglelt al,
Tonozuka et
B-frukto- M. VSR B 2.00 al., 2012
furanosidaas™ MsFFase saccharophilum Tonozuka et
3VSS | fruktoos 1.97 al. 2012

*Struktuurilt sarnane levaansukraasidega

Valgukristallide rontgenanaliiiis on ndidanud, et perekondade GH68 ja GH32 valkudele on
iseloomulik 5-labalise B-propelleri struktuur, milles iga laba koosneb omakorda neljast
antiparalleelsest 3-ahelast. Propelleri labad iimbritsevad valgu negatiivselt laetud taskut, mille
pOhjas asub aktiivtsenter (Meng ja Fiitterer, 2003; Lammens et al., 2009). Joonisel 1 on

ndidatud G. diazotrophicus’e levaansukraasi struktuur.


http://www.pdb.org/

Joonis 1. Gluconacetobacter
diazotrophicus’e levaansukraasi LsdA
struktuur. Joonisel on eri virvidega

¢ tahistatud viis B-propelleri laba ning valgu

' kataliiitilise kolmiku aminohapped, mis

moodustavad valgu aktiivtsentri
(Martinez-Fleites et al., 2005).

Aktiivtsentri aminohapped, kaks aspartaati ja glutamaat, on konserveerunud kdoigil seni
uuritud GH-J klanni ensiiiimidel. Uks aspartaat kiitub kui nukleofiil, teine kui vaheiihendi
stabiliseerija ja glutamaat kui alus-hape Kkataliiiisija. Need kolm aminohapet paiknevad
propelleri labade sisemistel B-ahelatel (Joonis 1; Martinez-Fleites et al., 2005). B. subtilis’e
levaansukraasi SacB kataliiitilise kolmiku aminohapeteks on Asp86, Asp247 ja Glu342.
Kinnitamaks, et need aminohapped kuuluvad aktiivtsentrisse, asendati vastavad aminohapped
alaniinidega. See vahetus ei muutnud aktiivtsentri geomeetriat, kiill aga langetas tugevalt
ensiiiimi  kataliiisivdoimet (Meng ja Fiitterer, 2008). Meie grupis on eksperimentaalselt
kindlaks tehtud kataliiiitilise kolmiku aminohapped P. syringae pv. tomato levaansukraasil
Lsc3. Nendeks on Asp62, Asp219 ja Glu303. Nende aminohapete asendamisel alaniinidega
langes valgu reaktsioonivdoime kuni 130 000 korda (Mardo et al., 2014a). Levaansukraaside
joonduselt leiame mitmeid konserveerunud piirkondi, eriti just kataliiiitilise kolmikusse
kuuluvate aminohapete iimbrusest. Naiteks WD-motiivi Asp (Asp86 SacB valgus), mis toimib
nukleofiilina, seob spetsiifiliselt ensiilimi seostumistaskusse sisenenud sahharoosist péarinevat
fruktoosijadki (vt Joonis 2). RDP-motiivis asub aktiivtsentri teine aspartaat ehk vaheiihendi
stabiliseerija (Asp247 SacB valgus), mis otseselt kataliilisis ei osale, kuid fikseerib
vesiniksidemete abil sahharoosi molekuli substraaditaskusse, seostudes fruktoosijadgiga
(Yanase et al., 2002; Nagem et al., 2004; Meng ja Fiitterer, 2008; vt ka Joonis 2). Alus-hape
kataliiiisija asub D(E/Q)(T/I/V)ER motiivis, milles glutamaat (Glu342 SacB valgus) osaleb
substraadi sidumisel, gliikosiidsideme lagundamisel ja uue sideme siinteesil (Meng ja
Fiitterer, 2003; 2008; Martinez-Fleites et al., 2005; Joonis 2). Neid kolme konserveerunud
piirkonda on uuritud ka meie grupis. Toos Mardo et al. (2014a) muteeriti mitmeid
aminohappeid P. syringae pv. tomato Lsc3 valgu piirkondadest, mis paiknesid kataliiiitilise

kolmiku aminohapete tmbruses. Naiteks nukleofiili kdrval oleva Trp6l ja alus-hape
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kataliitisijale jargneva aminohappe Arg304 muteerimine alandas drastiliselt enstiiimi Kcq

védrtust ning GIn301 muteerimine alandas védga tugevasti ensiiimi poliimeriseerimisvdimet

(Mardo et al., 2014a).

Substraadi  seostumistasku saab jagada alapiirkondadeks. Alapiirkond -1 on korge
spetsiifilisusega, sinna seostub vaid fruktoosijadk. Alapiirkond +1 on viiksema
spetsiifilisusega ja sinna vdivad seostuda doonormolekuli (sahharoosi voi rafinoosi)
gliikkoosijadk voi ka aktseptormolekuli, néiteks sahharoosi, fruktoosijdéik (Meng ja Fiitterer,
2003; 2008; Martinez-Fleites et al., 2005; Ozimek et al., 2006). Alapiirkonda +1 vdivad
seostuda ka nn mittetraditsioonilised aktseptorid — gliikoproteiinid, gliikolipiidid ja mitmed
suhkrud, mille tulemusena hakatakse tootma lisaks fruktooligosahhariididele ka
heterooligofruktaane (Seibel et al., 2006; Visnapuu et al., 2011). Naiteks P. syringae Lsc3 on
voimeline transfruktosiileerima vdhemalt 11 erinevat akseptormolekuli: D-ksiiloosi, D-
fukoosi, L- ja D-arabinoosi, D-riboosi, D-sorbitooli, ksiilitooli, ksiilobioosi, D-mannitooli, D-
galakturoonhapet ja metiiiil-a-D-gliikopiiranosiidi, mille tulemusena tekivad heterooligo-

fruktaanid poliimerisatsiooniastmega vdhemalt 5 (Visnapuu et al., 2011).

B. subtilis’e levaansukraasi SacB nditel on kirjeldatud ensiiiimi transfruktosiileerimis-
reaktsiooni etappe (vt Joonis 2). Esmalt seostub sahharoos vesiniksidemete abil aktiivtsentri -
1 ja +1 alapiirkondadesse (A) ning I6hutakse fruktoosi ja gliikoosi vaheline gliikosiidside.
Glu342 kaitub kui hape ja loovutab prootoni eralduvale gliikkoosijadgile (B). Fruktoosijadk
jaab kovalentselt seotuks nukleofiiliga Asp86 (B). Viimasena seostub +1 alapiirkonda
aktseptormolekul (C), siinteesitakse gliikosiidside ja vabaneb iihe fruktoosijadgi vorra

pikenenud aktseptor (D) (Meng ja Fiitterer, 2008).

A Asn2z - o C Asn242
<, ~{, Joonis 2. Levaansukraasi
- ) " reaktsioonimehhanism B.
asa-/% : S a0 l“ o subtilis’e SacB nditel. Esmalt
< heear N S Pue  toimub substraadi seondumine
e ageo——~" L ensiiimi  aktiivtsentrisse (A)
AspSG Tepee ning I0hutakse fruktoosi ja
D gliikoosi vaheline side (B).

B

Seejarel seondub aktseptor-

molekul (C) ja toimub selle

pikendamine iihe fruktoosi-

jaagi vorra (D). Rasvases
> A kirjas numbrid tdhistavad

z-i; % i Df\’\Aspm ensiiiimi  substraadi seondu-
2 %:spae mise alapiirkondi.
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1.3. Pseudomonas syringae levaansukraasid

Pseudomonas syringae on taimepatogeen ja tal on kirjeldatud iile 50 erineva patovari, mis
erinevad tksteisest nakatatava peremeestaime poolest. Pseudomonas syringae nakatab
tilvespetsiifiliselt nditeks uba, tomatit, oliivipuud, kurki ja veel teisigi majanduslikult tédhtsaid
taimi. Naiteks P. syringae pv. tomato DC3000 nakatab tomatit ja miiiirlooka (Arabidopsis
thaliana), P. syringae pv. glycinea PG4180 on aga sojaoa patogeen. Mdlemad pohjustavad
taime lehtedel ning vartel nekroosilaike. Arvatakse, et levaansukraas voib rolli méngida
flitopatogeneesis, sest kui vastavat ensiilimi kodeeriv geen inaktiveerida, siis haigusnidhud
vahenevad (Koczan et al., 2009). Levaani tootmine voib olla oluline bakteri kinnitumisel lehe
pinnale ja levaan voib kaitsta mikroobi varajases nakatamisfaasis taime kaitsemehhanismide
eest (Hettwer et al., 1995; Li ja Ullrich, 2001).

P. syringae pv. tomato DC3000, P. syringae pv. syringae B728a ja P. syringae pv.
phaseolicola 1448A genoomide analiiiis niitab, et enamikel P. syringae patovaridel on kolm

levaansukraasi geeni, millest kaks paiknevad kromosoomis ja iiks plasmiidil

(www.pseudomonas-syringae.org; Li ja Ullrich, 2001; Srivastava et al., 2012). Niiteks P.
syringae pv. tomato DC3000 puhul paikneb Isc3 plasmiidil pDC3000A ja kaks iilejaénut
levaansukraasi kodeerivat geeni (Iscl ja Isc2) on kromosoomis. Plasmiid pDC3000A (73661
ap) on iiks kahest selles tiives leiduvast plasmiidist, millel paikneb rohkesti virulentsusgeene
(Buell et al., 2003). Samas P. syringae pv. syringae B728a puuduvad plasmiidid ja tema kaks

levaansukraasi kodeerivat geeni paiknevad molemad kromosoomis (www.pseudomonas-

syringae.org).

P. syringae patovaride levaansukraasid on vdga sarnased. Niiteks P. syringae pv. tomato
levaansukraasid Lscl ja Lsc3 on 96% ulatuses identsed ja kumbki on 95% identne Lsc2-ga
(Visnapuu, 2007; vt Tabel 3). P. syringae levaansukraaside peamine erinevus ilmneb valgu N-
terminaalses osas: 431 aminohappe pikkusel valgul on N-terminuses 16 ah pikkune jérjestus,
mis 415 ah valgul puudub. N-terminaalse lisajérjestuse funktsioon on tépselt teadmata, kuid
suure tdendosusega ei osale ta valgu sekretsioonis (Li ja Ullrich, 2001; Li et al., 2006).
Arvatavasti on liihem levaansukraas ilirgsema pdritoluga. On tdendeid selle kohta, et P.
syringae pikemad (431 ah) levaansukraasid voisid tekkida lithikesest (415 ah)
levaansukraasist. Srivastava et al. (2012) ja Khandekar et al. (2014) néitasid oma td6des, et
see vois toimuda nii, et bakteriofaagi osalusel sisenes DNA 16ik mittefunktsionaalse
promootoriga levaansukraasi geenikoopia kodeeriva jérjestuse ette, mille tagajirel tekkis
geenile tootav promootor ja valgu N-terminusse lisandus 16 aminohapet. MittetoGtava
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promootoriga levaansukraasi geen on ka IscA P. syringae pv. glycinea’l. Alles siis, kui seda
geeni ekspresseeriti E. coli’s LacZ promootorilt, toimus LscA valgu siintees (Hettwer et al.,
1998). Huvitaval kombel oli P. syringae pv. glycinea IscA geeni promootor funktsionaalne
Erwinia herbicola’s (Srivastava et al.,, 2012). P. syringae pv. glycinea teised kaks
levaansukraasi, LscB ja LscC, paiknevad looduslikus peremeesbakteris erinevalt: LscC on
periplasmas ja LscB suunatakse rakust vélja. Siiski, vdhemalt {iks levaansukraasi kodeeriv
geen peaks peremehes avalduma, sest kui rakke kasvatada sahharoosi sisaldaval s66tmel,

toodavad bakterid levaani ja kolooniad on limased (Li ja Ullrich, 2001).

Levaansukraasid on vdimelised kasutama substraadiks tildjuhul sahharoosi (a-D-Glcp-
(1—2)B-D-Fruf; Glc-Fru), kuid on ndidatud ka monede teiste suhkrute kasutamist. Naiteks P.
syringae pv. tomato levaansukraasid suudavad siinteesida levaani ka rafinoosist (a-D-Galp-
(1—6)-a-D-Glcp-(1—2)p-D-Fruf; GalGlc-Fru) ja stahhiioosist (a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-
(1—6)-0-D-Glcp-(1—2)-B-D-Fruf; Gal,Glc-Fru), kuid viidetavalt selle bakteri pv.
phaseolicola levaansukraas rafinoosi kasutada ei suuda (Hettwer et al., 1995; Visnapuu et al.,
2008; Visnapuu et al., 2011). Ka on niidatud, et nii Lsc2 kui ka Lsc3 puhul takistab rafinoos
sahharoosi 10hustamist konkurentselt (Visnapuu, 2007; Visnapuu et al., 2008). P. syringae pv.
phaseolicola vastava ensiitimi afiinsus sahharoosile on viga viike (Ky=160 mM), vorreldes
pv. tomato levaansukraasidega (Hettwer et al., 1995). Lsc3 valgul on K, véairtuseks
sahharoosile palju madalam, 185 mM. Lsc2 puhul on aga afiinsus sahharoosile veidi
madalam, K,=25 mM. Afiinsus rafinoosile on neil ensiitimidel aga umbes poole viiksem kui
sahharoosile. Seega peaksid rafinoos ja sahharoos seostuma Lsc3 ja Lsc2 ensiilimide
aktiivtsentri sama piirkonnaga (inhibeerivad konkurentselt teineteise seondumist) ning
sahharoos seostub tugevamini kui rafinoos (Visnapuu, 2007; Visnapuu et al., 2008; Alamie et
al., 2012).

Levaansukraasi kataliilisitav reaktsioon soltub tugevalt temperatuurist. Madalamatel
temperatuuridel suureneb poliimeriseeriv ja korgematel sahharoosi hiidroliiiisiv aktiivsus.
Niiteks P. syringae pv. phaseolicola’l oli levaani siinteesiks parim temperatuur 18 °C ja

sahharoosi hiidroliiiis toimus kdige aktiivsemalt temperatuuril 60 °C (Hettwer et al., 1995).

Eksoensiiimidele on oluline valgu stabiilsus ja ensiimaatilise aktiivsuse séilitamine
looduskeskkonnas. Naiteks P. syringae pv. phaseolicola’l on ndidatud &darmiselt suurt
vastupidavust korduvale kiilmutamisele ja sulatamisele, erinevatele proteaasidele ja ka
keemilistele denatureerijatele. Lisaks ei kaotanud ensiitim oma aktiivsust, kui teda hoiti kuus

kuud temperatuuril 4 °C (Hettwer et al., 1995). Meie t66grupi uuritaval levaansukraasil Lsc3
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on samuti ndidatud aktiivsuse sdilimist temperatuuril 37 °C 30 pédeva ja temperatuuril 4 °C
viahemalt kuus kuud (Visnapuu et al., 2011) ning inkubeerimisaja pikendamisel viie kuuni
(temperatuuril 37 °C) siilis 50% ensiitimi aktiivsusest (Mardo et al., 2014b). Ka pH mgjutab
ensiitimi aktiivsust. P. syringae pv. phaseolicola levaansukraaside t6oks optimaalne pH jaab
ndrgalt happelisse piirkonda, pH 6 ldhedale (Hettwer et al., 1995; Visnapuu, 2012). On
testitud ka ensiiiimi tundlikkust metallioonidele. Niiteks Ag", Cu®, Zn®** ja Hg*
inaktiveerisid P. syringae pv. phaseolicola levaansukraasi tugevasti (Hettwer et al., 1995). P.
syrinage pv. tomato Lsc2 ja Lsc3 valke inhibeerisid tugevasti Hg** ja Ag" ioonid, kuid teised
testitud metallioonid erilist mdju ei avaldanud (Visnapuu, 2012). Levaansukraasid taluvad
hasti ka denatureerivaid ja redutseerivaid aineid. Naiteks P. syringae pv. phaseolicola
levaansukraasi puhul vdhendas 10% SDS lisamine ensiiiimi aktiivsust vihe — see alanes 73%-
ni (Hettwer et al., 1995). Meie andmed siiski nditasid, et sama bakteri pv. tomato
levaansukraasid Lsc2 ja Lsc3 kaotasid SDS-tootlusel tdielikult oma aktiivsuse (Visnapuu,
2012). Molema patovari levaansukraasidel on uuritud ka redutseerivate ainete ditiotreitooli ja
merkaptoetanooli moju: P. syringae pv. tomato ensiiiimidele need ained mdju ei avaldanud ja
pv. phaseolicola ensiiiimi aktiivsus alanes ainult nende ainete vidga kdrgel kontsentratsioonil
(100 mM). Saadud tulemustest saab jireldada, et nendel ensiitimidel pole valgus disulfiidsildu

(Hettwer et al., 1995; Visnapuu, 2012).

1.4. Fruktooligosahhariidide ja levaani voimalikud rakendused

Nii taimed kui ka bakterid toodavad fruktaane. Taimed kasutavad neid varuainena ja
arvatakse, et fruktaanid kaitsevad neid kiilmakahjustuste ja poua eest (Pontis, 1989; Hendry,
1993; Vijn ja Smeekens, 1999). Bakterid kasutavad fruktaane olenevalt nende elukeskkonnast
erinevatel eesmarkidel. Néiteks Streptococcus mutans on suus elav bakter ja peamine kaariese
pohjustaja. Fruktaanide abil saab ta pindadele kinnituda (Bergeron ja Burne, 2001). Mullas
elutsev B. subtilis kasutab levaani varuainena keskkonnastressi puhul. Arvatakse, et limajas
levaanikiht aitab bakteril kinnituda paremini mullaosakestele, véltida kuivamist ja siduda
saasteaineid limbritsevast keskkonnast (Ammar et al., 2002; Kang et al., 2005). Lisaks vdib
levaansukraas osaleda ka taime ja bakteri vahelises siimbioosis. Néiteks G. diazotrophicus
elab suhkruroo juhtkudedes ning siinteesib suhkrurikkast taimemahlast liihikese ahelaga
fruktaane, nditeks kestoosi, mida peremeestaim saab kasutada taimeomaste fruktaanide
stinteesis (Hernandez et al., 1995). Taimepatogeen E. amylovora pohjustab roosdielistel

viljapuu-bakterpdletikku. Temal ja teistel taimi nakatavatel bakteritel on levaansukraasi
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reaktsiooniproduktid (levaan) virulentsusfaktoriks, mis takistab bakteri dratundmist ja pakub

ka kaitset taime poolt eritavate ainete eest (Geier ja Geider, 1993; Li, 2001).

Levaansukraaside reaktsiooniproduktideks on lithikese ahelaga fruktooligosahhariidid ja
poliimeerne levaan. Sellised fruktaanid voiksid leida kasutust meditsiinis, toiduainetodstuses
ja ka kosmeetikas. Eriti huvi pakkuvad on aga FOS-d, millel on tdheldatud prebiootilist toimet
ning neid voiks kasutada toidulisandina (Verdonk et al., 2005). Need suhkrud on inimesele
seedumatud ja soodustavad spetsiifiliselt jamesooles elutsevate kasulike bakterite kasvu ja
paljunemist, sest mitmed bifidobakterid ja ka laktobatsillid suudavad kasutada FOS-e
stisinikuallikana. Lisaks vdhendavad FOS-id ka patogeensete bakterite arvukust soolestikus
(Trowell, 1976; Crittenden ja Playne, 1996; Bornet et al., 2002; Kelly, 2008). Fruktaanide
kasutamise tohusus sOltub ahela pikkusest. Naiteks bifidobakterid kasutavad vigagi
efektiivselt lithikese ahelaga fruktaane. Pikema ahelaga sahhariidide 16hustamiseks vajavad
nad aga teiste soolebakterite abi (Biedrzycka ja Bieleca, 2004). Kaur ja Gupta (2002) niitasid,
et inuliin ja lithikesed oligofruktaanid stimuleerisid immuunsiisteemi, viahendasid veresuhkru
sisaldust ja ka kahjulike bakterite hulka soolestikus. Pikemal poliimeeril, niiteks levaanil,

voiks olla rasvumise ja kasvajate vastane toime (Yoo et al., 2004; Kang et al., 2006).

Varasemalt on {isna palju uuritud inuliini-tiiiipi FOS-ide prebiootilist moju, sest neid saab
lihtsamini  toOstuslikult  toota  siguri ja  daalia  juurtest eraldatud inuliinist

(http://www.beneo.com). Kiill aga on tdheldatud, et levaanitiitipi FOS-id (fruktoosi jadkide

vahel on B-2,6 gliikosiidside) on isegi efektiivsema prebiootilise toimega kui inuliinitiitipi
FOS-id (B-2,1 side) (Marx et al., 2000). Seega voiks prebiootikumina toota just levaanitiiiipi
FOS-e, kuid ilmselt on nende tootmine ja puhastamine kulukas ning levaani-tiiipi FOS-e ei
ole miiiigis. Levaani on vdimalik osta, kuid ta on kallis. Néiteks 1 g Z. mobilis’e levaani
maksab firmast Sigma-Aldrich ostes 219.5 eurot. Samas maksab samast firmast ostes 100 ¢
siguri juurtest puhastatud inuliini 402 eurot ning daalia juurtest puhastatud 100 g inuliini hind

on 204 eurot (http://www.sigmaaldrich.com/). Jarelikult oleks vaja levaani ja levaanitiiiipi

FOS-de toostuslikuks tootmiseks leida odavamaid lahendusi.

Fruktaane saab kasutada ka toidulisanditena. Nditeks pikema ahelaga inuliini poliimeeridel
puudub maitse ning neil on rasvataoline struktuur. Inuliini on kasutatud lisandina vorstis rasva
osaliseks asendamiseks vihendamiseks (Mendoza et al., 2001). Lithema ahelaga fruktaanid on
magusa maitsega ning neid saaks kasutada toiduainetdostuses madala kalorsusega
magusainetena sahharoosi asemel (Vijn ja Smeekens, 1999). Viskoossus, vastupidavus

sooladele, kdrgele temperatuurile, pindaktiivsetele ainetele, hapetele ja alustele, lahustuvus
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vees ja Olis — kdik need fruktaanide omadused vdimaldavad kasutada neid emulgaatorite,
paksendajate, kapslimaterjalina ja stabilisaatorina nii mitmeski eluvaldkonnas. Meditsiinis
voiksid fruktaanid kasutust leida ka vereplasma asendajana (Bekers et al., 2005; Banguela ja
Hernandez, 2006).

2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. Too eesmargid
T66 koostamiseks piistitati jargmised iilesanded:

1. Ekspresseerida Escherichia coli tiives BL21(DE3) nii N- kui ka C-terminaalse Hisg-
margisega Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 levaansukraasi Lsc2.

2. Puhastada Lsc2 valgud ja vorrelda valkude substraadikasutust, poliimerisatsiooni-
voimet ja reaktsiooniproduktide spektrit Lsc3 valgu vastavate niitajatega.

3. Konstrueerida Lsc2 valgu ennustatud kataliiiitilise kolmiku (Asp46, Asp203 ja
Glu287) asendusmutandid alaniiniga ja ekspresseerida mutantseid valke E. coli tiives
BL21(DE3).

4. Puhastada mutantsed valgud ja iseloomustada nende omadusi.
5. Hinnata in silico Lsc2 ja Lsc3 valkude kristalliseeritavust.

6. Uurida Thermofluor’i meetodit kasutades, kuidas erinevad fruktosiiiili aktseptorid
mojutavad metsiktiitipi Lsc2 valgu termostabiilsust ja kuidas sahharoos, rafinoos ja
stahhiioos md&jutavad Lsc2 mutantide termostabiilsust.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Konstruktide tegemiseks kasutati Escherichia coli tive DH5a (supE44 AlacUI169 (980
lacZAM15) recAl endAl hsdR17 thi-1 gyrA96 relAl) (Invitrogen, USA; Miller, 1972).
Mutantseid valke ekspresseeriti E. coli tiives BL21(DE3) (hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5
lacUV5-T7 gene 1)) (Studier ja Moffatt, 1986). Selles t66s konstrueeritud ja kasutatud
plasmiidid on esitatud Tabelis 2. Metsiktiitipi ja mutantsete levaansukraaside
ekspresseerimiseks kasutati pURI3-TEV vai pURI3-Cter vektoreid (Curiel et al., 2011), kuhu
oli kloneeritud P. syringae pv. tomato DC3000 algne v&i mutante levaansukraasi kodeeriv
geen Isc2. Levaansukraasi pURI3-TEVIsc2 plasmiidilt ekspresseerides lisandub Lsc2 valgule
N-terminaalne Hiss-jarjestus, mis on eemaldatav TEV proteaasiga. pURI3-Cterlsc2 puhul on

poliihistidiini mérgis valgu C-terminaalses otsas.
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Tabel 2. Toos kasutatud plasmiidid, nende péritolu, koodonite ja vastavate aminohapete
asendused ning vastavate mutatsioonide asukohad valgus.

. Koodoni Aminohappe Aminohappe .
Plasmiid asendus asendus positsioon valgus Viide
PURIS-TEV - - - Curiel et al., 2011
(ekspressioonivektor)
PURI3-Cter - - - Curiel et al., 2011
(ekspressioonivektor)
Karin Mardo,
pURI3-TEVIsc2 - - - avaldamata
andmed
Karin Mardo,
pURI3-Cterlsc2 - - - avaldamata
andmed
pURI3- " e
Cterlsc2D46A GAC — GCC Asp — Ala 46 Kéesolev t60
pURI3- " e
Cterlsc2D203A GAT — GCC Asp — Ala 203 Kéesolev t60
pURI3- . e
Cterlsc2E287A GAG — GCG Glu — Ala 287 Kéesolev t60

2.2.2. Levaansukraasi muteerimine, kloneerimine ja geelelektroforees

Mutatsioonide viimiseks Isc2 geeni kasutati PCR-pShist megapraimeri meetodit (Wei et al.,
2004; Visnapuu et al., 2011). Vastavad koodonivahetused on ndidatud Tabelis 2. Koik
muteerimiseks ja kloneerimiseks vajalikud PCR-i reaktsioonid tehti Pfu DNA poliimeraasiga
(Thermo Scientific, USA), millel on vigu parandav aktiivsus. Megapraimer siinteesiti PCR
reaktsioonisegus, mis sisaldas 1x Pfu puhvrit (Thermo Scientific, USA), 0.2 mM dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Thermo Scientific, USA), 4 mM MgSQO,, mdlemat praimerit 0.5
pmol/ul ja 0.025 U/ul Pfu DNA poliimeraasi. Matriits DNA-na kasutati muteerimata Isc2
geeni sisaldavat plasmiidi pURI3-Cterlsc2, mida lisati umbes 0.2 pl. Megapraimeri
amplifikatsioonil kasutati péripraimerina T7 (5° TAATACGACTCACTATAGGG 3’) ja
vastupraimerina Asp46Ala puhul D62ARev (5° CATGGTGGCCCAGATGAAT 3’) voi
Asp203Ala puhul D219ARev (5° ACTGGGGGCGCGAAAGTTC 3’°). Glu287 asendamisel
alaniiniga kasutati péripraimerina E303AFw (5° TGATCAGACCGCGCGGCC 3’) ja
vastupraimerina Ampsaba (5° CTGAGATAGGTGCCTCAC 3’). Muteerimispraimeritena
kasutati Lsc3 valgu muteerimise jaoks koostatud praimereid D62ARev, D219ARev ja
E303AFw (Mardo et al., 2014a) seetottu, et DNA jérjestused on neis piirkondades Isc2 ja Isc3
geenidel samasugused. Praimerid sisaldavad selliseid nukleotiidivahetusi (praimerite
jarjestustes allajoonitud), mis tekitavad vastavasse positsiooni alaniini koodoni (ndidatud

hallil taustal). Saadud 224 ap, 695 ap ja 539 ap pikkused DNA fragmendid lahutati
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geelelektroforeesiga 0.8 % agaroosgeelil (metoodika allpool) ning sobiva pikkusega DNA
fragmendid puhastati geelist MoBio (USA) Ultra Clean™ 15 DNA puhastamise komplektiga
vastavalt tootjapoolsele protokollile. Jargnevalt pikendati megapraimereid PCR-i abil.
Reaktsioonisegu sisaldas megapraimerit, 1x Pfu puhvrit, 4 mM MgSQO,, 0.04 mM dNTP, 0.05
U/ul Pfu DNA poliimeraasi ja matriits-DNA-na kasutati pURI3-Cterlsc2. Seejarel toodeldi
proove restriktaasi Dpnl-ga (Thermo Scientific, USA) temperatuuril 37 °C ~12 h, et
lagundada metiileeritud DNA (matriitsina kasutatud pURI3-Cterlsc2). Ensiilim inaktiveeriti
proovide kuumutamisega 20 minuti jooksul temperatuuril 80 °C. Muteeritud Isc2 geeni
amplifitseerimiseks kasutati praimereid Lsc2CterFw (5’
TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGTAACATCAACTACGCACCTA 3’) ja
Lsc2CterRev (5° GCTATTAATGATGATGATGATGATGGCTCAACGTAATATCCT 37).
Kasutatud praimerid on osaliselt komplementaarsed Isc2 geeni jérjestusega (allajoonitud) ja
osaliselt pURI3Cter vektoriga (kaldkirjas). PCR-i produkti (1294 ap) olemasolu kontrolliti
0.8% agaroosgeelil ja puhastati geelist MoBio (USA) Ultra Clean™15 komplektiga.

Jargnevalt kloneeriti muteeritud geen pURI3Cter vektorisse PCR-i pohise meetodiga.
Tulemuseks saadi pikad liheahelalise DNA ahelad, mille {ihes otsas on Isc2 geen ja sellele
jargneb pURI3-Cter plasmiidijérjestus. Reaktsioonisegu toodeldi Dpnl-ga, et vabaneda
metiileeritud pURI3-Cter DNA-st. DNA transformeeriti E. coli DHS5a tiivesse, saadud
kolooniaid kontrolliti geeni olemasolu suhtes PCR-iga. Selleks kasutati praimeritepaari T7 ja
Ampsaba ning Taq DNA poliimeraasi (produkti pikkus 1467 ap). Kolooniatest eraldati
plasmiidne DNA ja mutatsioonide olemasolu kontrolliti DNA sekveneerimisega (vt ptk
2.2.3.). Konstrueeritud plasmiidid nimetati pURI3-Cterlsc2D46A, pURI3-Cterlsc2D203A ja
pURI3-Cterlsc2E287A (Tabel 2).

Geelelektroforees

DNA fragmendid lahutati elektroforeesiga etiidiumbromiidi (0.35 ug/ml) sisaldavas 0.8%
agaroosgeelis. Elektroforees toimus 0.5x TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaatpuhver, 1 mM
EDTA; pH 8.2) toatemperatuuril pingel 10 V/cm. DNA fragmente vaadeldi
ultraviolettvalguses ja nende suuruse hindamiseks vdorreldi neid DNA suurusmarkeriga
(GeneRuler™ 1 kb, Thermo Scientific, USA).

Valkude lahutamiseks kasutati denatureerivat SDS-poliiakriiiilamiidgeelelektroforeesi (SDS-
PAGE) 10% geelis (Sambrook ja Russell, 2001). Valguproovidele (3 ul) lisati 6 pl 2X
Laemmli laadimispuhvrit (Laemmli, 1970), 3 pl mQ vett ning neid kuumutati 5 min

temperatuuril 96 °C. Proov kanti geelile ja valkude suuruse hindamiseks kasutati markerit
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PageRuler™ SMO0671 (Thermo Scientific, USA). Valgud lahutati 1x SDS puhvriga (25 mM
Tris, 192 mM gliitsiin, 0.1% SDS) pingel 12 V/cm, kasutades Mini-PROTEAN Tetra
foreesisiisteemi (BIO-RAD, USA) ja seejarel geel vérviti Comassie Brilliant Blue G250

sisaldava virviga.

2.2.3. Plasmiidse DNA viimine bakterirakku, selle eraldamine, kontrollimine,
puhastamine ja sekveneerimine

Lsc2 geenid transformeeriti kloneerimisel E. coli DH5a tiivesse ning nende
ekspresseerimiseks E. coli BL21(DE3) (Sambrook et al., 1989) rakkudesse, kasutati Inoue et
al. (1990) meetodil ette valmistatud bakterirakke. Jaélt voetud kompetentsetele rakkudele
lisati plasmiidset DNA-d, tehti temperatuurisokk (1 min 30 sek 42 °C) ning rakke kasvatati 1
tund 1 ml LB (Luria-Bertani) vedels6otmes loksutil temperatuuril 37 °C. Transformeerimisel
DHb5a tiivesse lisati 5 ul PCR-i segu (vt ptk 2.2.2.) ja geenide ekspressiooniks BL21(DE3)
tiives lisati 1 pl plasmiidset DNA-d. Seejarel plaaditi rakud ampitsilliini (Amp; 0.15 mg/ml)
sisaldavale selektiivsootmele ja kasvatati iile6d temperatuuril 37 °C. Amp-resistentsed
kolooniad kiilvati LB-Amp tardso6tmele ja ekspressioonitiive puhul ka 10% sahharoosi
sisaldavale LB-Amp 1 mM IPTG-ga (isopropiiiil-p-D-1-tiogalaktopiiranosiid) tardsédtme.
Viimast kasutati selleks, et kontrollida transformantide kolooniatel sahharoosist levaani
stinteesi voimet. Isc2 geeni olemasolu kontrolliti PCR-iga, milleks kasutati praimereid T7 ja
Lsc2Revl (5° ACGCCTTTGTCTGACGTG 3°) (fragmendi pikkus 592 ap). Isc2 geeni
sisaldavad transformandid kiilvati 5 ml LB-Amp so6tmesse, kasvatati loksutil temperatuuril
37 °C iile66 ning rakkudest eraldati plasmiidne DNA Favor Prep™ Plasmid Extraction Mini
Kit-iga (Favorgen Biotech Corp., Taiwan).

Mutatsioonide olemasolu ja korrektsust Isc2 geenis kontrolliti sekveneerimisega.
Sekveneerimiseks kasutati BigDye® Terminator vI.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Kanada) komplekti ja modifitseeritud tootjapoolset protokolli. Esmalt tehti PCR,
mille reaktsioonisegu sisaldas 1 ul plasmiidset DNA-d, 1x Taq puhvrit (Naxo, Eesti), 6.25
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.05 U/ul Taqg DNA poliimeraasi ja molemat praimerit 0.1
pmol/ul. Praimeritepaarina kasutati T7 ja Lsc2Revl (592 ap) ning Lsc2Fwl (5’
TGTTGAACGACAACGGTGAT 3’) ja Ampsaba (978 ap). Jargnevalt toimus proovide Exol-
FastAP t66tlus 15 min 37 °C, mille kédigus FastAP (aluseline fosfataas; Thermo Scientific,
USA) eemaldab DNA mdlemast otsast fosfaatrithmad ning Exol (Thermo Scientific, USA)
lagundab iiheahelalise DNA 3’—5’ suunas. Ensiilimid inaktiveeriti 15 min 80 °C. Edasi

valmistati proovid sekveneerimiseks ette tootjapoolsete reaktiividega (0.7 upl BigDye
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premiksi, 2 ul 5x lahjenduspuhvrit, 4 pmol/ul praimerit ja 1 pl DNA-d) Peale siinteesietappi
sadestati DNA etanooliga. Ettevalmistatud proovid saadeti sekveneerimisele TUMRI

sekveneerimiskeskusesse.

2.2.4. Levaansukraasi valkude heteroloogiline siintees ja puhastamine

Levaansukraaside heteroloogiliseks ekspresseerimiseks transformeeriti mutantset Isc2 geeni
sisaldavad pURI3-Cter plasmiidid E. coli BL21(DE3) tiivesse (Visnapuu et al., 2011; vt ptk
2.2.3.). Transformandid kiilvati esmalt 5 ml LB-Amp vedels6dtmesse, kasvatati loksutil tile6o
ning kiilvati edasi 200 ml LB vedelsdotmesse algtihedusega ODgpp=0.05 (optiline tihedus).
Rakke kasvatati kuni tiheduseni ODgy~0.5, siis lisati levaansukraasi geeni transkriptsiooni
algatamiseks IPTG-d 16ppkontsentratsiooniga 0.5 mM ja levaansukraasi tlileekspressiooniks
kasvatati rakke temperatuuril 22 °C 20 tundi. Bakterid eraldati so6tmest tsentrifuugimisega
(2400 g, 10 min, 4 °C), pesti kaks korda 10 ml 100 mM Na-fosfaatpuhvriga (pH 7.0) ja

sdilitati temperatuuril -20 °C kuni valgu puhastamiseni.

Rakud sulatati ja suspendeeriti 5 ml puhvris A (10 mM imidasool, 10% gliitserool, 50 mM
NaH,PO4, 300 mM NaCl; pH 6.0) ning purustati ultraheliga téodeldes (Ultrasonic
Homogenizer 4710, Cole-Parmer Instrument Co., USA). Sonikaati tsentrifuugiti 2400 g; 30
min; 4 °C) ja supernatant filtreeriti 1dbi 0.45 pum pooriga siistlafiltri (Minisart®, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Saksamaa). Valgu puhastamiseks kasutati vedelikkromatograafia
siisteemi AKTAprime™ plus ja 1 ml Ni**-afiinsuskromatograafia kolonne HisTrap™ FF
(molemad GE Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi). Puhastus viidi 1dbi tootjapoolseid
soovitusi jargides (programm: Affinity purification any His-Trap). Toos kasutatud
levaansukraasid sisaldavad valgu N- voi C-terminaalses otsas poliihistidiini margist, mis
seondub kolonnis Ni**-ioonidega. Valk elueeriti kolonnist puhver B-ga (500 mM imidasool,
10% gliitserool, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,; pH 6.0). Kolonnist elueeritud
fraktsioonides kontrolliti levaansukraasi olemasolu SDS-geelil (vt ptk 2.2.2.) ning uuritavat
valku sisaldavad fraktsioonid liideti. VVastavad fraktsioonid kanti 12-14 kDa poorisuurusega
ServaPor® dialiiisimembraani (SERVA Electrophoresis GmbH, Saksamaa) ja dialiiiisiks
kasutati Mcllvaine’i puhvrit (130 mM Na,HPO,4, 40 mM sidrunhape, 0.02% Na-asiid; pH
6.0). Dialiiiis toimus 24 h 4 °C ning puhvrit vahetati kaks korda. Jargnevalt kontsentreeriti
valgulahust Amicon® Ultra (Mw cutoff 10 kDa, Millipore, lirimaa) tsentrifuugimisfiltritega
(2400 g, ~20 min, 4 °C) kuni lahuse maht oli vihenenud ~1 ml-ni. Valgu kontsentratsiooni
leidmiseks moddeti puhastatud valgupreparaadi ODygp vaartus mikroplaadil (NanoQuantPlate;
Tecan Group Ltd., Sveits), kasutades Tecan Infinite M200 Pro™ mikroplaadilugeja (Tecan
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Group Ltd., Sveits) programmi Tecan i-control™ 1.7 (Tecan Group Ltd.). Kontsentratsiooni
arvutamisel kasutati valgu ekstinktsioonikoefitsenti (), mis arvutati valgujérjestuse alusel

ExPasy Proteoomika Serveris (Gasteiger et al., 2005; http://web.expasy.org/protparam/) ning

valemit C (mg/ml)=0Dgo/€ X L, kus teepikkus L on 0.05 cm.

2.2.5. Levaansukraasi aktiivsuse miidramine

Koguaktiivsuse miiramine glitkoosi tekke alusel

Levaansukraasi sahharoosi 16hustavat aktiivsust ehk koguaktiivsust méérati temperatuuril 37
°C, mootes reaktsiooni algkiirust gliikoosi eraldumise jargi. Selleks kasutasime Glucose
Liquicolor-i reaktiivi (Human GmbH, Saksamaa) ja meie poolt eelnevalt viljatootatud
meetodit (Visnapuu et al.,, 2008). Reaktsioonisegu sisaldas puhastatud valgu sobivat
lahjendust, Mcllvaine’i puhvrit ning Segus varieeriti erinevaid sahharoosi kontsentratsioone
(5-400 mM). Reaktsioon algatati valgu lisamisega reaktsioonisegule. Erinevatel ajapunktidel
voeti reaktsioonisegust vilja 50 ul proovi, mis lisati 150 pl Tris (trihiidroksiimetiiil-
aminometaan)-HCI puhvrile (200 mM; pH 8.3) ja proove kuumutati 5 min temperatuuril 96
°C reaktsiooni peatamiseks. Proovid jahutati jaal, neile lisati 800 pl Glucose Liquicolor’i
reaktiivi ja inkubeeriti 5 min 37 °C, et tuvastada sahharoosi 16hustamisel eraldunud gliikoosi.
Gliikkoosi hulga méadramiseks moodeti optilise tiheduse véadrtus spektrofotomeetriliselt
lainepikkusel 500 nm ning vastav gliikkoosi kogus leiti kasutades kaliibergraafikut.
Koguaktiivsus  véljendati  sahharoosi  1dhustamisel vabanenud glilkoosi hulgana

mikromoolides minutis mg valgu kohta (U/mg).

Km ja maksimaalne reaktsioonikiirus (Vmax) médrati Michaelis-Menteni vorrandit kasutades
programmi SigmaPlot 2001 (SYSTAT, USA) ensiitimikineetika mooduliga (Enzyme Kinetics
Module 1.1). Kataliiiitiline konstant ke (1/s) arvutati vastava valgu Vmax védrtuse ja
molekulmassi jargi. Molekulmassid arvutati valgujarjestuse alusel ExPasy serveris

(http://expasy.org/tools/pi_tool.html). Kataliiiitiline efektiivsus (1/M x min) arvutati ke ja K

jagatisena.

Koguaktiivsuse midramine redutseerivate suhkrute tekke alusel

Levaansukraasi sahharoosi (Glc-Fru), rafinoosi (Gal-Glc-Fru) ja stahhiioosi (Gal,-Glc-Fru)
kasutamise vOimet saab hinnata mootes nende substraatide 1dhustamise algkiirusi
redutseerivate suhkrute moodustumise kaudu. Sahharoosist moodustub redutseerivate
suhkrutena gliikoos (Glc) ja fruktoos (Fru), rafinoosist melibioos (Gal-Glc) ja Fru ning

stahhiioosist redutseeriv trisahhariid ja Fru. Sahharoos, rafinoos ja stahhiioos ise on
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mitteredutseerivad suhkrud. Redutseerivate suhkrute kontsentratsiooni médramiseks kasutati
3,5-dinitrosalitsiitilhappe (DNSA) reaktiivi (Miller, 1959). Reaktsioonisegu (1.5 ml) sisaldas
Mcllvaine’i puhvrit, 20 pl levaansukraasi valgu sobivat lahjendust ja 100 mM sahharoosi,
rafinoosi voi stahhiioosi. Erinevatel aegadel voeti vilja proovid (200 pul) ning segati 400 pl
DNSA reaktiiviga. Proove kuumutati 5 min temperatuuril 100 °C ning jahutati jaal (Visnapuu
et al., 2008). Enne optilise tiheduse mootmist (ODsag) lisati proovidele 800 pul mQ vett.
Sahharoosi voi rafinoosi kasutamise aktiivsus véljendati substraadist 1 minuti jooksul
moodustunud redutseerivate suhkrute hulgana mikromoolides mg valgu kohta (U/mg).
Tekkinud redutseerivate suhkrute kogused leiti kaliibergraafikut kasutades. Lisaks arvutati
rafinoosi ja sahharoosi ning stahhiioosi ja sahharoosi kasutamise suhe, mis viljendati

protsendina, kus sahharoosi kasutamise aktiivsuseks voeti 100%.

Metsiktiitipi levaansukraasidel moddeti rafinoosi suhtes Kpn ja Vmax méddramiseks
redutseerivate suhkrute teket rafinoosist selle erinevatel kontsentratsioonidel (10-200 mM).
Kineetilised parameetrid arvutati programmi SigmaPlot 2001 (SYSTAT, USA)

ensiilimikineetika moodulit kasutades (vt eestpoolt).

2.2.6. Transfruktosiiiiliva aktiivsuse méfiramine ja poliimerisatsiooniproduktide
analiiiis

Transfruktosiiiiliva aktiivsuse médramiseks ja poliimerisatsiooniproduktide analiiiisiks viidi
levaansukraasi reaktsioon 1abi jargmiselt: 2.7 U/ml puhastatud metsiktiiipi valku ja 100 pg/ml
muteeritud valku reageeris 37 °C 20 h 1200 mM voi 300 mM sahharoosiga (16pp-
kontsentratsioon)  Mcllvaine’i  puhvris. Lisatav valgu kogus soltus preparaadi
koguaktiivsusest, mis mdddeti 100 mM sahharoosiga temperatuuril 37 °C. Reaktsioon peatati
proovide kuumutamisega (96 °C, 5 min). Proovidest maérati enslimaatiliselt gliikoosi ja
fruktoosi sisaldus, dhukese kihi kromatograafiaga tuvastati fruktoosi sisaldavad produktid ja
korgefektiivse vedelikkromatograafia (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC)

analiilisiga méérati fruktooligosahhariidide sisaldus.

Transfruktostiiliva aktiivsuse méidramine

Transfruktosiitiliv ~ aktiivsus (TA) ehk levaansukraasi poliimeriseeriv vdime maéérati
meetodiga, millega moddetakse reaktsioonis sahharoosist moodustunud vaba gliikoosi ([GIc])
ja fruktoosi ([Fruy]) kontsentratsiooni reaktsioonisegus. Nende produktide kontsentratsioonide
vahe jérgi saab vilja arvutada, kui suur osa reageerinud sahharoosis sisalduvast fruktoosist

poliimeriseeritakse (van Hijum et al., 2001; Yanase et al., 2002; Mardo et al., 2014a). TA
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arvutatakse valemiga ([Glc]-[Fru,])/[Glc] x 100, milles [Glc] néitab gliikoosi ja [Fru,] vaba

poliimeriseerimata fruktoosi kontsentratsiooni reaktsioonisegus.

Lsc2 valgu kataliiiitilise kolmiku mutantidel gliikoosi ja fruktoosi sisalduse ensiimaatiliseks
madramiseks tehti eelnevalt valmistatud proovidest sobivad lahjendused ja 10 ul lahjendust
pipeteeriti spektrofotomeetri kiivetti (sobivad UV vahemiku mdotmiseks; Naxo, Eesti), mis
sisaldas 970 pl Tris-HCI puhvrit (50 mM, pH 7.5), 5 mM MgCly; 2 mM B-NAD-i; 1.1 mM
ATP-d ja 2.8 U Leuconostoc mesenteroides’e glilkoos-6-fosfaadi dehiidrogenaasi (Sigma-
Aldrich, USA). Spektrofotomeetriliselt moddeti lahuse algne optiline tihedus (Ag) 340 nm
juures (ODsg0). Seejérel lisati kiivetti 10 pl (1.5 U) parmi heksokinaasi (Roche, Sveits) ning
lasti reaktsioonil toimuda seni, kuni ODss4 enam ei suurenenud. Nimetatud ODs4o védrtuse
(A1) kaudu saab arvutada gliikoosi hulka. Fruktoosi hulga maaramiseks lisati seejérel kiivetti
10 pl (1.4 U) fosfogliikoisomeraasi (Sigma-Aldrich, USA) ning lahuse OD34 mdddeti seni,
kuni selle vdédrtus enam ei suurenenud (saadi ODg4g vadrtus Aj). Sahharoosist moodustunud
gliikoosi ja fruktoosi hulk arvutati jargmise valemi abil:

Ciikoos (MM)=AA; X 100/6.22

Crruktoos (MM)=AA; x 100/6.22

AA]_:AJ_- Ao
AA2:A2- A1

Poliimerisatsiooniproduktide analiiiis korgefektiivse vedelikkromatograafiaga (HPLC)

HPLC analiilisiga maérati gliikkoosi, fruktoosi, sahharoosi ja FOS-ide kogused
reaktsioonisegus ning arvutati ka TA véadrtus metsiktiitipi valkudel. Kromatograafia
labiviimiseks kasutati Acquity UPLC siisteemi (Waters, USA) koos Acquity ELS
(Evaporative Light-Scattering) detektoriga. Standardsuhkrutena kasutati sahharoosi (Serva,
Saksamaa), D-gliikoosi, D-fruktoosi (Sigma-Aldrich, Saksamaa), rafinoosi (Naxo, Eesti), 1-
kestoosi ja niistoosi (Sigma-Aldrich, Saksamaa). Standardsuhkrute véljumisaegade alusel
kolonnist tuvastati uuritavates proovides vastavad ained. Poliimerisatsiooniastmega 3-8 FOS-
ide koguse kalibreerimine toimus rafinoosi alusel. Metoodikat on pohjalikumalt kirjeldanud
Mardo et al. (2014b). HPLC analiiiisi viis 1dbi meie koostoopartner Heiki Vija (KBFI,
Tallinn).

Reaktsiooniproduktide spektri analiiiis 0hukese kihi kromatograafiaga

Ohukese kihi kromatograafia (Thin Layer Chromatography, TLC) tegemiseks Kkasutati

silikageelplaate (TLC Silica gel 60 Fus; Merck, Saksamaa). Plaadi kontsentreeriva osa
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stardijoonele kanti 0.5 pl eclnevalt 4 korda mQ veega lahjendatud proovi ning seejéarel plaat
kuivatati. Markeritena kasutati 0.7% Lsc3 levaani, 8 mM 1-kestoosi ja niistoosi ning 30 mM
D-fruktoosi ja sahharoosi (Mardo et al., 2014a). Markerite lahust kanti plaadile 0.5 pl.
Kromatograafiaplaat asetati voolutuslahusesse, mis koosnes kloroformist, déddikhappest ja mQ
veest (mahu jérgi 60:70:10) (Stiengele et al., 1999) ning plaati voolutati kaks korda iilemise
servani, seda vahepeal kuivatades. Seejdrel toodeldi plaati uurea reaktiiviga (3% uurea, 1 M
fosforhape veega kiillastatud butanoolis), et teha nédhtavaks fruktoosi sisaldavad suhkrud.
Plaati kuumutati ~10 min 120 °C kuni suhkrulaikude varvumiseni (St. John et al., 1996).

2.2.7. Levaani siinteesi kineetika jalgimine mikroplaadil

Levaani siinteesi kineetikat jalgiti mikrotiiterplaadil (Greiner 96 Flat Bottom Transparent
Polystyrol; CELLSTAR®, Greiner Bio-One GmbH, Saksamaa), registreerides
mikroplaadilugejas Tecan Infinite M200 Pro™ (Tecan Group Ltd., Sveits) reaktsioonisegu
hagususe suurenemist optilisel tihedusel 400 nm. Proove inkubeeriti temperatuuril 37 °C 12 h
ning ODygo vaértust mdddeti iga 15 minuti jarel. Reaktsioonisegu maht iithes kannukeses oli
200 ul ja see sisaldas erinevates kontsentratsioonides sahharoosi (300, 600 vdi 1200 mM),

Mcllvaine’i puhvrit ja 10 ug/ml valku (Visnapuu et al., 2011).

2.2.8. Thermofluor

Valkude termostabiilsuse mdodtmiseks kasutati Thermofluor’i meetodit ja reaalaja PCR
masinat LightCycler 480 System (Roche, Sveits). Reaktsioonisegu pipeteeriti Roche
LightCycler® 480 valgele mikroplaadile (kogumahuga 20 pl) ning sisaldas puhvrit
(Ioppkontsentratsioonid: 100 mM MES, pH 6.5; 150 mM NacCl), 2 uM valku ja 5x SYPRO
Orange (Sigma-Aldrich, Saksamaa) fluorestseeruvat varvi. Proovide temperatuuri tdsteti
vahemikus 27-95 °C ja samaaegselt moodeti fluorestsentsi intensiivsust (465-580 nm).
Temperatuuri tostmisel valk denatureerub ja véirv seondub algselt valgu sisemuses paiknenud,
kuid denatureerumisel paljastuvate hiidrofoobsete aminohapetega. Vesikeskkonnas on
SYPRO Orange fluorestsents vaigistatud. Andmed salvestati LightCycler® 480 (1.5.0 SP3)
tarkvaraga ja nende edasisel tootlemisel programmiga Excel leiti tuletis y=(Ay/Ax), mis allub

1 (}’f+1 —¥ Vi— Vi

valemile: 2\Xi+1 — X x;——xz-_l)’ kus ;i ja x; tdhistavad tundmatu védrtusi punktis i.

Valkude sulamistemperatuuriks (Ty,) loetakse temperatuuri, kus pooled lahuses olevad
valgumolekulid on denatureerunud. T, on leitav punktina x-teljel, mil tuletise véartus y-teljel

on minimaalne.
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Thermofluor’i  meetodil testiti, kuidas mojutab Lsc2 substraatide lisamine tema
termostabiilsust. Kataliiiitiliselt inaktiivsete mutantide Lsc2D46A, Lsc2D203A ja Lsc2E287A
puhul kasutasime substraatidena sahharoosi, rafinoosi ja stahhiioosi (Sigma-Aldrich,
Saksamaa), varieerides nende kontsentratsioone vahemikus 0-300 mM. Muteerimata,
kataliititiliselt aktiivse valgu puhul kasutasime substraatidena aineid, mis voiksid toimida
fruktosiiiili aktseptorina. Testisime D-sorbitooli (Serva, Saksamaa), D-mannitooli (Chemapol,
TSehhi), D-ksiiloosi, D-fukoosi, L- ja D-arabinoosi, D-riboosi, ksiilitooli, ja metiiiil-a-D-
gliikopiiranosiidi, glitkoosamiini, D-maltoosi, trehaloosi, D-tsellobioosi (k&ik Sigma-Aldrich,
Saksamaa), D-laktoosi (AppliChem, Saksmaa) moju Lsc2 termostabiilsusele. Potentsiaalsete

aktseptorite kontsentratsioone varieerisime vahemikus 0-300 mM.

2.2.9. Arvutipohised meetodid

Erinevate bakterite levaansukraaside primaarjérjestused joondati veebipohise programmiga

MUSCLE (Edgar, 2004). Vastavad valgujarjestused voeti UniProt (http://www.uniprot.org/)

andmebaasist ning joonduse visualiseerimiseks ja Kkataliiiitiliste aminohapete asukoha
tuvastamiseks kasutati programmi BioEdit 7.0.5 (Hall, 1999). DNA jirjestuste, plasmiidide
visualiseerimiseks ning virtuaalseks kloneerimiseks kasutati programmi pDRAW 1.1.107
(http://www.acaclone.com/). Sisseviidud mutatsioonide kontrollimisel kasutati programmi

BioEdit, millega vorreldi sekveneerimisel saadud muteeritud Isc2 geeni ja algse geeni

nukleotiidseid jérjestusi.

Levaansukraasi struktuuri modelleerimiseks kasutati alusena B. subtilis’e levaansukraasi SacB
kristallstruktuuri (PDB ID: 3BYN; Meng ja Fiitterer, 2008), mudel visualiseeriti programmiga
PyMol (DeLano, 2002). Lsc2 ja Lsc3 valkude kristalliseeritavuse hindamiseks kasutati
veebiserverit XtalPred (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl; Slabinski et al., 2007).

2.3. Tulemused ja arutelu

Levaansukraas on bakteriaalne eksoensiilim, mis 10hub sahharoosis oleva fruktoosi ja
gliikoosi vahelise sideme ning liidab fruktoosijddgid poliimeerseks levaaniks ja lithikesteks
fruktooligosahhariidideks. P. syringae pv. tomato DC3000 genoomis on kolm levaansukraasi
geeni: Iscl, Isc2 ja Isc3, millest Isc3 on plasmiidse péritoluga ja kaks iilejaanut paiknevad
kromosoomis (Visnapuu et al., 2008). Varasemalt on meie todgrupis pohjalikumalt
kirjeldatud levaansukraasi Lsc3 (Visnapuu et al., 2008; 2009; 2011; Mardo et al., 2014a;
2014b) ning vihesel médral ka levaansukraasi Lsc2 (Visnapuu, 2012; Alamie et al., 2012).

Lsc3 valgul puhul on nididatud, et ta siinteesib sahharoosist ja rafinoosist potentsiaalselt
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prebiootilisi fruktooligosahhariide (Visnapuu et al., 2009), mida oleme saanud HPLC
analiiiisiga kvantiteerida (Mardo et al., 2014a). Lsc3 valgul on uuritud ka alternatiivsete
fruktostiiili aktseptorite kasutamist ning ndidatud, et see valk suudab silinteesida
heterooligofruktaane (Visnapuu et al., 2011). Kéesolev bakalaureuset6d on piihendatud Lsc2
valgule, mida meie grupis seni on vihem uuritud. Lsc2 valku ei olnud varem His-méirgisega
ekspresseeritud ega muteeritud, ka ei olnud varem kvantiteeritud tema poliimerisatsiooni-
produkte ja analiiiisitud levaani siinteesi kineetikat. T66 detailsed eesmérgid on esitatud

peatiikis 2.1.

2.3.1. Lsc2 ja Lsc3 valkude jirjestuste vordlus ja nende Kkristalliseeritavuse
hindamine

Minu to0s seati eesmérgiks analiilisida pdhjalikumalt P. syringae pv. tomato levaansukraasi
Lsc2 omadusi, vorreldes neid Lsc3 valgu omadega. Lsc3 ja Lsc2 on vastvalt 431 ja 415
aminohappe pikkused. Ka teistel P. syringae patovaridel on mdlema pikkusega
levaansukraase. 431 ah pikkustel levaansukraasidel on 16 ah pikkune N-terminaalne peptiid,
mis 415 ah pikkustel valkudel puudub (Visnapuu et al., 2008; vt ptk 1.3. ja Lisa 1). Tanini ei

ole teada, miks on P. syringae’l vaja mitut levaansukraasi geeni ja valku.

Tabel 3 néitab, et Lsc2 ja Lsc3 valgud on jarjestuselt 95% identsed, Lsc3 ja Lscl on omavahel
koguni 96% identsed. Lsc2 ja Lsc3 jdrjestuste omavaheline vordlemine néitas, et neile iihises
415 ah pikkuses alas oli erinevusi ainult 22 positsioonis. Need on tdhistatud valkude
joonduses Lisas 1 punaste tappidega ja paiknevad enamasti nendes positsioonides, mis ei ole
levaansukraasides konserveerunud. Meie to0grupis on mitmeid positsioone Lsc3 valgus
muteeritud struktuurfunktsioon analiiiisiks (Mardo, 2009; Tiirik, 2010; Elmi, 2011; Mardo,
2011; Visnapuu et al., 2011; Vaher, 2013; Gromkova, 2013; Mardo et al., 2014a; 2014b),
kuid neid, mille poolest Lsc2 ja Lsc3 omavahel erinevad, ei ole Lsc3 valgus seni muteeritud.
Joonisel 2 on toodud P. syringae pv. tomato kolme levaansukraasi aminohappelise jarjestuse
vordluse N-terminaalne osa. Joondusel on ndha N-terminaalne 16 ah pikkune lisapeptiid, mis

esineb Lscl ja Lsc3 valkudel, kuid puudub Lsc2 valgul.
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Joonis 2. Lsc3 (Q88BNG6), Lscl (Q886X2) ja Lsc2 (Q883P5) valkude aminohappeliste
jarjestuste vordlemine. Joondamiseks kasutati veebipohist programmi MUSCLE (Edgar,
2004). Valkude jarjestused on vdetud UniProt andmebaasist (http://www.uniprot.org/) ja
sulgudes on ndidatud valgu tunnusnumber andmebaasis. 16 ah pikkune lisapeptiid on
tahistatud punase klambriga.

Tabelis 3 on vorreldud kiimne levaansukraasi aminohappelisi jarjestusi. Lisaks Lsc2 ja Lsc3

valkudele analiiiisiti ka teisi levaansukraase, sh neid, mille kristallstruktuur on lahendatud (vt

Tabel 1).

Tabel 3. Erinevate bakterite levaansukraaside* jérjestuste identsus (%).

2 | §
= @ ©
2| 2 Z 2| 81582 ol awl«
= 8/ 5|2 |38|8|8|%8]|5%
o) — —_—
2 = = o S = S - - -
@ S | S £ = £ s | 7 7
o o 3 N © @ Q Q a
S | 8 Q| W | &
O | =
B. subtilis 100 | 25 25 28 28 30 31 29 27 27
G. diazotrophicus 100 | 59 46 44 45 44 46 45 45
M. saccharophilum 100 | 46 44 47 47 47 45 45
Z. mobilis 100 | 52 53 54 54 53 53
P. aurantiaca 100 | 72 73 74 73 74
E. amylovora 100 | 77 78 77 77
R. aquatilis 100 | 79 78 79
Pst Lsc? 100 | 95 95
Pst Lsc3 100 | 96
Pst Lscl 100

*Bakterid ja nende levaansukraasid. Sulgudes on nididatud vastava valgu nimetus ja
tunnusnumber UniProt andmebaasis (http://www.uniprot.org/). Bacillus subtilis (SacB;
P05655);  Gluconacetobacter  diazotrophicus  (LsdA; Q43998);  Microbacterium
saccharophilum (MsFFase; Q8VW87); Zymomonas mobilis (LevU; Q60114); Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca (LscA; Q93FU9); Erwinia amylovora (Q46654); Rahnella
aquatilis (SacB; 054435); Pseudomonas syringae pv. tomato Pst (Lsc2; Q883P5); Pst (Lsc3;
Q88BN6); Pst (Lscl; Q886X2). Valgujarjestused joondati ja nendevaheline identsuse méér
arvutati veebipdhise programmiga MUSCLE (Edgar, 2004).

Meie toorithmas on varasemalt tehtud ettevalmistavaid katseid Lsc3 valgu kristallstruktuuri

lahendamiseks. Valgu struktuuri andmed on vajalikud selleks, et paremini interpreteerida selle

valgu mutantide analiiiisil saadud tulemusi. Seni oleme mutantide analiiiisil kasutanud Lsc3

valgu struktuuri modelleerimist kas G. diazotrophicus’e LsdA (Visnapuu et al., 2011) voi M.

saccharophilum B-fruktofuranosidaasi struktuuri alusel (Mardo et al., 2014a). Need mudelid
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el saa olla eriti tdpsed, sest modelleeritava valgu ja matriitsi (kristalliseeritud valk) jarjestused
on liiga erinevad. Naiteks Lsc3 valgu jarjestuse identsus G. diazotrophicus’e levaansukraasiga
on 45% ja B. subtilis’e levaansukraasiga ainult 27% (Tabel 3). Kristalliseeritud
levaansukraasidest on Lsc3 ja Lsc2 valkudele jérjestuselt koige sarnasem E. amylovora
levaansukraas, identsus on vastavalt 77 ja 78% (Tabel 3). Lsc3 valgu struktuuri
modelleerimisel oleks seega parim kasutada matriitsina E. amylovora levaansukraasi
kristallstruktuuri andmeid. Kuigi E. amylovora levaansukraas on kristalliseeritud (Caputi et

al., 2013), ei ole rontgenstruktuuranaliiiisi andmeid veel publitseeritud.

Et saada Lsc3 valgu kristalle, oleme teinud koost66d Hispaanias Madriidis asuva laboriga,
kus meie partneriks on Dr. Jose Miguel Manchefio. Kristalliseerimiseks ekspresseeris Karin
Mardo Lsc3 valku nii N-terminaalse kui ka C-terminaalse Hisg-jarjestusega. Ta testis ja
optimeeris ligi 300 erinevat kristallide saamise tingimust, kuid moodustunud Kkristallide
difraktsiooni jirgi saadi parimaks resolutsiooniks 3.8 A, mis ei vdimalda valgu 3D struktuuri

tapselt méaratleda.

Valkude kristalliseerimisel kasutatakse sageli nende lithendatud variante, mis on
kompaktsemad ja moodustavad kvaliteetsemaid kristalle. Niiteks M. saccharophilum -
fruktofuranosidaas (578 ah) kristalliseeriti ilma N-terminaalse signaalpeptiidita ja lisaks
lithendati seda ka C-terminaalsest otsast — kristalliseeritud valku kuulusid aminohapped 37-
532 (Tonozuka et al., 2012). Samad autorid proovisid kristalliseerida sama valku
signaalpeptiidita ka tdispikkuses (37-578 ah), kuid katsed ebadnnestusid. Ka Lsc3 valgu
variante, mis olid N-terminaalsest otsast 15 voi 25 aminohappe vorra lithendatud, proovis
Karin Mardo Hispaanias kristalliseerida. 15 aminohappe eemaldamine valgust ei andnud
paremaid kristalle ning 25 aminohappe eemaldamisel sadenes valk tdielikult. Kuna Lsc2 on
looduslikult 16 aminohappe vorra lithem kui Lsc3, siis eeldasime, et ta voiks olla

kompaktsemalt pakitud ning seetdttu paremini kristalliseeritav.

Valkude kristalliseeritavuse tdendosust on voimalik arvutipohiselt ennustada. Selleks

sisestasime XtalPred serverisse (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl; Slabinski et al.,

2007) Lsc2 ja Lsc3 valgujirjestused ja kontrolliks ka monede selliste levaansukraaside
jarjestused, mille struktuur on kas lahendatud (B. subtilis’e levaansukraas; Meng ja Fiitterer,
2003; 2008) voi on esmased andmed kristallide kohta publitseeritud (E. amylovora
levaansukraas; Caputi et al., 2013). Programm ennustab skaalal 1-5, milline voiks olla
kvaliteetsete kristallide saamise tdendosus. Hinne 1 tdhendab véga suurt tdendosust ja hinne 5

véikseimat. XtalPred programm ennustuse jargi on koigi meid huvitanud levaansukraaside
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kristallstruktuur kas vaga raskesti voi raskesti lahendatav. Lsc2 sai parima skoori (4), teised
kolm valku, sh ka B. subtilis’e levaansukraas, mille kristallstruktuur on lahendatud, said
skooriks 5. Koigile analiiiisitud valkudele ennustati korraparatut N-terminaalset osa. Lsc3
puhul oli see pikem (15 ah) kui Lsc2 valgul (4 ah). See tdhendab, et moodustuvates
kristallides ei pruugi valgumolekulid olla korraparaselt pakitud ning liiga palju on ruumi
veelmolekulidele, mis takistavad struktuuranaliiiisi. Ka Lsc3 valgu in silico ennustatud 3D
mudel néitas, et N-terminaalne osa on struktuuritu ling, mis v4ib ilmselt vesilahuses liikuda ja

sellega takistada valgu korrapéraseks kristalliks koondumist (Mardo, 2011).

Kuna Lsc2 valk on kompaktsem kui Lsc3 ja tema skoor XtalPred serveris oli parem kui Lsc3
valgul, otsustasime edasistes vOoimalikes kristallimiskatsetes kasutada Lsc2 valku. Et oleks
voimalik valku Kristalliseerida ka koos substraadiga aktiivtsentris, otsustasime konstrueerida
Lsc2 valgu kataliititiliselt inaktiivsed mutandid, milles Kataliiiitilise kolmiku aminohapped on
asendatatud alaniiniga. Selliste valkude kristallide analiiiis vdimaldaks kindlaks teha
substraadi paigutust aktiivtsentris ja ndidata aminohappeid, mis osalevad substraadi
sidumises. Kataliiiitilise kolmiku alaniini asendusmutante on kasutatud ka teiste bakterite
levaansukraaside struktuuri ja substraatide seondumise kirjeldamisel, niiteks on
kristalliseeritud B. subtilis’e SacB alus-hape kataliiiisija Glu342Ala mutant koos sahharoosi ja

rafinoosiga aktiivtsentris (Meng ja Fiitterer, 2003; 2008; vt ptk 1.2. Tabel 1).

2.3.2. Lsc2 parameetrite iseloomustamine

2.3.2.1. Lsc2 valgu puhastamine ja substraatide 10hustamise kineetika

Antud t66s kirjeldatud Lsc2 variandid erinevad poliihistidiini (HiSg) jarjestuse paigutuse
poolest: Lsc2 valk siinteesiti nii N- kui ka C-terminaalse Hisg-jdrjestusega. Valgud siinteesiti
ekspresseerides vastvaid levaansukraasi geene E. coli BL21(DE3) tiives, kus induktorina
kasutati  IPTG-d. Ensiiimide puhastamine  bakterite  lisaadist toimus  Ni®*-
afiinsuskromatograafiaga. Kdigist valgu puhastamise etappidest voeti proovid ning kontrolliti

ensiiiimi olemasolu ja puhtust SDS-poliiakriitilamiidgeelil (vt ptk 2.2.4.).

Puhastatud valkudel méérati sahharoosi 16hustamise (koguaktiivsuse) reaktsiooni Kea ja K.
Lsc2 valgu substraadispetsiifilisuse hindamiseks mdodeti 100 mM sahharoosist, rafinoosist ja
stahhiioosist redutseerivate suhkrute vabanemise algkiirusi, et nende jagatise kaudu
viljendada ensiilimi substraadieelistust. Redutseerivate suhkrute teket mootes méadrati ka Lsc2
valgu afiinsus rafinoosile. Andmeid analiiiisiti Michaelis-Menteni vorrandi alusel SigmaPlot

programmi ensiitimikineetika mooduliga (vt ptk 2.2.5.). Tulemused on esitatud Tabelis 4.
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Tabel 4. P. syringae pv. tomato levaansukraaside Kkineetilised parameetrid substraatide
kasutamisel.

SAHHAROOQOS RAFINOOS STAHHUOOS
Rafinoosi ja Stahhiioosi ja
Valk k sahharoosi sahharoosi
cat
K (MM) (1/s) K (MM) kasutamise kasutamise suhe
suhe (%) (%0)

Lsc3TEV® | 18.5+2.5 | 504.4 44 .8+3.4 52.0£5.0 48.0+3.0
Lsc2TEV 17.1£1.4 | 328.3 49.0+£2.2 50.7+£0.6 38.2+0.5
Lsc2Cter 17.0£1.2 | 300.2 44 445.1 53.2+1.3 37.9+0.9
Lsc2* 25.3+1.6 | 273.3 | 53.2 +4.3 (K)) 48.0+1.0 36.0+4.0

®Lsc3TEV valgu kineetilised parameetrid on mddtnud T. Visnapuu (Visnapuu et al., 2011).
* Andmed ilma maérgiseta Lsc2 valgu kohta on périt toodest Visnapuu, 2012 ja Alamaie et al.,

2012.

Kataliiiitilise konstandi (kca) vddrtused sahharoosi 16hustamisel on mdlemal levaansukraasil
véga sarnased, kuid Lsc3 on kataliiitiliselt veidi aktiivsem kui Lsc2. Kui vorrelda Lsc2 ja
Lsc3 valkude kataliiiitilise konstandi véartuseid teiste gramnegatiivsete bakterite levaan-
sukraasidega (G. diazotrophicus LsdA Kk¢=65.0 1/s ja Z. mobilis LevU Kk¢=28.3 1/s), siis
Lsc2 ja Lsc3 valkudel on need kordades korgemad (Yanase et al., 2002; Martinez-Fleites et
al., 2005).

Lsc2 ja Lsc3 afiinsus sahharoosile oli mdodukas, Kp, védrtused jdid vahemikku 17.0 kuni 25.3
mM. Samas kirjanduse andmetel (Hettwer et al., 1995) on P. syringae pv. phaseolicola
levaansukraasil vdga madal afiinsus sahharoosile (Kn=160 mM). Viga madal afiinsus
sahharoosile on levaansukraaside hulgas pigem erandlik. Samas t66s (Hettwer et al., 1995)
viidetakse ka, et uuritud levaansukraasi ei suutnud kasutada rafinoosi. Levaansukraasidest on
kdige suurem afiinsus sahharoosile B. megaterium’i ensiitimil, mille Ky, sahharoosile on 6.6
mM. Sellel ensiiiimil on ka vdga korge Key védrtus, 2 272 1/s (Homann et al., 2007).
Rafinoosi, stahhiioosi ja sahharoosi kasutamise vordlemine (vt Tabel 4) néitas, et nii Lsc2 kui
ka Lsc3 eelistavad substraadina kasutada sahharoosi, ning nii rafinoosi kui ka stahhiioosi
kasutatakse ligikaudu poole viiksema efektiivsusega. Ka P. chrororaphis subsp. aurantiaca
levaansukraasile LscA on rafinoos vihem sobiv subtraat kui sahharoos, K, sahharoosile on
24.1 mM ning K; rafinoosile on ~81 mM (Visnapuu, 2012). Seetdttu erinevad Lsc2, Lsc3 ja
LscA oma substraadivaliku poolest kindlasti Z. mobilis’e levaansukraasist, mis eelistab
rafinoosi sahharoosile — tema rafinoosi ja sahharoosi kasutamise suhe on 117% ja stahhiioosi

kasutatakse sama hasti kui sahharoosi (Yanase et al., 2002). Sahharoosis, rafinoosis ja
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stahhiioosis on kdigis iihine osa — sahharoosi molekul. lImselt seostub just see osa substraadist

ensuimi aktiivtsentrisse.

To66s kasutasime kahte Lsc2 valgu varianti, mis erinesid teineteisest HiSg-maérgise asetsemise
poolest. Levaansukraaside puhul on kasutatud valgu puhastamise hdlbustamiseks nii N- kui
ka C-terminaalset His-mirgist Naiteks Z. mobilis’e LevU eckspresseerimisel liideti His-
maérgise valgu N-terminaalsesse otsa (Li et al., 2008), kuid monede teiste levaansukraaside
puhastamiseks on kasutatud ka C-terminaalset mérgist (van Hijum et al., 2004; Tieking et al.,
2005; Biedendieck et al., 2007). Meie tulemused néitasid, et mérgise paiknemine valgus ei
mojutanud oluliselt substraatide 10hustamist ja kineetikat. Lisaks ei tdheldanud me olulisi

erinevusi Lsc2 ja Lsc3 valkude kineetilistes parameetrites ja substraadivalikus.

2.3.2.2. Lsc2 poliimeriseerivad omadused

Levaansukraaside peamisteks produktideks on pikk levaani poliimeer ja/voi lithemad
fruktooligosahhariidid.  Poliimeriseeriv ~ aktiivsus sOltub  suuresti keskonna pH-st,
temperatuurist ja substraadi kontsentratsioonist (Hettwer et al., 1995; Sangiliyandi et al.,
1999; van Hijum et al.,, 2004). Samas soltub poliimerisatsiooniproduktide loomus ka
ensiiimist. Nditeks B. subtilis’e levaansukraas SacB siinteesib peamiselt pika ahelaga
produkti — levaani, kuid G. diazotrophicus’e levaansukraas LSdA toodab peamiselt FOS-e
(Chambert et al., 1974; Hernandez et al., 1995). Selle t66 tiheks eesmérgiks oli modta Lsc2
valgu poliimeriseerivat aktiivsust, levaani tekke kineetikat, iseloomustada siinteesitavate FOS-

ide spektrit ja kogust ning vorrelda saadud tulemusi Lsc3 valgu vastavate parameetritega.

Poliimerisatsioonireaktsioon FOS-ide siinteesiks viidi 1abi temperatuuril 37 °C 20 h jooksul
ning reaktsioonisegu sisaldas 300 mM, 600 mM voi 1200 mM sahharoosi. Puhastatud
levaansukraasi valku lisati koguses 2.7 U/ml. Transfruktosiileeriva aktiivsuse mdotmiseks
maédrati gliikkoosi ja fruktoosi sisaldust reaktsioonisegudes, samu proove analiiiisiti ka dhukese
kihi kromatograafiaga (vt ptk 2.2.6.). Gliikoosi ja fruktoosi sisalduse vahe kaudu
reaktsioonisegus arvutati ensiitimi transfruktosiitiliv aktiivsus (vt ptk 2.2.6.). TA avaldati
protsendina, mis nditab, kui suur osa reageerinud sahharoosist sisaldunud fruktoosist
poliimeriseeritakse, st liidetakse poliimerisatsiooniproduktide koostisesse. Reaktsioonisegudes
moddeti HPLC analiiisil ka erineva ahelapikkusega FOS-ide sisaldus. Varasemalt on
vordlevalt uuritud P. syringae pv. tomato Lsc3 valgu ja P. chlororaphis subsp. aurantiaca
LscA valgu poliimeriseerivaid omadusi (Visnapuu et al., 2008; 2011). Need katsed néitasid, et
edukas poliimerisatsioonireaktsioon vajab korget substraadi kontsentratsiooni ja pikaajalist

inkubeerimist.
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Tabel 5 niitab, et kdrgel sahharoosi kontsentratsioonil (1200 mM) on nii Lsc2 kui ka Lsc3
valgul korge transfruktosiiiiliv aktiivsus, ligikaudu 71% sahharoosist sisaldunud fruktoosist
poliimeriseeritakse. LSCA valgul on vastav TA 73% (Visnapuu et al., 2011). Madalamatel
sahharoosi kontsentratsioonidel on koigi valkude TA madalam, 300 mM sahharoosi puhul on
see vaid ~25-28%.

Tabel 5. Lsc2 ja Lsc3 transfruktostiiiliv aktiivsus, moodustunud FOS-ide spekter ning saagis
ensiilimi reageerimisel 300, 600 vi 1200 mM sahharoosiga 20 h jooksul.*

FOS
Transfruktosiitiliv aktiivsus (%) | poliimerisatsiooni- FOS (g/mg valgu kohta)
aste (PA)
Ensiiiim Sahharoos Sahharoos Sahharoos
1200 300 | 600 | 1200 300 600 1200
300mM | 600 mM mM mM | mM | mM mM mM mM
Lsc2TEV | 26.9+1.2 | 44.1+0.5 | 71.3£15 | 3-5 | 3-6 | 3-8 | 1.1£0.1 | 4.0+0.0 | 13.1+0.8
Lsc2Cter 27.7+£1.2 | 44.7+0.1 | 71.6£1.5 | 3-5 3-6 3-8 | 1.1£0.1 | 3.9+0.0 | 12.2+0.7
Lsc3TEV | 25.3+0.5 | 43.2+04 | 71.4+1.8 | 3-5 | 3-6 | 3-8 | 1.1+0.1 | 3.9+0.1 | 11.7+0.8

*Produktide kontsentratsioonid méarati HPLC-ga. Enstitimi lisati 2.7 U/ml.

Stinteesitud FOS-ide HPLC analiiiis néitas, et nii Lsc3 kui ka Lsc2 toodavad FOS-e kuni
poliimerisatsiooniastmega 8 (Tabel 5). Meie kogemused néitavad, et alati ei ole PA 8
produkte kromatogrammidel néha, sest neid moodustub vihe (vt Lisa 2). FOS-ide summaarne

saagis 20 h reaktsioonis oli kdigil analiitisitud valkudel sarnane, ligikaudu 12 g/mg valgu
kohta.

Tabel 6 néitab, et nii Lsc2 kui ka Lsc3 siinteesivad kdige suuremas koguses lithikesi FOS-g,
poliimerisatsiooniastmega 3-5. Vorreldes Lsc2 valguga siinteesib Lsc3 rohkem kestoosi (PA
3), niistoosi (PA 4) ja FOS-i, mille PA on 5. Lsc2 ja Lsc3 erinevad produktide spektri poolest
kindlasti G. diazotrophicus’e levaansukraasist, mis siinteesib poliimerisatsiooniproduktina
peamiselt kestoosi (PA 3) (Hernandez et al., 1995). Samas B. subtilis’e levaansukraas SacB
stinteesib rohkem pikemat levaani poliimeeri ning vihesel miiral fruktooligosahhariide. FOS-

ide silintees on veidi rohkem eelistatud kdrgematel temperatuuridel (Euzenat et al., 1997).
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Tabel 6. Erineva poliimerisatsioonastmega FOS-ide saagised levaansukraaside reageerimisel
1200 mM sahharoosiga 20 h jooksul.*

Poliimerisatsiooniaste Fruktooligosahhariidid (FOS) (g/mg)

(PA) Lsc2TEV Lsc2Cter Lsc3TEV
PA 3 3.4+0.2 3.24+0.2 3.7+0.1
PA 4 3.0+0.1 2.9+0.2 3.5+0.2
PA S 3.1+0.1 3.1+0.1 3.4+0.3
PA 6 1.7+0.1 1.7+0.1 1.6+0.1
PA 7 0.7+0.1 0.6+0.1 0.5+0.1
PA 8 0.3+£0.2 0.3+0.2 0.3+£0.2

KOKKU 12.24+0.7 11.7+0.8 13.1+£0.8

*Enstitimi lisati 2.7 U/ml. Produktide kontsentratsioon méaarati HPLC-ga.

Poliimerisatsiooniproduktide analiiisiks tehti ka Ohukese kihi kromatograafia analiiiis.
Enstitimi inkubeeriti 1200 mM sahharoosiga 20 h temperatuuril 37 °C. Tépsem metoodika on
kirjeldatud peatiikis 2.2.6. FOS-ide spekter oli TLC analiiiisil sama nagu HPLC-| méératuna,
olulisi erinevusi kahe valgu produktide spektris ei ilmnenud. TLC analiiiisi tulemused on

esitatud Joonisel 3.

Lsc2Cter
Lsc3TEV

F ..

. Lsc2TEV
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Joonis 3. Lsc2 ja Lsc3 valkudega sahharoosist siinteesitud produktide analiiiis dhukese kihi
kromatograafiaga. Reaktsioonisegud sisaldasid 1200 mM sahharoosi ja 2.7 U/ml valku.
Proove lahjendati 4 korda ja silikageelplaadi stardijoonele kanti 0.5 pl proovi. Rada 1: 30 mM
fruktoos (F), 8 mM 1-kestoos (K; PA 3), 0.7% levaan. Rada 2: 30 mM sahharoos (S), 8 mM
niistoos (N; PA 4), 0.7% levaan.

Lisaks FOS-ide tekkele uuriti levaani silinteesi spektrofotomeetriliselt. Levaansukraas
slinteesib higust levaani ja seetdttu saab levaani teket hinnata hiagususe tdusu jargi, modtes
neeldumist lainepikkusel 400 nm. Reaktsioon viidi 1dbi 300, 600 ja 1200 mM sahharoosi

kontsentratsioonil 12 tunni jooksul temperatuuril 37 °C. Valku oli reaktsioonisegus 10 pg/ml.
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Levaani siinteesi graafikud (Joonis 4) niitavad, et levaani teke on eelistatud madalamatel
sahharoosi kontsentratsioonidel. Korgemal sahharoosi sisaldusel toodetakse peamiselt

fruktooligosahhariide (vt Tabel 5), mis lahuse hdgusust palju ei tosta.

300 mM sahharoos 600 mM sahharoos
1,0 | 1,0
£ 08 g 08
c emm| Sc2TEV c | 5c2TEV
o
g 06 | 4 et g 06 el sc2Cter
o004 | 4 8 os
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02 |f T T T ] 0,2 e | 5c2 mutandid
0,0 |l 0,0 &
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Aeg (min) Aeg (min)

1200 mM sahharoos

1,0
£ 0,8
é 06 | 5c2TEV
(= | sc2Cter
o ’
0,2 /—_-_ Lsc3TEV
' ;/ | sc2 mutandid
0,0
0 100 200 300 400
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Joonis 4. Levaani siintees Lsc2 ja Lsc3 valkudega. Levaani teket moddeti erinevatel
sahharoosi kontsentratsioonidel. Graafikutele on lisatud ka andmed Lsc2 Kkataliiiitilise
kolmiku mutantide kohta.

Graafikutelt on ndha, et kdige kiiremini moodustub levaani 300 mM sahharoosist. Nii Lsc2
valgu kaks varianti kui ka Lsc3TEV saavutasid levaani tekke maksimumi 300 mM sahharoosi
kontsentratsioonil umbes 2.5 tunni moodudes reaktsiooni algusest. Hiljem hakkab
reaktsioonisegu higusus langema, mida saaks seletada levaani agregeerumise ning
polimeersete produktide hidgususe muutusega. Samas teame ka, et levaansukraas on
voimeline vdhesel mééral levaani hiidroliilisima, mis omakorda voib higusust vdhendada
(Mardo, 2011). Meie katsed niitasid, et Lsc2 ja Lsc3 valgud on levaani siinteesi kineetika
poolest viga sarnased. Ka ei mdjutanud His-mirgise paiknemine levaani siinteesi kineetikat
Lsc2 valgul. Kataliiiitilise kolmiku asendusmutandid alaniiniga (vt ptk 2.2.3.) ei suutnud

levaani siinteesida. Nende kditumine on ndidatud Joonisel 4 (tdhistus ,,L.sc2 mutandid®) iihise

joonega.

2.3.3. Lsc2 ennustatud kataliiiitilise kolmiku eksperimentaalne toestamine
Antud t60 {iiheks eesmargiks oli Lsc2 valgu kataliiitiliselt inaktiivsete mutantide

konstrueerimine ja nende biokeemiline iseloomustamine. Varem on meie grupis ennustatud
32



levaansukraaside joonduste ja kirjanduse analiiiisi pohjal (Alamée et al., 2012) Lsc2 valgu
kataliiiitilise kolmiku aminohapeteks Asp46 (nukleofiil), Asp203 (RDP-motiivis asuv
vaheiihendi stabiliseerija) ja Glu287 (alus-hape kataliiiisija). Eksperimentaalselt on naidatud,
et vastavateks aminohapeteks Lsc3 valgus on Asp62, Asp219 ja Glu303 (Mardo et al.,
2014a). Joonisel 5 on esitatud véljavote seitsme levaansukraasi (sh ka Lsc2 ja Lsc3)
joondusest. Joondamiseks kasutati veebipohist programmi MUSCLE (Edgar, 2004) ning
koikide valkude aminohappelised jérjestused voeti UniProt (http://www.uniprot.org/)

andmebaasist. Joonduse visualiseerimiseks kasutati programmi BioEdit 7.0.5 (Hall, 1999).

Glu287
FPst Lsc2 32 SH 218 272 H
Pst Lsc3 48 234 288
G.d. L=sdA 121 B 325 386
P.c. LscA 38 225 279
E.a. Balsc 32 DL 218 272
Z.m. Levld 34 208 283
M.s F-1 MsFFase 37 298 359
Consensus 1a a0 112

Joonis 5. P. syringae pv. tomato Lsc2 valgu joondus teiste valkudega: P. syringae pv. tomato
Lsc3, G. diazotrophicus’e LsdA, P. chlorophis subsp. aurantica LscA, E. amylovora EaLsc,
Z. mobilis’e LevU ja M. saccharophilum p-fruktofuranosidaas. ldentsed piirkonnad valkudes
on tdhistatud mustaga, sarnased on esitatud hallil taustal. Punase raami sees on niidatud
kataliiitilise kolmiku aminohapped ning punases kirjas on Lsc2 vastavad aminohapped:

Aspa6, Asp203 ja Glu287.

Joonisel 6 on esitatud B. subtilis’e levaansukraasi SacB mudel, mis on saadud valgu
kristallstruktuuri (PBD ID: 3BYL; Meng ja Fiitterer, 2008) visualiseerimisel programmiga
PyMol (DeLano, 2002). SacB alus-hape kataliiiisija mutant Glu342Ala kristalliseeriti koos
rafinoosiga aktiivtsentris (Meng ja Fiitterer, 2008), kuid visualiseerimise kdigus muutsime
Ala342 tagasi glutamaadiks (Glu342). Joonisel 6 tdhistasime SacB kataliiiitilise kolmiku
aminohapped rohelisega ja neile vastavad Lsc2 valgu aminohapped punaselt.
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Joonis 6. Bacillus subtilis’e levaansukraas SacB (PBD ID: 3BYL; Meng ja Fiitterer, 2008)
kompleksis rafinoosiga. SacB Kataliiiitilise kolmiku aminohapped on tdhistatud rohelisega,
voimalikud vesiniksidemed substraadiga on ndidatud punktiirjoonega. Punasega on mirgitud
vastavad ennustatud Kkataliiiitilise kolmiku positsioonid Lsc2 valgus. Joonise tegi Karin
Mardo.

Eksperimentaalseks tdestamiseks, et Asp46, Asp203 ja Glu287 moodustavad kataliiiitilise
kolmiku, kasutati koht-suunatud mutageneesi. Asp46, Asp203 ja Glu287 asendati
alaniinidega, mis ei tohiks muuta valgu geomeetriat. Siiski peaks need asendused alandama
mairgatavalt ensiilimi reaktsioonivdoimet, kui need positsioonid on kataliiiisis olulised. Néiteks
Lsc3 wvalgu Asp62, Asp219 ja Glu303 asendusmutandid alaniiniga olid kataliiiitiliselt
inaktiivsed, nende K vaartused sahharoosi 10hustamisel olid alanenud kuni 130 000 korda
(Mardo et al., 2014a; vt ka Tabel 7). Vastavalt muteeritud Isc2 geenid konstrueeriti
megapraimeri meetodiga, mille kdigus paljundati Isc2 geeni soovitud mutatsioone sisaldavate
praimeritega (Wei et al., 2004; Tiirik, 2010; vt ptk 2.2.2.). Mutantsed Isc2 geenid kloneeriti
pURI3Cter vektorisse, kus geeni ekspresseerides liitub valgu C-terminaalsesse otsa Hisg-
jarjestus. Saadi plasmiidid pURI3-Cterlsc2D46A, pURI3-Cterlsc2D203A, pURI3-
Cterlsc2E287A (Tabel 2). Plasmiidid viidi E. coli BL21(DE3) tiivesse valgu
iileekspressiooniks ning levaansukraasid puhastati rakkudest Ni**-afiinsuskromatograafiaga

nagu kirjeldatud peatiikis 2.2.4.

2.3.4.1. Lsc2 Kkataliiiitilise kolmiku mutantide omadused
Mutantsete valkude Kineetiliste parameetrite ja produktide spektri analiiiisil ilmnes, et Asp46,
Asp219 ja Glu287 on kataliiiisiks hddavajalikud ja peaksid seega kuuluma kataliiiitilisse

kolmikusse. Kuna need mutandid olid kataliiiitiliselt praktiliselt inaktiivsed, siis Kineetiliste
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parameetrite maidramiseks pikendasime reaktsiooniaegu ja suurendasime valgu kogust
reaktsioonisegus. Samamoodi on toimitud ka L. reuteri inulosukraasi ja levaansukraasi
aktiivtsentri mutantide iseloomustamisel (Ozimek et al., 2005) ning Lsc3 valgu kataliiiitilise
kolmiku mutantide Kkirjeldamisel (Mardo et al.,, 2014a). Lsc2 aktiivtsentri mutante
inkubeerisime erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel ligi kolm 66pédeva, et saaks arvutada
vélja kineetilised parameetrid. Mutantide Ky véadrtused olid langenud 1000-6000 korda
vorreldes muteerimata valguga, samas K, sahharoosile ei muutunud palju (vt Tabel 7).
Analoogilisi tulemusi on publitseeritud ka teiste levaansukraaside kohta. Naiteks B. subtilis’e
levaansukraasi SacB vaheilihendi stabiliseerija Asp247 muteerimisel asparagiiniks kolmes
levaansukraasi homoloogis alandas valgu kg, védartust 75-3500 korda, samal ajal kui Kp,
vaartused jdid sarnaseks metsiktiiiipi valguga (Meng ja Fiitterer, 2003). Sarnased tulemused
olid ka G. diazotrophicus’e levaansukraasil LsdA, mil potentsiaalse nukleofiili ja vaheiihendi
stabiliseerija muteerimisel vastavalt asparagiiniks ja alaniiniks langetas kataliiiitilise konstandi
vaartust vastavalt 2300 ja 75 korda, kuid afiinsus sahharoosile jdi sarnaseks algse valguga
(Martinez-Fleites et al., 2005).

Tabel 7. Levaansukraasi Lsc2 kataliiitilise kolmiku mutantide afiinsus sahharoosile,
kataliiiitiline konstant ja selle vihenemine vorrelduna Lsc3 aktiivsaidi mutantidega.

Km (MmM) Keat (1/5) Kcat vihenenud (x)
Lsc2Cter 17.0£1.2 273.3 0
Lsc2Asp46Ala 21.442.1 0.3 1000
Lsc2Asp203Ala 27.042.5 0.05 6 000
Lsc2Glu287Ala 36.145.6 0.07 4300
Lsc3TEV? 18.542.5 504.4 0
L sc3Asp62Ala° 20.742.1 <0.001 50 000
Lsc3Asp219Ala" 43.4+10.2 <0.0001 130 000
L sc3Glu303Ala" 27.1+5.5 <0.01 5 000

*Metsiktiiiipi Lsc3 andmed périnevad T. Visnapuult (Visnapuu et al., 2011).

“Vordluseks esitatud Lsc3 kataliiiitilise kolmiku mutantsete valkude andmed parinevad Karin
Mardolt (Mardo et al., 2014a).

Lsc2 valgu mutantide puhul oli kdige aktiivsem Asp46Ala mutant, millel kataliiiitilise
konstandi vaartus langes 1 000 korda. Lsc3 valgu mutantide puhul oli kataliiitiliselt koige
aktiivsem alus-hape Kkataliiisija mutant (Lsc3Glu303Ala), mille Kkataliiiitilise konstandi
védrtus langes vorreldes metsiktiitipi valguga 5 000 korda (Tabel 7). Kokkuvdetuna néitasid
meie andmed seda, et Lsc2Asp46Ala, Lsc2Asp203Ala ja Lsc2Glu287Ala on vdimelised
substraati siduma, kuigi edasist kataliiiisi praktiliselt ei toimu. See peaks vdimaldama

inaktiivseid valke kristalliseerida koos seotud substraadiga.
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2.3.3.2. Muteeritud Lsc2 valgud poliimeriseerijatena

Kuna Lsc2Asp46Ala, Lsc2Asp203Ala ja Lsc2Glu287Ala valkudel oli minimaalne
kataliititiline aktiivsus olemas, uurisime ka nende poliimeriseerimisvoimet. Koigepealt
médrasime mutantsete valkude transfruktosiiiiliva aktiivsuse. Selleks méirati sahharoosist
vabanenud fruktoosi ja gliikkoosi hulk ensiimaatiliselt (vt ptk 2.2.6.). Kuna ensiitimid olid
praktiliselt inaktiivsed, siis produkte moodustus nii vihe, et HPLC meetodiga ei saanud nende

koguseid maérata. Tulemused on toodud Tabelis 8.

Tabel 8. Lsc2 mutantide transfruktosiiiiliv aktiivsus vorrelduna metsiktiiiipi valkudega.

Valk Lsc2TEV? | Lsc2Cter® | Asp46Ala® | Asp203Ala° | Glu287Ala"
Transfruktosiliv | o, 5, 5 | 71615 | 564418 51.842.5 60.0-£0.4
aktiivsus (%)

*TA arvutati HPLC analiiiisiga

"TA arvutati ensiimaatilisel meetodil

Tabel 8 nditab, et mutantsete Lsc2 valkude TA véidrtused on enam-vidhem samad kui
muteerimata valgul. Sarnased tulemused on saadud ka Lsc3 valgu kataliiiitilise kolmiku
mutante analiiisides (Mardo et al., 2014a). Ka teiste bakterite levaansukraaside aktiivtsentri
aminohapete muteerimisel on ilmnenud ensiiimi key védrtuste drastilised langused, kuid
transfruktostiiilimise % on jaanud ligikaudu samaks. Néiteks Z. mobilis’e LevU Glu278 (alus-
hape kataliilisija) muteerimisel aspartaadiks voOi histidiiniks langes ensiitimi Kkataliiiitiline
efektiivsus vastavalt 30 ja 210 korda, kuid mutantide transfruktosiileeriv aktiivsus oli 77% ja
55%, mis on suhteliselt sarnane metsiktiitipi LevU sama véartusega (65%) (Yanase et al.,
2002).

Lsc2 mutantsetel valkudel moddeti ka levaani teket. Nagime, et Lsc2 kataliiitilise kolmiku
mutandid ei suuda siinteesida levaani (vt Joonis 4). Levaani siinteesi ei toimunud ka B.
subtilis’e kataliiiitilise kolmiku mutantidel Asp86Ala, Asp247Ala ja Glu342Ala (Meng ja
Fiitterer, 2003).

Nagu niitab Tabel 8, suutsid Lsc2 wvalgu kataliiiitilise kolmiku mutandid hoolimata
tilimadalast kataliititilisest aktiivsusest, vihesel médaral siiski fruktoosijddke poliimeriseerida.
Reaktsiooniproduktide analiiiisiks viisime 14bi Ghukese kihi kromatograafia. Reaktsioonisegus
kasutati substraadina 1200 mM sahharoosi ja valku lisati suures koguses, 100 pg/ml. TLC
analiiiis nditas, et kataliiiitiliselt kdige aktiivsem mutant, Asp46Ala, siinteesis vihesel maéral
ka 1-kestoosi ja plaadi stardijoonel oli ndha ka veidi levaani. Asp203Ala ja Glu287Ala
mutandide puhul oli TLC plaadil ndha vaid reageerimata sahharoos ja minimaalne hulk

kestoosi (Joonis 7). Lsc3 puhul oli vdga ndork levaani ja FOS-ide siintees tdheldatav
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Glu303Ala mutandil, kui reaktsioonisegusse lisati vdaga suur kogus (100 pg/ml) valku. Lsc3
mutantide Asp62Ala ja Asp219Ala puhul ei suudetud ei levaani ega FOS-e
reaktsiooniproduktide hulgas tuvastada (Mardo et al., 2014a).

Asp46Ala
Asp203Ala
Glu287Ala

ﬂ
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Joonis 7. Lsc2  kataliiiitilise  kolmiku  mutantide  sahharoosist  siinteesitud
poliimerisatsiooniproduktide analiilis Ohukese kihi kromatograafiaga. Reaktsioonisegud
sisaldasid 1200 mM sahharoosi. Plaadi stardijoonele kanti 0.5 pl 4 korda lahjendatud proovi.
Rada 1 markersuhkrud: 30 mM fruktoos (F), 30 mM sahharoos (S), 8 mM 1-kestoos (K; PA
3), 8 mM niistoos (N; PA 4), 0.7% levaan.

2.3.4. Lsc2 ja tema kataliiiitiliselt inaktiivsete mutantide termostabiilsuse
uurimine doonor- ja aktseptorsubstraatide juuresolekul

2.3.4.1. Muteerimata Lsc2 valgu termostabiilsus erinevate aktseptormolekulidega

Valkude termostabiilsuse méadramiseks kasutati Thermofluori meetodit, mida saab rakendada
valkude kristalliseerimisel, et hinnata erinevate puhvrite ja ligandide moju valgu stabiilsusele.
Erinev soolade sisaldus, puhvri pH ja ligandi seondumine valguga voivad stabiliseerida valgu
struktuuri. Naiteks E. amylowora levaansukraasi kristalliseerimisel kasutati just seda
metoodikat, et leida parimad tingimusi kvaliteetsete kristallide moodustumiseks (Caputi et al.,
2013). Thermofluori meetodit on kasutatud ka uute ravimite véljatootamisel — on vaadeldud,
kuidas erinevad ligandid (reeglina inhibiitorid) mojutavad haiguses olulise mérklaudvalgu
termostabiilsust (Pantoliano et al., 2001). Naiteks dstrogeeni retseptor on valguline kompleks,
mille erinevad domeenid seovad Ostrogeeni ja seejarel DNA-d, ning seeldbi algatatakse
transkriptsioon. Pantoliano to6grupp (2001) nditas, et ligandiga seostumata retseptori
sulamistemperatuur oli 44.5 °C, kuid tamoksifeeniga (Ostrogeeni antagonist) seostunud
retseptori Ty, tousis 49.5 °C-ni. Tamoksifeeni seondumine Ostrogeeni retseptorile takistab

transkriptsiooni. Meie oleme varem kasutanud Thermofluor meetodit Lsc3 mutantide
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termostabiilsuse hindamiseks. Meie tulemused niitasid, et tulemused, mis saadi Thermofluor
meetodiga korreleerusid hésti tulemustega, mis saadi traditsioonilist tdomahukat meetodit
kasutades (Mardo et al., 2014b). Selle t66 iiheks eesmirgiks oli uurida, kas Thermofluor
meetodit saaks kasutada ka ligandide (sahharoos, rafinoos, stahhiioos, aktseptorsuhkrud)

seostumise uurimiseks levaansukraasiga.

Thermofluori meetodi puhul kuumutatakse valku ja hiidrofoobset vérvi sisaldavat proovi ning
kui valk hakkab lagunema, siis seostub virv valgu denatureerumisel eksponeeritavate
hiidrofoobsete aminohapetega ja tekib fluorestsents. Valkude sulamistemperatuurina
téhistatakse temperatuuri, mil pooled lahuses olevad valgud on denatureerunud. Muutused
valgu Tp-1 védrtustes viitavad tema stabiilsuse muutumisele. Metsiktiiiipi Lsc2 valgul testiti,
kuidas mojutavad alternatiivsed fruktosiiiili aktseptorid tema stabiilsust. Kasutasime meetodi
testimisel neid aineid, mis toimisid Lsc3 valgu puhul fruktosiiiili aktseptoritena ja voimaldasid
heterooligofruktaanide siinteesi (Visnapuu et al., 2011), eeldades, et aktiivsaiti seondunud
aktseptorid voiksid valku stabiliseerida. Traditsioonilisi levaansukraasi substraate (sahharoos,
rafinoos ja stahhiioos) metsiktiiiipi valgu puhul kasutada ei saa, sest Siis kdivituks ensiiiimi
kataliiiisireaktsioon. Tépsemat Thermofluori metoodikat on kirjeldatud peatiikis 2.2.8. Lsc2

valgu sulamistemperatuuri muutused aktseptorsuhkrute juuresolekul on nédidatud Joonisel 8.

Lsc2Cter AT_0-300 mM
66 | D-kstiloos 0.8°C
65 D-kstilitool 1:1.°C
D-sorbitool 1.3°C
Ty e L-arabinoos 1.3°C
= 63

£ N =4—D-ksliloos
62 — ~-D-ksiilitool
61 B D-sorbitool
60 + == -arabinoos

0 100 200 300

Kontsentratsioon (mM)

Joonis 8. Erinevate aktseptormolekulide mdju metsiktiitipi Lsc2 valgu termostabiilsusele.
Graafikul on ndidatud Ty-i muutused vorreldes valguga, millele ligande ei lisatud.

Lsc2 valgu puhul ei mdjuta Hisg-mérgise asukoht valgus (kas N- voi C-terminaalses otsas)
ensiitimi kataliititilisi omadusi. Thremofluori katsetes selgus, et mérgise paigutus ei mdjuta ka
valgu termostabiilsust, sest nii puhastatud Lsc2TEV kui ka Lsc2Cter puhul on T, sama: 60.9

°C. Sellest ldhtudes kasutasime edasistes katsetes fruktosiiiiliaktseptoritega Lsc2Cter valku.
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Suhteliselt korge Ty, vddrtus voiks ndidata, et Lsc2 voiks olla kristalliseeritav. Néiteks Dupeux
et al. (2012) niitasid 657 paljudest erinevatest organismidest pdrineva valgu kohta, et
Thermofluor meetodil méadratud Ty, vadrtus voimaldas ennustada kristallide saamise edukust.
Kui Ty, oli iile 45 °C, siis oli edukus hea — 43% juhtudest saadi kristallid. Kui aga T, oli

madalam, siis oli edukus vaid 23%.

Termostabiilsuse modtmisel katsetasime 14 erineva aktseptori seondumist Lsc2Cter valguga.
Suurimat stabiliseerivat moju avaldasid D-ksiiloos, D-ksiilitool, D-sorbitool ja L-arabinoos.
Varasemalt on meie t6ogrupis ndidatud, et koik nad toimivad Lsc3 valgul fruktosiiiili

aktseptoritena (Visnhapuu et al., 2011).

Ligandi juuresolek tostis valgu sulamistemperatuuri Siiski vdhe, maksimaalselt 1.3 kraadi
(Joonis 8). Teistel testitud aktseptorite puhul oli valgu sulamistemperatuuri tdus veelgi
viiksem. Jareldame, et proovitud aktseptorid seostuvad valguga ndrgalt ega muuda seetottu
valku oluliselt stabiilsemaks. See on ka loogiline, sest levaansukraasid seovad
aktseptormolekuli +1 alapiirkonda, mis ei ole korge spetsiifilisusega. Sinna voib seonduda
sahharoosi gliikoosijadk, rafinoosi galaktoosijadk voi siis pikendatava FOS-i fruktoosijddk

(Ozimek et al., 2006; Meng ja Fiitterer, 2008; Visnapuu et al., 2011).

Lsc2 valgu T oli mdnevdrra madalam (60.9 °C) kui Lsc3 valgul (65.4 °C). See vdiks
tdhendada seda, et Lsc3 voiks olla mdnevdrra stabiilsema konformatsiooniga. See ei kinnita
meie ennustust Lsc2 valgu parema sobivuse kohta kristalliseerimiseks. Siiski on Lsc2 ja Lsc3
valgud kindlasti termostabiilsemad kui E. amylovora levaansukraas (T, 57 °C; Caputi et al.,
2013), mille kristallid on saadud ning struktuur ilmselt lahendamisel. Ensiiiimi stabiilsust saab
suurendada ka keskkonna (puhvrid) optimiseerimisega, millega on voimalik saavutada Tp,

védrtuse tousu vahemalt 2 °C vorra (Ericsson et al., 2006).

2.3.4.2. Lsc2 valgu kataliiiitiliselt inaktiivsete mutantide termostabiilsus

Lsc2 kataliiiitilise kolmiku mutantide Thermofluor’i mddtmised viidi 1dbi samamoodi nagu
katsetes metsiktiilipi valguga, erinevus oli kasutatud ligandides. Nende valkude puhul saime
uurida sahharoosi, rafinoosi ja stahhiioosi seondumise moju valgu stabiilsusele, sest tdnu
mutantide kataliiiitilisele 1inaktiivsusele substraadi seostumisele reaktsiooni ei jirgne.
Kataliiiitilise kolmiku mutante saaks kasutada valgu kristalliseerimisel koos aktiivtsentrisse
seostunud substraadiga (sahharoos, rafinoos vdi stahhiioos). Substraadiga seondunud valgu

termostabiilsus voiks tdusta. Selle hiipoteesi kontrollimiseks viisime 14bi Thermofluori katse,
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kasutades valkude ligandidena erinevaid suhkruid nende erinevatel kontsentratsioonidel (100-
300 mM) (vt ptk 2.2.8.).

Asp4d6Ala Asp203Ala

66: | AT_0-300 mM 56 AT_0-300 mM

65 Sahharoos 3.7 °C 65 Sahharoos 3.5 °C

64 //i Rafinoos 2.4°C 64 & Rafinoos 2.0°C
% 1 - Stahhiioos2.2°C & Stahhiioos 3.5 °C
Fe B —4—Sahharoos F g —o—Sahharoos

~#-Rafinoos -~ Rafinoos
o1 Stahhtioos 6l 3 Stahhiioos
60 60 |
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Kontsentratsioon (mM) Kontsentratsioon (mM)
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Joonis 9. Lsc2 valkude Kkataliiitilise kolmiku mutantide termostabiilsuse hindamine
Thermofluor’i meetodiga. Reaktsioonisegudes kasutati erinevates kontsentratsioonides (100-
300 mM) sahharoosi, rafinoosi ja stahhiioosi. Graafikutel on é&ra ndidatud ka ligandi
seostumisega kaasnev maksimaalne tdheldatud Tp, tdus (ATy 0-300 mM).

Suurimat sulamistemperatuuri tdusu oli ndha sahharoosi kasutamisel ligandina. Naiteks
Asp46Ala mutandil tousis valgu Try 3.7 °C vorra, kui valgule lisati 300 mM sahharoosi. Kahel
teisel mutantsel valgul oli Ty-i muutus veidi vdiksem. Asp203Ala ja Glu287Ala mutantidel
stabiliseeris valku hésti ka 300 mM stahhtioos ja rafinoosi juuresolek mojutas nende valkude
termostabiilsust koige vdhem mdoju (vt Joonis 9). Asp46Ala mutandil mojutas aga rafinoos
valgu termostabiilsust rohkem kui stahhiioos, tdstes Tm-i maksimaalselt 2.4 kraadi vorra.
Seega voiks jareldada, et sahharoos tdstab kataliiiitiliselt inaktiivsete valkude termostabiilsust
koige rohkem, ta peaks valguga kdige tugevamini seostuma ja oleks seega kdige sobilikum
ligand valgu kristalliseermisel koos substraadiga. Thermofluor katse tulemused on heas
kooskdlas selles tods saadud andmetega Lsc2 substraadivaliku kohta. Lsc2 afiinsus
sahharoosile on suurem kui rafinoosile (Tabel 4). Ka rafinoosi ja sahharoosi ning stahhiioosi
ja sahharoosi kasutamise suhted néditavad, et ensiilimile on parimaks substraadiks sahharoos
(Tabel 4). Sahharoosiga seotud levaansukraasi kristallid on saadud ka B. subtilis’e
levaansukraasil SacB (Meng ja Fiitterer, 2003). Molemal puhul immutatati SacB
valgukristalle 150 mM suhkru lahuses (Meng ja Fiitterer, 2003; 2008). M. saccharophilum (-
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fruktofuranosidaas kristalliseeriti kompleksis fruktoosi molekuliga ja selleks immutati valku

1.67 M fruktoosi lahuses (Tonozuka et al., 2012). Thermofluori katsetest moddetuna voiks

Lsc2 puhul sobida substraadiga koos kristalliseerimisel just korgemad substraadi

kontsentratsioonid (300 mM), mis stabiliseerisid meie katses valku kdige enam.
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KOKKUVOTE

Levaansukraase leidub nii gramnegatiivsete kui ka -positiivsete bakteritel. Kuigi erinevate
bakterite levaansukraaside valgujirjestused varieeruvad, on neil kdigil sarnane struktuur ja
aktiivtsenter. Ensiiiim on viielabalise B-propelleri struktuuriga, mille keskel asub substraadi
seondumistasku. Substraadimolekuli seondumisel on eriti olulised kolm aminohapet, kaks
aspartaati ja iiks glutamaat. Need aminohapped moodustavad nn Kkataliiiitilise kolmiku.
Enstiim  hiidroliitisib ~ substraadi  molekulis  (substraadiks on nditeks sahharoos)
gliikosiidsideme ja poliimeriseerib vabanevad fruktoosijadgid p-2,6 sidemega pikaks
poliimeeriks (levaaniks) ja fruktooligosahhariidideks. Molemat tiitipi produktidel on

potentsiaalseid tehnoloogilisi rakendusi.

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 genoomis on kolm levaansukraasi geeni: Iscl,
Isc2 ja Isc3. Varasemalt on meie toogrupis pdhjalikuma vaatluse all olnud levaansukraas
Lsc3. Sellest valgust on tehtud palju mutante, mille analiiiisil saab teha jareldusi konkreetsete
aminohapete rolli kohta valgus. Selliste jarelduste tegemisel oleks suureks abiks valgu

kristalliseerimine ja struktuuri lahendamine.

Antud t66 tiheks pohieesmargiks oli iseloomustada Lsc2 valku ja vorrelda tema omadusi Lsc3
valgu omadega. Vorreldi  valkude  substraadivalikut,  poliimerisatsioonivoimet,
reaktsiooniproduktide spektrit ja termostabiilsust. To6 teiseks iilesandeks oli hinnata
arvutipdhiste meetoditega Lsc2 valgu kristalliseeritavust ja eksperimentaalselt tdestada,
millised aminohapped moodustavad valgu kataliiiitilise kolmiku. Selleks muteeriti 1sc2 geeni,

ekspresseeriti mutantseid levaansukraase E. coli’s ja iseloomustati saadud mutantseid valke.
Too pohitulemused olid jirgmised:

1. Substraadivaliku, poliimerisatsioonivoime ja reaktsiooniproduktide spektri alusel ei
ilmnenud olulisi erinevusi Lsc2 ja Lsc3 valkude vahel. Sarnaselt kéitusid ka Lsc2
molemad variandid, mil poliihistidiini mérgis paiknes valgu erinevates otstes. Nii Lsc2
kui ka Lsc3 eelistavad kasutada substraadina sahharoosi. Rafinoosi ja stahhiioosi
kasutatakse ligikaudu poole vdiksema efektiivsusega. Levaani siintees on eelistatud
madalamatel kontsentratsioonidel ja FOS-e poliimerisatsiooniastmega 3-7(8)
stinteesitakse korgel (1200 mM) sahharoosi kontsentratsioonil saagisega ~12 g/mg

valgu kohta.
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2. Aminohapete Asp46, Asp203 ja Glu287 asendamine alaniiniga langetas drastiliselt P.
syringae pv. tomato Lsc2 valgu voimet lagundada sahharoosi ja toota levaani.

Jareldame, et need aminohapped moodustavad Lsc2 valgu kataliiiitilise kolmiku.

3. Valkude kristalliseeritavuse hindamine in silico niitas, et Lsc2 valk peaks paremini

sobima kristalliseerimiseks kui Lsc3.

4. Kataliiiitiliselt inaktiivsete Lsc2 mutantide analiilis Thermofluor’i meetodit kasutades
nditas, et valkude termostabiilsust suurendas kdige enam sahharoosi juuresolek. Seega

voiks neid mutante kasutada koos sahharoosiga kristalliseerimiseks.
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Characterization of levansucrase Lsc2 from Pseudomonas syringae pv. tomato,

construction of its active site mutants and comparison with Lsc3 protein

Kadri Mardo

SUMMARY

Levansucrases are bacterial extracellular enzymes which belong to the GH68 family of
glycoside hydrolases. They are found in both Gram-negative and Gram-positive bacteria.
These enzymes split glycoside bond in the substrate (for example sucrose) and transfer its
fructosyl residue to a variety of acceptors. Levansucrases produce short-chain
fructooligosaccharides (FOS) and long-chain levan, in which fructose residues are linked with
B-2,6 bonds. FOS can be used as potential health-promoting prebiotics in human and animal

intestine. For levan, immune-stimutating effect has been described.

Levansucrases and other enzymes belonging to glycoside hydrolase family 68 have a common
five-blade B-propeller fold with a deep central cavity. At the bottom of the cavity resides the
active centre which contains three catalytically important acidic amino acids, two aspartates
and a glutamate, also named as catalytic triad. One aspartate acts as catalytic nucleophile and
the other as transition state stabilizer. Glutamate has a role of general acid-base catalyst.

The aim of this study was to characterize P. syringae pv. tomato DC3000 levansucrase Lsc2
and compare its properties with those of Lsc3 protein. Substrate specificity, polymerizing
activity and spectrum of reaction products were under observation. As it turned out, these two
proteins were biochemically highly similar. They had similar substrate specificity, kinetic and

polymerizing properties.

Another purpose of this work was to prove experimentally that Asp46, Asp203 and Glu287
form the catalytic triad of Lsc2. Using site-directed mutagenesis we substituted these amino
acids with alanines. As these substitutions drastically reduced catalytic activity of the enzyme,
our earlier prediction was correct. Finally we tested how different substrate and acceptor
molecules affect thermal stability of Lsc2 using a novel high-throughput Thermofluor
method. We showed that tested by us fructosyl acceptors did not significantly increase
thermostability of wild-type Lsc2. In case of catalytic triad mutants of Lsc2, presence of
sucrose molecule significantly elevated thermostability of the protein. Stabilizing effects of
raffinose and stachyose were lower. Thus, sucrose binds the active site more strongly than the

other two substrates that coincides with the data of substrate specificity analysis of Lsc2.
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LISA1

Erinevate bakterite levaansukraaside valgujarjestuste joondus. Pseudomonas syringae pv.
tomato Pst (Lsc3; Q88BNG; 431 ah); Pst (Lsc2; Q883P5; 415 ah); Pst (Lscl; Q886X2; 431
ah); Erwinia amylovora (Q46654; 415 ah); Rahnella aquatilis (054435; 415 ah);
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca (Q93FU9; 424 ah). Valkude jarjestused saadi
UniProt (The UniProt Consortium, 2012) andmebaasist. Jarjestused joondati programmiga
BioEdit 7.0.5 (Hall, 1999). Punaste tdppidega on tdhistatud erinevused 22 positsioonis P.
syringae pv. tomato Lsc2 ja Lsc3 valgujérjestustes.

Q88BN6 Pst Lsc3

LR
MYNSNSAVSQLONSPLVDNI

Q883P5 Pst Lsgc2 @  —mmmmmmmmmmmm——e 54
Q886X2 Pst Lscl 70
Q46654 E.a. Ealsc =  ———————————————- 54
054435 R.a. SacB = -———————————————-] 54
Q93FU9 P.c. LscA = -————————- 6l
Consensus 42
Q88BN6 Lsc3 Pst 140
Q883P5 Lsc2 Pst 124
QB8B6X2 Lscl Pst 140
Q46654 E.a. Ealsc CYWYSRTGFKDWIFGGRVMAE 124
054435 R.a. SacB CYWYSRTGFKDWIFGGRVMAE 124
Q93FU9 P.c. LschA 131
Consensus 99
Q88BN6 Lsc3 Pst 210
Q883P5 Lsc2 Pst 194
Q886X2 Lscl Pst 210
Q46654 E.a. EalLsc 194
054435 R.a. SacB 194
Q93FU9 P.c. LschA ) A 201
Consensus skdskkkhkkhkohkkkok s kkohkhkkk dhkkhkkok khkkdks o 153
Q88BN6 Lsc3 Pst 280
Q883P5 Lsc2 Pst 264
Q886X2 Lscl Pst 280
046654 E.a. Ealsc WNFRDPSPFIDENDGKLYMIFEGNVAGERGS 264
054435 R.a. SacB HNFRDPSPFIDPEDGKLYMVFEGNVAGERGS 264
Q93FU9 P.c. LscA e FRDP]] PFi3 DPNDGKL FEGNVAGERGS! 271
Consensus h, ok hkkkk kk k hhkkhkhk:hkhkhkhk khkk 207
Q88BN6 Lsc3 Pst 350
Q883P5 Lsc2 Pst 334
Q886X2 Lscl Pst 350
Q46654 E.a. EalLsc 334
054435 R.a. SacB 334
Q93FU9 P.c. LschA 341
Consensus 68
Q8BBN6 Lsc3 Pst

Q883P5 Lsc2 Pst

Q886X2 Lscl Pst

Q46654 E.a. EalLsc

054435 R.a. SacB

Q93FU9 P.c. LscA

Consensus *_ hkkkkhkhkkdk  hkhkkkhkhk hhhkkhkhohhkhk hk hhkhkhhhkhhdkh K 321
Q88BBN6 Lsc3 Pst 431

Q883P5 Lsc2 Pst 415

Q886X2 Lscl Pst 431

Q46654 E.a. Ealsc 415

054435 R.a. SacB 415

Q93FU9 P.c. LscA 424

Consensus 330
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LISA 2

Lsc2Cter valgu HPLC analiiiisi kromatogramm. Joonisel on niha erinevate suhkrute piigid:
fruktoos (F), gliikoos (G), sahharoos (S) ja fruktooligosahhariidid erinevate poliimerisatsiooni
astmega (PA 3-8). Suhkrute viljumisaegade jargi médrati uuritavates proovides vastavad
ained. Tédpsem metoodika on kirjeldatud on peatiikis 2.2.6. HPLC analiiiisi viis 1dabi Heiki Vija

(KBFI, Tallinn).

Lsc2Cterm

G
600.000
= 3
A 400,000
4 F [
200.0004
1 /\ j S PA 3 PA 4 PA S5 PA6 PA7 PAS8
S T At o~
1 T 1 U 1 1 1 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 6.00 7.00 8.00 900 1000 1100 = 12.00 = 13.00 1400 = 1500 1600 = 17.00  18.00  19.00

Aeg (min)
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