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KASUTATUD LUHENDID

DNS — 3,5-dinitrosalitsiiiilhape

1-FFT — fruktaan:fruktaan 1-fruktosiiiiltransferaas

FOS — fruktooligosahhariidid

FS — fruktaansukraas

FTF — fruktosiiiili transferaas

GH — gliikosiidi hiidrolaas

Kcat — kataliiiitiline konstant (1/min)

Km — Michaelis’e konstant ehk afiinsus (mM)

LevU — Zymomonas mobilis’e levaansukraas

Lscl, Lsc2 ja Lsc3 — Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 levaansukraasid
LsdA — Gluconacetobacter diazotrophicus’e levaansukraas
PA — poliimerisatsiooniaste

SacB — Bacillus subtilis’e levaansukraas

1-SST — sahharoos:sahharoos 1-fruktosiiiiltransferaas

TA — transfruktostileeriv aktiivsus

TLC — dhukese kihi kromatograafia

Vmax — maksimaalne reaktsioonikiirus (U/mg)

wt — metsiktiilipi (muteerimata) valk (wild type)



SISSEJUHATUS

Levaansukraasid on bakteriaalsed ekstratsellulaarsed ensiiimid, mis kuuluvad gliikosiidi
hiidrolaaside perckonda 68. Nad lagundavad gliikosiidsideme sahharoosis ja kataliiiisivad
fruktoosijadgi tilekannet erinevatele aktseptoritele. Reaktsiooniproduktideks on -2,6-sidemega
seotud fruktaanid, mille hulka kuuluvad suure molekulmassiga levaan ja liihikese ahelaga
fruktooligosahhariidid. Fruktaanidel on mitmeid rakendusi. Neid saab kasutada toidus,
kosmeetikas, tekstiili-, farmaatsia- ja keemiatoostuses ning meditsiinis. Mikroobsetel fruktaanidel
on tervisele kasulik toime, niiteks levaan omab kasvajavastast ja immunsiisteemi Stimuleerivat
aktiivsust ning alandab veresuhkru taset. Levaanitiitipi fruktooligosahhariididel on nédidatud

prebiootilist toimet jimesoole bifidobakteritele.

Levaansukraas on viielabalise B-propelleri struktuuriga ning selle keskel, tsentraalses 6dnsuses,
asub aktiivtsenter. Sinna kuuluvad kolm happelist aminohapet: kaks aspartaati ja glutamaat.
Aspartaatidest on iiks nukleofiil ja teine vaheiihendi stabiliseerija ning glutamaat on alus-hape
kataltiiisijaks. Kuigi levaansukraase on uuritud juba pikemat aega, on paljud tema kataliilisiga
seotud kiisimused veel vastuseta. Ei ole selge, millest so0ltub levaansukraaside
substraadispetsiifilisus ja transfruktostiiilimisreaktsioonis moodustuvate produktide spekter.
Samuti ei ole teda, millised aminohapped ja positsioonid levaansukraasis médravad siinteesitava

B-gliikosiidsideme spetsiifikat.

Minu bakalaureuset6d eesmérgiks oli ennustada Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
levaansukraasil Lsc3 transfruktosiiiilimisreaktsiooniks ja substraadivalikuks olulisi aminohappeid

ja kontrollida seda eksperimentaalselt. Tapsed to6esmérgid on toodud peatiikis 2.1.

To6 tehti Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudis Geneetika dppetoolis ETF
grantiprojekti GLOMR9072 ja projekti ,,Funcional Food Ingredients* nr 3.2.0701.12-0041
rahastusel. Soovin tdnada Tiina Alaméded, Triinu Visnapuud ja Karin Mardot, kes aitasid

kéesolevat t60d koostada ja praktilist to6d planeerida.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Fruktosiiiili transferaasid: levaansukraasid ja inulosukraasid

Gliikosiidi hiidrolaasid (GH-d) on ensiitimid, millel on unikaalne roll erinevates bioloogilistes
protsessides nagu glikaanide (suhkrute) biosiintees, taimede rakuseina siintees ja
modifitseerimine, taimede Kaitsesiisteemid, erinevate signaalide toimimine ja varuainete teke
ning kasutamine. GH-e grupeeritakse valkude omaduste ja reaktsioonimehhanismide alusel
mitmetesse perekondadesse (Lammens et al., 2009). GH perekonnad 32 ja 68 on ithendatud GH-J
klanniks, kuhu kuuluvad mitte ainult tiitipilised hiidrolaasid, kuid ka fruktostitiltrasferaasid (FTF-
d), mis osalevad fruktaanide, fruktoosijadkidest koosnevate oligo- ja poliimeersete Suhkrute,
biosiinteesis. Homoloogia nende kahe perekonna valkude vahel on madal, vihem kui 15%, aga
neil on leitud sarnaseid jarjestusemotiive ja struktuurielemente (Pons et al., 2000; Meng ja
Fiitterer, 2003). Perekond GH 32 sisaldab invertaase (EC 3.2.1.26), seente ja bakterite endo- ja
eksoinulinaase (vastavalt EC 3.2.1.7 ja EC 3.2.1.80), levanaase (EC 3.2.1.65) ja taimseid
fruktaani eksohiidrolaase (EC 3.2.1.153) (www.cazy.org). Lisaks kuulub sellesse perekonda

mitmeid seente ja taimede fruktaanide siinteesis osalevaid fruktosiiiili transferaase. Taimedes
sisalduvad fruktaanid on siinteesitud sahharoosist kahe vdi enama fruktostiili tranferaasi abil.
Lihtsama ehitusega taimse fruktaani, inuliini, siinteesis osalevad kahte tiilipi ensiiimid. Esimene
neist on sahharoos:sahharoos 1-fruktosiiiiltransferaas (1-SST), mis kannab sahharoosist parinevat
fruktoosijaiki iile teisele sahharoosi molekulile ja siinteesib trisahhariidi, 1-kestoosi (GF,). Teine
ensiiim on fruktaan:fruktaan 1-fruktosiiiiltransferaas (1-FFT), mille substaadiks on 1-kestoos
ning produktina moodustub pikema ahelaga inuliin (Edelman ja Jefford, 1968; Vijn ja Smeekens,
1999; Lammens et al., 2009).

Perekonda GH68 kuuluvad bakteriaalsed ja ka arhedest parinevad levaansukraasid (EC 2.4.1.10;
2,6-B-D-fruktaan 6-B-D-fruktosiiiiltransferaas), inulosukraasid (EC 2.4.1.9; 2,1-B-D-fruktaan 1-p-
D-fruktosiiiiltranferaas) ja B-fruktofuranosidaasid ehk invertaasid (EC 3.2.1.26) (www.cazy.org).
Bakterites piisab poliifruktaanide siinteesiks iihest ensiitimist, kas levaan- voi inulosukraasist
(Martinez-Fleites et al., 2005).

Bakteriaalsed FTF-id kataliitisivad soltuvalt aktseptorist kahte erinevat tiiiipi reaktsiooni. Kui
aktseptoriks on fruktaan, mono- vd&i oligosahhariid, siis toimub transfruktosiiiilimine ehk
fruktaani ahela pikendamine (poliimerisatsioon) ja kui aktseptoriks on vesi, siis toimub hiidroliiiis

(Ozimek et al., 2006).


http://www.cazy.org/

Levaansukraas on ensiiiim, mis silinteesib sahharoosist levaani, B-2,6-sidemega poliifrutaani.
Bakteriaalne levaan on enamasti korge poliimerisatsiooniastmega (PA) ning tema molekulmass
voib ulatuda 20-st kilodaltonist kuni mitme megadaltonini (Lammens et al., 2009).
Transfruktosiitilimisel v3ib sahharoos toimida nii fruktosiiiili doonori kui ka aktseptorina. On
naidatud, et sahharoosi kontsentratsioonist sdltub, kas eelistatult toimub hiidroliiis voi
poliimerisatsioon. Néiteks Bacillus subtilis’e levaansukraas hiidroliiiisib substraadi gliikkoosiks ja
fruktoosiks madalamal sahharoosi kontsentratsioonil (<250 mM), aga levaani siinteesitakse
kdrgemal kontsentratsioonil (>250 mM) (Chambert et al., 1974; Meng ja Fiitterer, 2003). Moned
bakterid voivad siinteesida ka korge poliimerisatsiooniastmega inuliini-tiitipi fruktaane, kasutades

selleks inulosukraasi (van Hijum et al., 2002; Ozimek et al., 2006).

Vorreldes inulosukraasidega on pdhjalikumalt uuritud on bakteriaalseid levaansukraase, mida
esineb nii grampositiivsetel kui ka -negatiivsetel bakteritel. Levaansukraase siinteesivad néiteks
B. subtilis, B. megaterium, mdned laktobatsillid, Zymomonas mobilis, Gluconacetobacter
diazotrophicus ja Pseudomonas syringae tiived. Vdhem informatsiooni on bakteriaalsete
inulosukraaside kohta. Inuliini siinteesivad bakterid on néiteks Streptococcus mutans,
Lactobacillus reuteri ja Leuconostoc citreum (Rosell ja Birkhed, 1974; van Hijum et al., 2003,
van Hijum et al., 2006, del Moral et al., 2008; Lammens et al., 2009).

1.1.1 Levaansukraaside ehitus ja kataliiiisis olulised aminohapped

Gramnegatiivsete ja  -positiivsete  bakterite levaansukraasid on erineva suurusega,
grampositiivsete bakterite vastavad valgud on enamasti suuremad. Naiiteks L. reuteri
levaansukraas Lev on 804 aminohappe (ah) pikkune (van Hijum et al., 2004). Gramnegatiivse P.
syringae patovaride levaansukraasid on peaaegu poole vidiksemad ning ning koosnevad kas 431

vOi 415 aminohappest (Hettwer et al., 1995; Visnapuu et al., 2008; www.pseudomonas-

syringae.orq).

Levaansukraasid voib liigitada fruktaansukraaside (FS-id) hulka. FS struktuuri voib jagada
neljaks regiooniks: signaalpeptiid, mis on vajalik ensiiiimi sekreteerimiseks, varieeruva pikkusega
N-terminaalne piirkond, konserveerunud kataliiiitiline tsenter ja C-terminaalne piirkond, mille
pikkus voib varieeruda ning mis voib sisaldada rakuseinaga seostumiseks vajalikku jarjestust
(van Hijum et al., 2006). Erinevates bakterites on levaansukraaside pikkused erinevad ning koiki
tilalpool mainitud regioone ei pruugi igal ensiitimil olla. Siiski on Kkataliiiitiline tsenter véga

sarnase struktuuriga (vt. Joonis 1). Levaansukraasi kristallstruktuurid on olemas B. subtilis’e
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SacB, B. megaterium’i SacB, G. diazotrophicus’e LsdA ja Arthrobacter sp. K-1 pB-
fruktofuranosidaasi kohta (www.rcsb.org; Meng ja Fiitterer, 2003; Martinez-Fleites et al., 2005;
Strube et al., 2011; Tonozuka et al., 2012). Kristallstruktuuride andmed nditavad, et
levaansukraasid on viielabalise B-propelleri ehitusega, valgu keskel on tsentraalne 6dnsus. Iga
propelleri laba B-lehe moodustavad neli antiparalleelset B-ahelat (Joonis 1). Levaansukraasidel ei
ole N- ja C-terminus kovalentselt seotud, kuid need asuvad ldhestikku. N-terminaalne piirkond
paikneb esimese [B-lehega risti ning ulatub propelleri Il labani, C-terminaalne piirkond asub

propelleri V laba juures. B. subtilis’e C-terminus ei moodusta vesiniksidemeid esimese B-lehega,

aga G. diazotrophicus’e valgus on need olemas (Meng ja Fiitterer, 2003; Martinez-Fleites et al.,
2005).

Joonis 1. Levaansukraaside
struktuur ja kataliiiitiline tsenter. B.
subtilis’e levaansukraas (A) ja selle
aktiivtsenter (B) ning G.
diazotrophicus’e levaansukraas (C)
ja selle aktiivtsenter (D). Punasega
on téhistatud kataliiiitilisse
kolmikusse kuuluvad aminohapped.
(B: Asp86, Asp247 ning Glu342; D:
Aspl35, Asp309 ja Glu40l)
(Lammens et al., 2009).

Levaansukraasidel on mitmeid konserveerunud valgujéarjestuse motiive. Naiteks RDP-motiivis
paikeb kataliiiitilisse kolmikusse kuuluv aspartaat (vt. joondus Lisas 1; Joonis 1). See aminohape
ei ole otseselt kataliitisiga seotud, vaid moodustab vesiniksidemeid fruktoosijaagi C3- ja C4-
hiidroksiiiilriihmadega ja stabiliseerib reaktsioonis moodustuvat vaheiihendit (Yanase et al., 2002;

Nagem et al., 2004; Meng ja Fiitterer, 2008). Kataliiiitilisse kolmikusse kuuluvad veel


http://www.rcsb.org/

konserveerunud WD-motiivi aspartaat, mis on reaktsioonis nukleofiiliks ja D(E/Q)(T/I/V)ER
motiivi glutamaat, mis on alus-hape kataliiiisijaks (Meng ja Fiitterer, 2003; Martinez-Fleitez et
al., 2005; Lisa 1).

Gramnegatiivsete bakterite levaansukraaside aktiivsuse ja struktuuri sdilimiseks ei ole vajalikud
metallilised kofaktorid. G. diazotrophicus’e LscA-s hoiab valgu struktuuri disulfiidsild
(Martinez-Fleitez et al., 2005). Batsillide ja laktobatsillide levaansukraasid aga vajavad
kataliiiitiliseks aktiivsuseks Ca®*-ioone ja nende valkudes on niidatud Ca®* seondumispiirkond

(Meng ja Fiitterer, 2003; van Hijum et al., 2004).
1.1.2 Levaansukraaside reaktsioonimehhanism ja tekkivad produktid

Levaansukraaside peamiseks substraadiks on sahharoos (a-D-Glc-(1—2)p-D-Fru; GF). Lisaks
vOib ensiiiim substraadina kasutada rafinoosi (a-D-Gal-(1—6)a-D-Glc-(1—2)B-D-Fru; GalGF) ja
stahhiioosi (0-D-Gal-(1—6)a-D-Gal-(1—6)a-D-Glc-(1—2)p-D-Fru; Gal,GF) (Yanase et al.,
2002; van Hijum et al., 2004; Seibel et al., 2006; Anwar et al., 2010; Visnapuu et al., 2011).
Levaansukraasid kataliilisivad fruktosiililjadgi iilekannet sahharoosist (v0i monelt teiselt
substraadilt) erinevatele aktseptoritele. Tranfruktosiiiilimisreaktsiooni kdigus moodustuvad suure
molekulmassiga levaanid voi liihema ahelaga fruktooligosahhariidid (FOS). Soltuvalt enstitimist
ja reaktsioonitingimustest voivad produktide pikkused ja hulk varieeruda. Naiteks B. subtilis’e
levaansukraas toodab sahharoosist peamiselt suure molekulmassiga levaani, aga G.
diazotrophicus’e levaansukraas siinteesib pohiliselt FOS-e (Hernandez et al., 1995; Batista et al.,
1999; Beine et al., 2008).

Reaktsiooni toimumiseks on koigepealt vajalik doonorsubstraadi (sahharoosi) sisenemine valgu
aktiivtsentrisse. Sahharoosi fruktoosijadk seondub substraaditasku -1 alapiirkonda. Jargneb
glitkoosi ja fruktoosi vahelise gliikkosiidsideme lagundamine, fruktoos jadb kovalentselt seotuks
ensiitimi nukleofiiliga ja glilkkoos vabaneb keskkonda (Joonis 2A). Jargneva reaktsiooni
produktide spekter soltub fruktostiiili aktseptorist. Kui aktiivtsentrisse siseneb veemolekul, siis
toimub hiidroliiis ning fruktoosijadk kantakse iile veele (Joonis 2B). Kui aktseptorina toimib
moni teine molekul, néditeks sahharoos voi fruktaan, siis toimub transfruktosiiiilimine. Aktseptor
seostub +1, +2 ning vajadusel ka jdrgnevatesse alapiirkondadesse. Esimeses
transfruktosiiiilimisreaktsioonis sahharoosiga seostub +1 piirkonda aktseptorina toimiva
sahharoosi fruktoosijadk ning +2 piirkonda gliikoosijaak ning produktina moodustub 6-kestoos.

Ahela edasisel pikendamisel voivad tekkida pikemad FOS-id ja levaan. Kui aktseptoriks on

9



gliikoos, siis toimub vahetusreaktsioon ja produktina tekib sahharoos (Martinez-Fleites et al.,
2005; Ozimek et al., 2006; Meng ja Fiitterer, 2008).

Kovalentne
side

(A) = T‘E’{“'i

A4 +1 +2 +3

|

P

Hiidroliiiis
(B) ‘;/'
F 1 4 |
s ’ |
-1 +1 42 43

Fruktoos /

Transfruktosiileerimine

(c) ¢ FTF[F(?fa

+1 +2 +3
s/

Poliimeeri eraldumine

Oligosahhariidid/
poliimeer

Joonis 2. Levaansukraasi kataliiiisitud
reaktsioonide skeem. A — sahharoosi molekuli
sisenemine ja seondumine valgu aktiivtsentrisse; B
— sahharoosi hiidroliiiis, kus aktseptoriks on vesi; C
— transfruktostitilimine, kus aktseptoriks on fruktaan
(Ozimek et al., 2006).

Fruktaansukraasid vGivad siinteesida nii lineaarseid kui ka hargnenud struktuuriga produkte. Kui

levaani pohiahelas on fruktoosijaégid ithendatud B-2,6 sidemetega, siis hargnemised toimuvad (3-

2,1 sidemete kaudu (Han, 1990; Anwar et al., 2010). S. salivarius’e levaansukraas toodab

levaani, kus B-2,1 hargnemisi on 30% (Newbrun and Baker 1968; van Hijum et al., 2001; Jang et

al., 2006).

Levaansukraasid voivad fruktoosijddke iile kanda ka alternatiivsetele fruktosiiiili aktseptoritele,

kuna aktseptori seondumissaitide struktuur vdimaldab erineva kujuga molekulide seostumist.

Seevastu doonorsait on viga spetsiifiline ning sinna voib seonduda ainult fruktoosijaak.

Pseudomonaadidest périt levaansukraasid Lsc3 (P. syringae pv. tomato DC3000) ja LscA (P.

chlororaphis subsp. aurantiaca) transfruktosiitilivad mitmeid erinevaid iihendeid, niiteks D-

ksiiloosi, D-fukoosi, L- ja D-arabinoosi, D-riboosi, D-sorbitooli, ksiilitooli, ksiilobioosi, D-
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galakturoonhapet ja D-mannitooli. On nédidatud, et moodustunud produktid on

poliimerisatsiooniastmega kuni 5 (Visnapuu et al., 2011).
1.1.3 Levaansukraaside biokeemilised omadused

Peamiseks levaansukraasi substraadiks on sahharoos, aga erinevatest bakteritest périt
levaansukraasidel voib afiinsus sahharoosi suhtes suurel mdiéral varieeruda. Niiteks B.
megaterium’i levaansukraasi SacB afiinsus (Ky,) sahharoosile on 6.6 mM (Homann et al., 2007)
ja L. reuteri levaansukraasi vastav K, védartus on 9.7 mM (van Hijum et al., 2004). Z. mobilis’e
levaansukraasi afiinsus sahharoosile on oluliselt madalam, K,, = 125 mM (Yanase et al., 2002),
ja eriti madal on see P. syringae pv. phaseolicola levaansukraasil — K, = 160 mM (Hettwer et al.,
1995). Ensiiiimikineetika iseloomustamiseks moodakse reaktsiooni algkiirusi erinevatel
substraadi kontsentratsioonidel ja arvutatakse vilja K, ja maksimaalne reaktsioonikiirus Vmax.
Nende alusel saab leida kataliiiitilise konstandi key ja kataliiiitilise efektiivsuse, mis viljendakse
suhtena Kea/Km. Kirjanduse andmetel on seni kdige korgem kataliiiitiline efektiivsus detekteeritud

B. megaterium’i levaansukraasil, 346 1/mM x s (Homann et al., 2007).

Monedel levaansukraasidel on nédidatud ka rafinoosi voi stahhtioosi kasutamist. Afiinsused
rafinoosi suhtes on sdltuvalt valgust iisna erinevad ja mdnedel levaansukraasidel on rafinoosi
kasutamise maksimaalkiirus isegi kdrgem kui sahharoosil. Niiteks Z. mobilis’e levaansukraasi
sahharoosi, rafinoosi ja stahhiioosi kasutamise maksimaalkiiruste vahekord on 100:117:100
(Yanase et al., 2002). Seega on talle parimaks substraadiks rafinoos. Osad levaansukraasid
eelistavad substraadina siiski sahharoosi ning ensiitimi afiinsus rafinoosile on ligi poole vaiksem
kui sahharoosile. Naiteks P. syringae pv. tomato Lsc3 afiinsus rafinoosile on umbes poole

madalam kui sahharoosile (Visnapuu et al., 2008).

Levaansukraaside reaktsioonivoime ja produktide spekter soltub reaktsioonitingimusest. lgal
levaansukraasil on kataliilisi labiviimiseks optimaalne pH ja temperatuur (Hettwer et al., 1995;
Batista et al., 1999; Meng ja Fiitterer, 2003; van Hijum et al., 2004; Seibel et al., 2006; Homann
et al., 2007). L. reuteri levaansukraasi Lev optimaalne pH on vahemikus 4.5-5.5 ning kdige
kdrgem koguaktiivsus on detekteeritud temperatuuril 50°C. Lev vajab Ca®* olemasolu ja kui
Ca?*-ioonide sisaldus on reaktsioonipuhvris viiksem kui 1 mM, siis on ensiiiim vihe aktiivne. L.
reuteri levaansukraasi aktiivsust inhibeerivad mdned metalliioonid, néiteks Hg*, Fe** ja Cu®* (van
Hijum et al., 2004). P. syringae pv. phaseolicola levaansukraasi Lsc reaktsiooniks optimaalne
pH on vahemikus 5.8-6.6 ja optimaalne temperatuur on 60°C (Hettwer et al., 1995). B.
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megaterium’e levaansukraasi optimaalsed reaktsioonitingimused on pH vahemikus 6.0-7.0 ja
temperatuuril 45°C (Homann et al., 2007).

1.1.4  Levaansukraaside struktuuri ja  funktsiooni seoste  kindlakstegemine
mutatsioonanaliiiisiga

Levaansukraaside struktuuri ja funktsiooni seoseid saab uurida valgu struktuuri kindlakstegemise
(kristallstruktuurid) ja mutatsioonanaliitisiga. Valgu mutante on vdimalik saada nii juhusliku kui
ka koht-suunatud mutageneesiga. Levaansukraase on muteeritud mdlema meetodiga (Yanase et
al., 2002; Li et al., 2008; Visnapuu et al., 2011). Naiteks B. subtilis’e levaansukraasi geeni (sacB)
on muteeritud koht-suunatult, et teha kindlaks SacB valgu poliimerisatsioonireaktsiooni jaoks
olulisi positsioone (Chambert ja Petit-Glatron, 1991; Ortiz-Soto et al., 2008)

B. subtilis’e levaansukraasi SacB kristallstruktuur méérati aastal 2003 (Meng ja Fiitterer, 2003).
Selles t66s kontrolliti ka kataliititilisse kolmikusse ennustatud aminohapete rolli. Kui kas Asp86,
Asp247 voi Glu342 (vt. Joonis 1) muteeriti alaniiniks, siis saadi katliiitiliselt inaktiivsed valgud,
mis ei siinteesinud levaani. B. subtilis’e levaansukraasi poliimerisatsioonireaktsiooniks on tarvis
ka arginiini positsioonis 360 ja selle muutmine lisiiniks, Seriiniks voi leutsiiniks nditas, et
mutantsed ensiiiimid moodustasid ainult trisahhariidi 1-kestoosi, aga valk levaani ei siinteesinud
(Chambert ja Petit-Glatron, 1991). His321 (vastab Arg360-le SacB valgus) muteerimine P.
syringae pv. tomato Lsc3 valgus alandas samuti vdga tugevalt ensiiimi poliimeriseerivat

aktiivsust (Visnapuu et al., 2011).

G. diazotrophicus’e levaansukraasi LsdA uurimisel leiti, et Asp135 asendamine asparagiiniga
vihendas kataliiitilist konstanti 2300 korda. Asp309 asendamisel asparagiiniga RDP-motiivis
vihendas kg vadrtust 75 korda, aga oluliselt ei muutunud afiinsus sahharoosile. Sellest jéareldati,
et Aspl135 ja Asp309 kuuluvad kataliiiitilisse kolmikusse ja on vastavalt nukleofiil ja vaheiihendi

stabiliseerija (Batista et al., 1999; Martinez-Fleites et al., 2005).

Juhusliku mutageneesi abil on uuritud Z. mobilis’e levaansukraasi struktuuri ja funktsiooni
seoseid. Mutatsioonide tekitamiseks kasutati keemilist mutageeni, 2 M ldmmastikushapet.
Mutatsiooni asukoht tuvastati geeni sekveneerimisega. Z. mobilis’e levaansukraasi muteerimiseks
kasutati ka koht-suunatud mutageenesi ja leiti, et Aspl194 ja Glu278 kuuluvad Kkataliiiitilisesse
kolmikusse, sest nende positsioonide asendamine aspartaadiga vdhendas ke védrtust vastavalt

3400 ja 30 korda (Yanase et al., 2002).
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1.2 Fruktaanide olulisus ja kasutusvoimalused

Fruktaanid on B-sidemega seotud fruktoosijadkidest koosnevad poliimeerid, millel on otsmine D-
gliikkoosijadk. Paljud bakterid, seened ja ~40 000 taimeliiki koguvad varuainena fruktaane.
Arvatakse, et lisaks sellele voivad taimedes fruktaanid olla seotud rakumembraani
stabiliseerimisega ning nad kaitsevad rakke ka pdua ecest. Fruktaanid voivad olla olulised ka
kiilma talumisel, sest jahedama kliimaga aladel on fruktaane talletavaid taimi rohkem (Hendry

and Wallace, 1993; Pilon-Smits et al., 1995; Meng ja Fiitterer, 2003).

Bakterite puhul on fruktaanide fiisioloogilisi rolle viahem uuritud, kuid on véidetud, et fruktaani
biosiintees v3ib olla seotud erinevate protsessiga, nagu bakterite ellujgdmine mullas, taimede
nakatamine ja siimbioos. Néiteks fruktaani toodav bakter G. diazotrophicus elab siimbioosis
suhkrurooga, Z. mobilis agaaviga ja Burkholderia pseudomallei maisiga (Velazquez-Hernandez
et al., 2008).

Fruktooligosahhariide v3ib kasutada tervislike prebiootikumidena. See on tihend, mida kasutavad
probiootilised bakterid ning mida toidule lisades saab selle funktsionaalsust tdsta. Soolestikus
soodustavad prebiootikumid piimhapebakterite ja bifidobakterite paljunemist tal on seetdttu
positiivset moju inimese tervisele (Simmering ja Blaut, 2001; Gibson et al., 2010; Roberfroid et
al., 2010; Koropatkin et al., 2012). Kuigi levaani-tiiiipi FOS-e on sellest aspektist vihem uuritud,
siis madala molekulmassiga p-2,6-sidemega FOS-idel on ndidatud soodustavat mdju

bifidobakterite kasvule (Marx et al., 2000).

Levaanil on potentsiaalseid kasutusvdimalusi toidu-, tekstiili-, kosmeetika- ja farmaatsiatodstuses
ning meditsiinis (Li et al., 2008). Levaanil on ndidatud ka rakkude vohamist ja nahaérritust
parssivat ja veresuhkru taset alandavat moju (Calazans et al., 1997; Kim et al., 2005; Dahech et
al., 2011).

Kuna levaan seob vett, siis saaks seda lisada niisutava komponendina kosmeetikatoodetesse.
Sulfaaditud, fosforiiiilitud voi atsetiiiilitud levaani vorme voiks kasutada viirusevastaste ainetena.
Lisaks voib levaani kasutada biotehnoloogias kapslimaterjalina. Levaanil vdiks olla palju
toostuslikke rakendusi: seda saab tdnu pindaktiivsusele kasutada puhastusainena majapidamises

ning gliikooli-levaani kahefaasilises vesilahuses saab lahutada valke (Kang et al., 2009).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1 Too eesmirgid

Too eesmirgiks oli mutatsioonanaliiiisi kasutades uurida, kuidas mdjutab aminohapete
asendamine P. syringae pv. tomato DC3000 levaansukraasi Lsc3 N-terminaalses osas tema
kataliititilisi omadusi. Soovisime vilja selgitada, millised aminohapete positsioonid Lsc3 valgu
selles piirkonnas voiksid mdjutada ensiitimi substraadispetsiifikat, poliimerisatsioonivdimet ja

stinteesitud produktide hulka ning spektrit. Selleks piistitati jargmised tilesanded:

1. Joondada Lsc3 valgujirjestus teiste levaansukraaside vastavate jirjestustega ning hinnata
N-terminaalse piirkonna positsioonide konserveerumist.

2. Muteerida koht-suunatult Lsc3 valgus Trp109, Glu110, His113, Glu146 ja Glu236.

3. Konstrueerida plasmiidid Lsc3 mutantide Trp109Ala, Glu110Asp, His113Ala, Glul46GIn
ja Glu236GIn siinteesiks.

4. Ekspresseerida mutantseid levaansukraase Escherichia coli tiives BL21(DE3).

5. Puhastada valgud Ni?*-afiinuskromatograafiaga, miirata ensiiiimide funktsionaalsus,
kineetilised parameetrid ning biokeemilised omadused.

6. Analiiisida mutantsete valkude substraadispetsiifikat, reaktsiooniproduktide spektrit ja
poliimerisatsioonivdimet ning teha jareldusi Lsc3 valgus uuritavasse piirkonda jadvate
aminohapete olulisuse kohta substraadi seondumisel ja poliimerisatsioonireaktsiooni
labiviimisel.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud bakteritiived ja plasmiidid

Mutantsete levaansukraaside ekspresseerimiseks kasutati pURI3 vektorit (2737 ap), kuhu
kloneeriti P. syringae pv. tomato DC3000 levaansukraasi geeni muteeritud variandid. Kontrollina
kasutati metsiktiitipi I1sc3 geeni sisaldavat ekspressioonikonstrukti pURI3-1sc3 (3820 ap). Koikide
konstruktide puhul siinteesitakse Lsc3 valk koos N-terminaalse Hisg-jarjestusega. Toos kasutatud

plasmiidid on esitatud Tabelis 1.
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Tabel 1. T66s kasutatud plasmiidid. Margitud on plasmiidi nimetus, kirjeldus ja viide allikale.

Plasmiid Kirjeldus Viide
pURI3 Ekspressioonivektor Rivas et al., 2007; Curiel et
al., 2011
pURI-Isc3 pURI vektor, mis sisaldab muteerimata | Visnapuu et al., 2011
Isc3 geeni

pURI3-Isc3W109A | pURI vektor, mis sisaldab Isc3 geeni | Kéesolev t66
asendusega Trpl09Ala

pURI3-Isc3E110A | pURI vektor, mis sisaldab Isc3 geeni | Kdesolev t66
asendusega Glu110Asp

pURI3-Isc3H113A | pURI vektor, mis sisaldab Isc3 geeni | Kéesolev t66
asendusega His113Ala

pURI3-Isc3E146Q | pURI vektor, mis sisaldab Isc3 geeni | Kdesolev t66
asendusega Glu146GIn

pURI3-Isc3E236Q | pURI vektor, mis sisaldab Isc3 geeni | Kdesolev t6o
asendusega Glu236GIn

Mutantseid levaansukraase ekspresseeriti E. coli tiives BL21(DE3) [hsdS gal (Aclts857 indl
Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene 1)] (Studier ja Moffatt, 1986), mille genoomis on LacUV5
promootor, mis IPTG (isopropiiiil-B-D-1-tiogalaktopiiranosiid) lisamisel aktiveerib T7
poliimeraasi siinteesi (Rivas et al., 2007). Vektoril pURI3 on T7 seondumisjérjestus, kust algab

vektorisse kloneeritud geeni ekspressioon.
2.2.2 Mutantide konstrueerimine ja Isc3 geeni kloneerimine pURI3 vektorisse

Mutatsioonide koht-suunatult Isc3 geeni viimiseks kasutati PCR-p&hist praimeri pikendamist,
mida kutsutakse ka megapraimeri meetodiks (Wei et al., 2004). Koikide muteerimise ja
kloneerimise kdigus vajalikes PCR-i etappides kasutati viguparandava aktiivsusega Pfu DNA
poliimeraasi (Thermo Scientific, USA). Megapraimerina kasutatav DNA fragment siinteesiti
PCR-i reaktsioonisegus, mis sisaldas 0.025 U/ul Pfu poliimeraasi, 1x Pfu puhvrit (Thermo

Scientific, USA), 0.2 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; Fermentas, Leedu), 4 mM MgSO,
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ja 0.5 pmol/ul mdlemat praimerit. Matriitsina kasutati muteerimata Isc3 geeniga plasmiidi
pURI3-Isc3 (Visnapuu et al., 2011). Praimeriteks olid vastavalt paripraimer T7 (5’
TAATACGACTCACTATAGGG 3’), mis seondub DNA-le T7 poliimeraasi seondumisjérjestuse
piirkonnas ja vastupraimeritena W109ARev (5° TGTCGATCTTCCGCGTCACGC 37),
E110DRev (5 ATGTCGATCGTCCCAGTCACGC 3", H113A Rev (5
CGCGGCCAGCTCGATCTTCC 3%), E146QRev (5
GGTGTGCCCGCCCACTGTCGAGTGGTGG 3%) voi E236QRev (5
TCACCGGCGACATTGCCCTGAAACACCA 3°). Produktid on vastavalt 466, 467, 474, 580 ja
853 ap pikkusega. Muteerimispraimerid sisaldavad selliseid l&mmastikaluse vahetusi, mis
muudavad vastavates positsioonides koodonit ja aminohappe muutub alaniiniks, aspartaadiks voi

glutamiiniks.

PCR-i produktid (megapraimerid) lahutati elektroforeesiga 1% agaroosgeelil (vt. pt. 2.2.5). Oige
pikkusega DNA fragmendid ja 13igati geelist ning puhastati Ultra Clean™ 15 DNA puhastamise
komplektiga (MoBio, USA) valmistajapoolse protokolli alusel. Seejdrel megapraimereid
pikendati PCR-i reaktsiooniga. Reaktsioonisegu sisaldas lisaks megapraimerile 1x Pfu puhuvrit,
0.04 mM dNTP, 4 mM MgSO,, 0.05 U/ul Pfu DNA poliimeraasi ja matriits-DNA oli pURI3-
Isc3. Saadud proove inkubeeriti restriktaasiga Dpnl (I16ppkonts. 0.2 U/ul, Thermo Scientific,
USA) 3 tundi 37°C ja inaktiveeriti 20 min 80°C. Dpnl restrikteerib algset DNA-d, mis on
metiileeritud, ja segusse jddvad alles ainult pikendamise kdigus tekkinud Isc3 fragmendid.
Seejarel tehti PCR, et amplifitseerida suuremas hulgas muteeritud Isc3 fragmenti (1467 ap).
Selleks kasutati péripraimerina Lsc3pURI3Fw ja vastupraimerina Lsc3pURI3Rev (Visnapuu et
al., 2011). Produkti olemasolu ja pikkust kontrolliti 1% agaroosgeelil ja see puhastati geelist
Ultra Clean™ 15 DNA puhastamise komplektiga. Jirgmiseks kloneeriti mutantsed Isc3 geenid
pURI3 vektorisse PCR-i pohise ligaasivaba kloneerimise meetodiga nagu on eelnevalt meie
toogrupis ndidatud (EImi, 2011; Visnapuu et al., 2011). Reaktsioonisegu sisaldas puhastatud Isc3
geeni, vektorit pURI3, 0.01 mM dNTP, 1x Pfu puhvrit, 4 mM MgSO,, 0.05 U/ul Pfu DNA
poliimeraasi. Siinteesiaeg lihes tsiiklis oli 3 min. Saadud produkte to6deldi Dpnl-ga (1oppkonts.
0.2 U/ul), et vabaneda segusse allesjddnud pURI3 vektorist. Seejdrel lisati O puhvrit ja
restrikteeriti Notl-ga (5 GC|GGCCGC 3’, 16ppkonts. 0.2 U/ul, Fermentas, Leedu), mis “16ikab”
tithja vektorit, kuid mitte inserteerunud Isc3 geeniga plasmiidi, kuna viimane ei sisalda seda
16ikamissaiti. Reaktsiooni pikkuseks oli 1 h 37°C ja ensiiiimi inaktiveerimiseks kuumutati segu

20 min 80°C. Segud elektroporeeriti E. coli BL21(DE3) tiivesse, kolooniad kontrolliti PCR-iga,
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eraldati plasmiidne DNA-sse, puhastati ning mutatsiooni asukohta kontrolliti sekveneerimisega
(pt. 2.2.3).

2.2.3 Elektroporatsioon, konstruktide kontrollimine, plasmiidse DNA eraldamine ja
sekveneerimine

Mutantset Isc3 geeni sisaldavad pURI3 plasmiidid viidi E. coli rakkudesse elektroporatsiooniga
(Sharma ja Schimke, 1996). Bakterirakke kasvatati 4 ml vdhendatud soolasisaldusega YENB
sootmes (0.75% parmiekstrakt, 0.8% toitepuljong) 37°C loksutil kuni optilise tiheduse (ODggp)
védrtuseni ~0.4. Bakterirakke tsentrifuugiti 13 200 g 30 s ja rakke pesti 3 korda 15% steriilse
gliitserooliga ja suspendeeriti 50 pl sama kontsentratsiooniga gliitseroolilahuses. Seejérel lisati E.
coli BL21(DE3) rakkudele sobiv kogus etanooliga sadestatud kloneerimissegu voi plasmiidset
DNA-d. Rakud pipeteeriti 2 mm ldabimddduga elektroporatsiooni kiivetti (Bio-Rad, USA) ja
elektroporatsioon viidi 1dbi Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad, USA) siisteemiga pingel 2.5 kV.
Rakke kasvatati 1 ml LB (Luria-Bertani) s66tmes loksutil 37°C 1 h. Seejirel tsentrifuugiti 1 min
12 000 g, plaaditi LB Amp (ampitsilliin; 16ppkonts. 150 ug/ml) selektiivsootmele ja so6tmeplaate
inkubeeriti 37°C ~20 h.

Saadud kolooniad kiilvati LB Amp tardsdéotmele ning transformantide fenotiiiibi kontrollimiseks
kiilvati need LB tardsodtmele, mis sisaldas ampitsilliini, 10% sahharoosi ja IPTG-d.
Levaansukraasi stintees aktiveerub IPTG toimel ning aktiivse valgu olemasolul hakatakse
sahharoosist levaani siinteesima. 1sc3 geeni olemasolu transformantide rakkudes kontrolliti PCR-
ga. Reaktsioonisegu sisaldas 0.05 U/ul Tag DNA poliimeraasi, 0.2 mM dNTP, 6.25 mM MgCly,
1x PCR puhvrit. Pdripraimerina kasutati Lsclja3Fw2 (5> GCGATCGCCAAAGTACG 3°)
vastupraimerina Ampsaba (5 CTGAGATAGGTGCCTCAC 3’) (produkti pikkus 452 ap).
Modlema praimeri kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 0.5 pmol/ul. Tekkinud produktide

olemasolu ja pikkust kontrolliti 1% agaroosgeelil (pt. 2.2.5).

Selleks, et kindlaks teha mutatsioonide asukohta ja vastavust eeldatavale mutatsioonile,
sekveneeriti konstrueeritud plasmiidides mutantset Isc3 geeni sisaldavad piirkonnad. Plasmiidne
DNA eraldati FavorPrep™ Plasmid Extraction Mini komplektiga (Favorgen Biotech Corp.
Taiwan) vastavalt valmistajapoolsele protokollile. Sekveneerimiseks kasutati BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit-i (Applied Biosystems, Kanada). Koigepealt tehti
plasmiidset DNA-d matriitsina kasutades PCR, mille segu sisaldas 1x Taq puhvrit, 0.2 mM
dNTP, 6.25 mM MgCl,, 0.05 U/ul Tag DNA poliimeraasi ja kumbagi praimerit 0.1 pmol/ul.

Praimeritena kasutati T7 ja Lsclja3Revl (5 TGCGCTTCGGTTTGATAATAGG 3’), millega
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paljundati Isc3 geeni esimene pool pikkusega 760 ap. Levaansukraasi teine pool paljundati
praimeritega Lsclja3Fwl (5> GCGATCGCCAAAGTACG 3°) ja Ampsaba (amplifitseerub 938
ap pikkune fragment). Seejérel tehti proovidele Exol-FastAP tddtlus 15 min 37°C. FastAP
(I6ppkonts. 0.07 U/ul; Thermo Scientific, USA) on termotundlik aluliseline fosfataas, mis eraldab
DNA-It 5°- ja 3’-fosfaatriihmad, ja eksonukleaas Exol (I6ppkonts. 0.18 U/ul, Thermo Scientific,
USA), mis degradeerib iiheahelalist DNA-d 3’—5’ suunas ning seega lagundab praimerid.
Ensiiiimide inaktiveerimiseks kuumutati proove 15 min 80°C. Siis sadestati DNA etanooliga ja
proovid valmistati ette, kasutades tootjapoolseid reaktiive, 0.7 ul BigDye premiksi, 2 ul 5x
lahjenduspuhvrit, 4 pmol/ul praimerit, segu maht oli 10 ul. Proovid saadeti sekveneerimisele ABI
3130x1 Genetic Analyser voi ABI 3730xl DNA Analyser sekvenaatoriga (Applied Biosystems,
Kanada).

2.2.4 Levaansukraaside ekspresseerimine, rakuekstraktide tegemine ja valkude
puhastamine

pURI3-Isc3 plasmiidid viidi E. coli ekspressioonitiivesse BL21(DE3). Tranformante kasvatati
ampitsilliini sisaldavas LB vedelsddtmes 37°C loksutil. Rakuekstraktide saamiseks kiilvati
transformantide kolooniad kdigepealt 5 ml LB Amp vedelsddtmesse, kasvatati iiletd 37°C
loksutil. Seejédrel tehti bakterikultuurist lahjendus 200 ml LB Amp sO06tmesse maiidrates
algtiheduseks ~0.05 (ODgqo) ja rakke kasvati 37°C loksutil kuni optilise tiheduse viirtuseni ~0.4-
0.6. Levaansukraasi ekspressioon indutseeriti 0.5 mM IPTG lisamisega ja rakke kasvatati 22°C
loksutil iiledd (~20 h). Bakterikultuuri tsentrifuugiti 10 min 2400 g (4°C), pesti kaks korda 5 ml
100 mM fosfaatpuhvriga (pH 6.0) ning suspendeeriti 10 ml-is sonikeerimispuhvris (puhver A: 10
mM imidasool, 10% gliitserool, 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl; pH 6.0). Suspensiooni
kiilmutati vedelas ldmmastikus ja sulati leiges vees kolm korda selleks, et Idhkuda
bakterirakukesti ja suurendada valgusaagist. Lisaks purustati rakud neid ultraheliga t66deldes
(Ultrasonic Homogenizer 4710, Cole-Parmer Instrument Co., USA). Segusid tsentrifuugiti 4°C
20 min 2400 g, eraldati supernatant nind lisati DNaasl (5 U/ml), et lagundada rakuekstraktis olev
DNA. Segu inkubeeriti iiledd 4°C. Supernatant ja kdik valgu puhastamisel kasutatud lahused

filteeriti 1abi 0.45 pm poorisuurusega siistlafiltri, et vabastada neid suurematest osakestest.

Valgu puhastamiseks kasutati vedelikkromatograafia siisteemi AKTAprime™ plus (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi) ja 1 ml Ni?*-afiinsuskromatograafia kolonne (HisTrap™
FF, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi). Ekspresseeritud levaansukraasid sisaldavad valgu

N-terminaalses otsas Hisg-jdrjestust, mis seondub kolonnis Ni-iooniga ning valk on sealt
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elueeritav 500 mM imidasooli sisaldava puhvriga. Valgu puhastamiseks kasutati tootjapoolset
metoodikat (programm: Affinity purification any His-Trap) ning puhta valgu kolonnist
elueerimiseks kasutati puhvrit B (500 mM imidasool, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PQO,; pH 6.0).
Fraktsioonid koguti, neid analiitisiti SDS-PAGE-il korvuti rakuekstraktiga ning levaansukraasi
sisaldavad fraktsioonid liideti. Imidasooli sisaldava puhvri asendamiseks levaansukraasi
reaktsioonipuhvriga kanti segu 12-14 kDa poorisuurusega ServaPor® dialiiisimembraani (Mw
cutoff: 12-14 kDa; SERVA Electrophoresis GmbH, Saksamaa) ja seda dialiiiisiti Mcllvaine’i
puhvriga (0.04 M sinrunhape, 0.13 M Na;HPOj4, 0.02% asiid; pH 6.0) 4°C ~24 h. Puhvrit vahetati
selle aja jooksul kaks korda, et saada puhtam valgupreparaat. Seejérel kontsentreeri valgulahus
Amicon Ultra tsentrifuugifiltritega, mis lasevad labi vdiksemaid molekule kui 10 kDa (Millipore,
USA). Selleks tsentrifuugiti valgulahust 2400 g 20 min. Saadud preparaati kasutatai puhta

valguna.

2.2.5 Geelelektroforees

DNA fragmentide lahutamiseks ja kontrolliks kasutati agaroosgeelelektroforeesi. Selleks tehti 1%
agaroosgeel 0.5 x TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaatpuhver, 1 mM EDTA; pH 8.2). Agaroosgeel
sisaldas etiidiumbromiidi (0.35 ug/ml). Proovidele lisati 3 ul geelivarvi (6x DNA Loading Dye,
Fermentas, Leedu) ja geelelektroforees toimus toatemperatuuril 0.5x TAE puhvris pingel 100 V.
DNA fragmente vaadati ultraviolettvalguses (312 nm). DNA fragmentide suuruse hindamiseks

kasutati GeneRuler™ 1 kb (Fermentas, Leedu) markerit.

Valgude lahutamiseks kasutati SDS-poliiakriiiilamiidgeelelektroforeesi (SDS-PAGE) (Sambrook
ja Russell, 2001). SDS-geeli lahutav osa sisaldas 10% poliiakriitilamiidi. Proovid suspendeeriti 5
ul 2 x Laemmli puhvris (foreesivarv), mis sisaldas 0.001% broomfenoolsinist, 2% SDS-i, 2% f-
merkaptoetanooli, 20% gliitserooli, 0.125 M Tris-i (pH 6.8) ja kuumutati 96°C 5 min. Valgud
lahutati Mini-PROTEAN Tetra siisteemiga (BIO-RAD, USA). Valkude suuruse hindamiseks
kasutati PageRuler™ SMO0671 (Fermentas, Leedu) valkude suurusmarkerit.

2.2.6 Levaansukraasi erinevate aktiivsuste kineetiliste parameetrite  ja
poliimerisatsiooniproduktide miiramine

Levaansukraasi koguaktiivsuse méiaramine glitkoosi tekke jirgi

Levansukraas kasutab substraadina sahharoosi ning iga sahharoosi Iohustamise reaktsioonis
vabaneb gliikoos. Seetottu viljendatakse levaansukraasi koguaktiivsust sahharoosist vabanenud

gliikoosi hulga jargi. Gliikoosi méadramiseks kasutati Glucose Liquicolor’i reaktiivi (Human
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GmbH, Saksamaa) ja eelnevalt viljatootatud metoodikat (Visnapuu et al., 2008).
Reaktsioonisegu sisaldas Na-asiidiga (0.02%) Mcllvaine’i puhvrit (Mcllvaine 1921; pH 6.0),
100 mM sahharoosi ja sobivat kogus puhastatud valku. Reaktioon toimus 37°C termostaadis.
Kindlatel ajapunktidel voeti 50 ul segu ja reaktsiooni peatamiseks pipeteeriti see 150 pl Tris
(trishiidroksiimetiiiilaminometaan) puhvrile (200 mM; pH 8.3) ning kuumutati 5 min 96°C.
Seejarel jahutati proovid jaal, lisati 800 ul Glucose Liquicolor’i reaktiivi ja gliikoosi hulk maérati
modtes spektrofotomeetriliselt segu lainepikkusel 500 nm. Levaansukraasi koguaktiivsus
véljendati sahharoosist vabanenud gliikkoosi kogusena mikromoolides minutis mg valgu kohta
(umol/min x mg ehk U/mg). Puhastatud mutantsete levaansukraaside afiinsus sahharoosile (Kpy;
mM) ja maksimaalne reaktsioonikiirus (Vma; U/mg). Kineetilisete parameetrite leidmiseks
varieeriti sahharoosi kontsentratsioone reaktsioonisegus vahemikus 20-300 mM. Kineetiliste
parameetrite viddrtused arvutati Michaelis-Menteni vorrandi alusel, kasutades programmi

SigmaPlot 2001 (SYSTAT, USA) ensiitimikineetika moodulit (Enzyme Kinetics Module 1.1).

Substraadispetsiifika méddramine redutseerivate suhkrute tekke jargi

Sahharoosi ja rafinoosi hiidroliiiisil vabanevad redutseerivad suhkrud, mille abil saab hinnata
levaansukraasi substraadispetsiifikat. Selleks kasutati DNS (3,5-dinitrosalitsiiiilhape) reaktiivi
(Miller, 1959). Sahharoosi ja rafinoosi kontsentratsioon reaktsioonisegudes oli 400 mM.
Reaktsioonisegu (1.5 ml) sisaldas lisaks sahharoosile vo1 rafinoosile Mcllvaine’it puhvrit (pH
6.0), kuhu oli lisatud 0.02% Na-asiidi, ja sobivat kogust lahjendatud valku. Reaktsioon viidi 1dbi
temperatuuril 37°C. Erinevates ajapunktides vdeti 200 pl reaktsioonisegu ning segati see 400 pl
DNS reaktiiviga. Proove kuumutati proove 100°C 5 min, jahutati jdl ja lisati 800 pl destilleeritud
vett. Moddeti segude optiline tihedus (ODsg). Levaansukraasi aktiivsus valjendati sahharoosist ja
rafinoosist moodustunud redutseerivate suhkrute kogusena mikromoolides, mis tekkis minutis

ithe mg valgu kohta (umol/min X mg ehk U/mg).

Mutantsete levaansukraaside afiinsus (Ky; mM) rafinoosile méadrati DNS reaktiiviga, kasutades
reaktsioonisegudes 25-300 mM rafinoosi kontsentratsioone. Kineetilised parameetrid arvutati

Michaelis-Menteni vorrandi alusel nagu on kirjeldatud eespool.

Valgu kontsentratsiooni miidramine

Valkude kontsentratsioonid (mg/ml) rakuekstraktides ja puhastatud preparaadis maéérati kahel
viisil: Folini reaktiiviga Lowry meetodil (Lowry et al., 1951) ja spektrofotomeetriliselt (ODg)
ekstinktsioonikoefitsendi (g) jérgi. Esimene meetod sobib valgu koguse maéddramiseks nii
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rakuekstraktist kui ka puhastatud preparaadist ja teine meetod puhta preparaadi valgusisalduse
madramiseks. Reaktsioonisegu, mis sisaldas 0.1 ml sobiva lahjendusega valgulahust ja 1 ml C-
reaktiivi (50 osa 2% Na,CO3; 1 M NaOH-s ja 1 osa 0.5 % CuSO4 x 5 H,0 1% Na-K-tartaadis).
Segu inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Seejérel lisati 0.1 ml 1 N Folini reaktiivi ja inkubeeriti
40 min valguse eest kaitstult. Seejarel moddeti segu optiline tihedus (OD7sp). Valgusisaldus
arvutati veise seerumalbumiini lahusega tehtud kaliibergraafiku alusel vottes arvesse valgulahuse
lahjendust. Spektrofotomeetriliselt maérati valgu sisaldus Tecan infinite M200PRO (Tecan
Group Ltd., Sveits) mikroplaadilugejaga. Mikroplaadile (NanoQuantPlate; Tecan Group Ltd.,
Sveits) pipeteeriti valgulahused ja mdddeti nende optiline tihedus (OD2gg). Kontsentratsioonid
arvutati valemiga C=A/eL, kus C on kontSentratsioon (mg/ml), A on optilise tiheduse véértus, ¢
on ekstinktsioonikoefitsient (¢=1.665) ja L on kihi paksus (0.05 cm). Ekstinktsioonikoefitsendi

védrtus arvutati ExPasy serveris ProtParam tool (www.expasy.org)

Transfruktosiiiiliva aktiivsuse midramine ja reaktsiooniproduktide kvantiteerimine

Transfruktosiileeriv.  ehk  poliimeriseeriv  aktiivsus ~ (TA)  maéadrati  korgefektiivse
vedelikkromatograafiaga (high-performance liquid chromatography, HPLC). Produktide
saamiseks segati reaktsioonisegu, mis sisaldas 1200 mM sahharoosi (410.8 mg/ml) ja 2.7 U/ml
puhastatud levaansukraasi reaktsioonipuhvris (Mcllvaine’i puhver (pH 6.0) 0.02% Na-asiidiga).
Reaktsioonisegus kasutatud valgu kogus soltus mutantse valgu koguaktiivsusest, mis oli
madratud 100 mM sahharoosiga 37°C. Lisatud valgu kogused 1 ml reaktsioonisegu kohta olid
jargmised: Trpl09Ala 0.114 mg, Glul10Asp 0.0082 mg, His113Ala 0.039 mg, Glul46Gin
0.0067 mg, Glu236GIn 0.0341 mg. Proove inkubeeriti 37°C 20 h ja reaktsioon peatati
kuumutamisega 5 min jooksul temperatuuril 96°C. Seejarel tehti proovist sobiv lahjendus ja
glikoosi, fruktoosi, sahharoosi ja FOS-ide sisaldus maédrati kromatograafiliselt.
Vedelikkromatograafia ja esialgse andmeanaliiiisi viis 1dbi meie toogrupi koostddpartner Heiki

Vija Keemilise ja Bioloogilise Fiiiisika Instituudist (KBFI, Tallinn).

Levaansukraasi transfruktosiileeriv aktiivsus (TA) arvutati valemiga ([Glc]-Fru,]/[Glc])*100, kus
[Glc] niitab glikoosi ja [Fruy] vaba poliimeriseerimata fruktoosi kontsentratsiooni
reaktsioonisegus. Transfruktosiileeriv aktiivsus viljendati protsendina, mis nditas kui suur osa

reageerinud sahharoosist parinevast fruktoosist poliimeriseeriti.
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Levaani stinteesi kineetika uurimine

Levaani siinteesi kineetikat jdlgiti mikrotiiterplaadil (Greiner 96 Flat Bottom Transparent
Polystyrol; CELLSTAR®, Greiner Bio-One GmbH, Saksamaa) (Visnapuu et al., 2011).
Reaktsioonisegu maht iihes mikroplaadi kannukeses oli 200 pl ja sisaldas erinevates
kontsentratsioonides 150, 300, 600 v6i 1200 mM sahharoosi, Mcllvaine’i puhvrit ja 2 pg
puhastatud valku. Mikrotiiterplaati inkubeeriti temperatuuril 30°C ja 20 tunni jooksul registreeriti
hégu (poliimeerse levaani) teket lainepikkusel 400 nm Tecan infinite M200PRO (Tecan Group
Ltd., Sveits) mikroplaadilugejaga (Tecan Group Ltd., Sveits). Nait vdeti iga 30 min tagant.
Levaani kogus reaktsioonisegus arvutati puhastatud ja kuivatatud levaaniga tehtud

kaliibergraafiku alusel, mille koostas Triinu Visnapuu.

2.2.7 Ohukese kihi kromatograafia

Ohukese kihi kromatograafiaga (thin layer chromatography — TLC) analiiiisides kasutati
analoogset reaktsioonisegu kui transfruktosiileeriva aktiivsuse méadramise puhul (vt. pt. 2.2.6).
Sahharoosisisaldus reaktsioonisegus oli 1.2 M ja valku 2.7 U/ml. Reaktsioon toimus 37°C 20 h ja
see peatati kuumutamisega. 0.5 pl eelnevalt destileeritud vees 4 korda lahjendatud proovi kanti
kontsentreeriva tsooniga TLC plaadi (TLC Silica gel 60 Fs4; Merck, Saksamaa) stardijoonele ja
plaat kuivatati. Markeriteks kasutati levaani (PA >7), niistoosi (PA 4), 1-kestoosi (PA 3),
sahharoosi (PA 2) ja fruktoosi (PA 1). Kromatograafiaplaat asetati voolutuslahusse (90:65:15,
kloroform-metanool-vesi) (Tajima et al., 2000) ning voolutati kaks korda plaadi iilemise servani.
Fruktoosi sisaldavate suhkrute ndhtavaks muutmiseks t66deldi plaati uurea reaktiiviga (3% uurea,
1 M fosforhape veega kiillastatud butanoolis (St. John et al., 1996; Visnapuu et al., 2009).
Seejirel kuumutati plaati temperatuuril 120°C ~10 min kuni suhkrulaikude virvumiseni ja plaat

skaneeriti.
2.2.8 Arvutipohised meetodid

Mutatsioonide asukoha leidmiseks muteeritud Isc3 geenist kasutati jérjestuste vordlemist

muteerimata Isc3 geeniga programmi BioEdit 7.0.5 abil (Hall, 1999).

P. syringae pv. tomato DC3000 Lsc3 levaansukraas joondati 12 erineva bakteri levaansukraaside
jarjestustega (Lisa 1). Valkude aminohappelised jarjestused voeti CAZy andmebaasi kaudu
(http://www.cazy.org). Joondamiseks kasutati programmi BioEdit moodulit ClustalW
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(Thompson et al., 1994). Valgu kristallstruktuurid visualiseeriti PyMol programmiga (DeLano,
2002).
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Levaansukraasi Lsc3 poliimeriseerimisreaktsioonides oluliste aminohapete
ennustamine kirjanduse andmete ja valkude joonduste alusel

Eelnevalt on meie to6grupis uuritud ja pohjalikumalt iseloomustatud P. syringae DC3000 pv.
tomato levaansukraase Lsc2 ja Lsc3 (Visnapuu et al., 2008, 2009, 2011; Alamée et al., 2012).
Need ensiiimid on biotehnoloogilistelt koitvad, sest lisaks suhteliselt korgele afiinsusele
sahharoosi suhtes (~20 mM) on neil ka suur kataliititiline aktiivsus. Lisaks oleme ndidanud, et
Lsc3 valk toodab nii poliimeerset levaani kui ka FOS-e ning kasutab fruktosiiiili aktseptorina
peale sahharoosi ja fruktaanide ka teisi molekule nagu niiteks ksiiloosi, ksiilobioosi, sorbitooli ja
arabinoosi (Visnapuu et al., 2009, 2011). Taolised segusuhkrud voiksid leida kasutusalasid
nditeks  toiduainetdoOstuses  efektiivsete  prebiootikumidena. Valgu  biotehnoloogilisest
potentsiaalist ensiimaatilises siinteesis annab tunnistust tema viaga hea ekspressioon ja suur saagis
E. coli-s. Naiteks pURI3-Isc3 ekspressiooniplasmiidi kasutades on vdimalik 1 1 indutseeritud
bakterikultuurist saada kuni 30 mg puhastatud Lsc3 preparaati, millega saab siinteesida suures

koguses produkte, nii levaani kui ka FOS-e (Visnapuu et al., 2008; Mardo et al., ilmumas).

Nii Lsc3 valgu kui ka teistest pseudomonaadidest pédrinevate levaansukraaside struktuuri ja
funktsiooni kohta on vidga vidhe teavet. Meie uurimisgrupis on alustatud Lsc3 valgu
mutatsioonanaliiiisiga, et teha  kindlaks  kataliilisis, = substraadi  sidumises ja
poliimerisatsiooniproduktide tekkes olulisi aminohapete positsioone (Mardo, 2011; Visnhapuu et
al., 2011; Mardo et al., ilmumas; T. Visnapuu ja K. Mardo, avaldamata andmed). Oleme
ndidanud, et kataliiiitilisse kolmikusse kuuluvateks aminohapeteks on Asp62, Asp219, Glu303,
mis on vastavalt nukleofiil, vaheiihendi stabiliseerija ja alus-hape kataliiiisija (Elmi, 2011; Mardo
et al., ilmumas). Teame veel, et olulisteks poliimerisatsiooni determinantideks on Lsc3 valgu C-
terminaalses piirkonnas paiknevad Thr302 ja His321, mille muteerimisel vdheneb oluliselt

transfruktosiiiiliv aktiivsus ja poliimeerse levaani siintees (Visnapuu et al., 2011).

Selles t60s seati eesmérgiks analiiiisida Lsc3 valgu N-terminaalset piirkonda, valides sealt vilja
levaansukraasides konserveerunud positsioone muteerimiseks ja kontrollida ennustuse
paikapidavust vastavate valgumutantide konstrueerimise ja analiiisiga. Tuginedes kirjanduse
andmetele teiste bakterite levaansukraaside kohta ning levaansukraaside jérjestuste vordlemisele

(vt. Joonis 3) valiti muteerimiseks vilja moned aminohappeid Lsc3 valgu piirkonnast 109-236 ah.
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Levaasukraaside jarjestuste vordlemiseks joondati 12 levaansukraasi valgujarjestust programmiga
ClustalW (vt. pt. 2.2.8). Joondusesse voeti praeguse seisuga Kristalliseeritud levaansukraasid: G.
diazotrophicus’e LsdA, B. megaterium’i SacB, B. subtilis’e SacB, Arthrobacter sp. K-1 B-
fructofuranosidaas, pohjalikumalt mutatsioonanaliilisiga iseloomustatud Z. mobilis’e LevU ja
moned ndited erinevate bakterite ja arhede levaansukraasidest (Joonis 3). Vaatamata sellele, et
valkude pikkused on erinevad (vt. Lisa 1), joonduvad nad uuritavas piirkonnas omavahel tildiselt

histi ja joonistuvad vélja konserveerunud alad (Joonis 3).

Pikkus Regioon 2 Regioon 3
(ah d
) 3
QB88BN6_Lsc3 431 106 115 142 PTTRE 150 229 [EKLIM 238
Q8VW87_A.sp.K-1 578 142 149 194 SHQT 202 293 ng 302
Q93FU9_P.aurantiaca 424 97 106 133 P 220 & 223
Q43998 _G.diazotrophicus 584 166 174 2391F 227 320 & 329
Q46654_E.amylovora 415 90 99 126 PTT 134 213 & 222
054435_R.aquatilis 415 S0 99 126 PTS 134 213 = 222
Q60114 Z.mobilis 423 78 86 113 PRS 121 204 & THA 213
58039338_G.oxydans 436 86 R 95 124 SRS 132 215 NQIHA 224
300710312_H. jeotgali 428 78 ---PGK:DV 54 111 -GSK( 118 207 EKTHL 216
Q5V249 H.marismortui 445 86 —--—-PGKi:DV S0 115 LGOR( 123 211 E€ETWL 220
D5DCO07_B.megaterium 484 126 ———————- ND 128 167 NQT 175 265 i.HKEL 274
P05655_B.subtilis 473 117 ———————- DD 119 158 DOT 166 255 [EHKML 264

Joonis 3. P. syringae pv. tomato Lsc3 valgu joondus Arthrobacter sp. K-1, Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca, Gluconacetobacter diazotrophicus’e, Erwinia amylovora,
Rahnella aquatilis’e, Zymomonas mobilis’e, Gluconacetobacter oxydans’i, Haloalkalicoccus
jeotgali, Haloarcula marismortui, Bacillus megaterium’i ja Bacillus subtilis’e
levaansukraasidega. Rohelisega on tihistatud kdesoleva t66 raames uuritud mutandid. Joonduse
tegemisel ja visualiseerimisel on kasutatud programmi BioEdit (Hall, 1999).

Lisa 1 néitab, et levaansukraaside N-terminaalses osas on mitmeid konserveerunud jérjestuste
blokke. N-terminaalse motiivi 27-WSRADAL-33 Asp31 muteerimine asparagiiniks alandas
nditeks Lsc3 valgu termostabiilsust, kuid ei mojutanud oluliselt tema kataliiiisi. Samasuguse
mojuga oli ka Thr4l asendamine isoleutsiiniga. Nii Asp31 kui ka Thr4l jadvad ennustuse
kohaselt valgu aktiivtsentrist kaugele (Mardo, 2011). Varem on meie grupis uuritud ka Lsc3
valgus nukleofiili Asp62 sisaldavas konserveerunud jarjestusemotiivis paiknevaid aminohappeid
-Trp61, Thre3 and Leu66 (vt joondust Lisas 1). Nende aminohapete asendamine néitas, et Trp61
on Lsc3 kataliiiisis vdga oluline, kuid Thr63 ja Leu66 muteerimine avaldas suhteliselt ndrka mdju
(Mardo et al., ilmumas). Z. mobilis’e valgus on uuritud mutatsioonide moju positsioonidele
Trp80, Glull7 ja Glu211 (Yanase et al., 2002), mis vastavad Lsc3 valgu positsioonidele Trp109,
Glul46 ja Glu236. Mutant Trp80Arg saadi juhusliku mutageneesiga, mutandid Glu117GIn ja
Glu211GIn tehti koht-suunatult. Tulemused néitasid, et Glu211GIn mutandi puhul oli
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transfruktosiiiiliv aktiivsus oluliselt langenud, aga Glul17GIn puhul suurenenud vdrreldes
muteerimata valguga. Seega voivad need positsioonid olla olulised poliimerisatsiooni
labiviimisel. Mutandil Trp80Arg oli transfruktosiiiiliv aktiivsus ligikaudu sama nagu algsel
ensiitimil, kuid ta ei siinteesinud enam poliimeerset levaani (Yanase et al., 2002). Meie grupis
varem tehtud mutandil His113GIn oli poliimerisatsiooni aktiivsus vahenenud (Mardo, 2011).
Positsioonid Trpl09, Glull0 ja Hisl13 paiknevad ennustuse jargi aktiivtsentri ldhedal ja

sellepédrast voivad olla tdhtsad Kataliiiisile.

Joonis 4. Visualiseeritud G. diazotrophicus’e levaansukraasi kristallstruktuur, kus kataliiiitilise
kolmiku aminohapped on tdhistatud roosa ja uuritavate aminohapete homoloogsed positsioonid
kollase vérviga. Rohelisega on téhistatud vastavad positsioonid Lsc3 valgus. Joonis: K. Mardo.
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2.3.2 Levaansukraasi Lsc3 mutantide konstrueerimine ja mutantsete valkude puhastamine

ning analiiiis

Valitud Lsc3 positsioonidesse tekitati mutatsioonid PCR-pShise meetodiga koht-suunatult (Wei
et al., 2004) ning kloneeriti muteeritud Isc3 geenid pURI3 vektorisse (pt. 2.2.2). Vastavateks
asendusteks olid: Trpl09Ala, Glu110Asp, His113Ala, Glu146GIn, Glu236GIn. Trp109 ja His113
muudeti alaniiniks, mis on védike hiidrofoobne aminohape ning selletdttu erinev suure
kiilgahelaga hiidrofoobsest triiptofaanist ja positiivselt laetud histidiinist. Kui antud positsioonid
on valgu aktiivsuseks olulised, siis asendus alaniiniga voOiks seda ka ndidata. Glutamaat
positsioonis 110 asendati aspartaadiga. Need negatiivselt laetud aminohapped on omadustelt ja
kiilgahela suuruselt sarnased. Homoloogses positsioonis on Z. mobilis’e levaansukraasis aspartaat
ja sisseviidud mutatsioon vOiks Lsc3 valgu muuta sarnasemaks sellele ensiiiimile (Joonis 3).
Glul46 ja Glu236 muudeti glutamiiniks, vottes eeskujuks vastavaid mutatsioone Z. mobilis’e
valgus, mis vaatamata asenduseks kasutatud aminohapete sarnasusele mojutasid oluliselt ensiitimi

poliimerisatsioonivdimet (Yanase et al., 2002).

Mutantseid levaansukraase ekspresseeriti E. coli BL21(DE3) tiives, kasutades konstrueeritud
plasmiide pURI-Isc3W109A, pURI-Isc3E110D, pURI-Isc3H113A, pURI-Isc3E146Q, pURI-
Isc3E236Q, kus Isc3 geen on T7 promootori kontrolli all. Kdik levaansukraasid ekspresseerusid
hdsti ning IPTG-ga indutseeritud bakterikultuuri rakuektraktis sisaldus suurel hulgal
levaansukraasi (vt. Joonis 5).

Transformantide rakud sadestati, purustati ning eraldati rakuliisaat, mida kasutati mutantsete
levaansukraaside puhastamiseks Ni®*-afiinsuskromatograafiaga (pt. 2.2.4). Selleks, et esialgselt
hinnata levaansukraasi olemasolu ja mutatsiooni mdju, méérati rakuliisaatidest levaansukraasi
koguaktiivsus gliikkoosi tekke jdrgi. Substraadina kasutati 100 mM sahharoosi (Tabel 2).
Mutantidel Trp109Ala, His113Ala, Glu236GIn oli koguaktiivsus mitu korda langenud, mis viitab
nende mutatsioonide suurele mojule levaansukraasi kataliitisile voi valgu ekspressioonitaseme
viahenemisele. Mutandil Glul10Asp oli koguaktiivsus vorreldes muteerimata valguga tousnud
ligi 2 korda, mis vdib peegeldada head ekspressiooni voi mutatsiooni positiivset moju substraadi

seondumisele ja koguaktiivsusele (Tabel 2).

Selleks, et ldhemalt uurida vastavate mutatsioonide moju valgu erinevatele parameetritele,
mutantsed valgud puhastati N-terminuses paikneva Hisg-jirjestuse abil, mis seondub Ni**-
agarooskandjaga (pt. 2.2.4). Valgud elueeriti HisTrap kolonnist imidasooli sisaldava puhvriga
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ning fraktsioonid koguti. Levaansukraasi olemasolu ja puhtuse kontrolliks kasutati SDS-

poliiakriitilamiidgeeli, millele kanti rakuekstrakt ja kromatograafial saadud fraktsioonide proovid.

Joonisel 5 on nditena toodud Lsc3 mutandi E146Q puhastamise kdigus saadud liisaat ja

fraktsioonid. Levaansukraasi sisaldavad fraktsioonid (rajad 6-10 Joonisel 5) segati kokku ning

segu dialiitisiti Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0), et vabaneda imidasoolist.

Tabel 2. Levaansukraasi eriaktiivsus (U/mg) ja mootmiste standardhdlve levaansukraase
ekspresseeriva Escherichia coli rakuliisaatides.

Slasmiid Koguaktiivsus Siilinud koguaktiivsus
(U/mg) (%)

pURI-Isc3 157.7+8.2 100

pURI3-Isc3W109A 23.4+0.9 14.8

pURI3-Isc3E110D 367.4+10.8 232.9

pURI3-Isc3H113A 30.6+1.0 25.1

pURI3-1sc3E146Q 130.3+7.4 82.6

pURI3-Isc3E236Q 27.5+2.8 17.4

Sahharoosi sisaldus reaktsioonisegus oli 100 mM. Tabelis on nididatud kahe eksperimendi

tulemused.

kDa

70

55 [—
40

35

Joonis 5. SDS-PAGE-l saadud
geelipilt Lsc3 mutantse valgust
E146Q  puhastamise  etappidest.
Esimesel rajal on valgu suurusmarker
PageRuler™ SMO0671 (Femantas,
Leedu). Teisele rajale kanti rakuliisaat
(1 u). Radadele 3-10 kanti
fraktsioonid: 2, 4, 8, 11, 12, 13, 14, 15
(1 ul). Radadel 6-10 on nahtav ~50
kDa suurune levaansukraasi valk, mis
imidasooli kontsentratsiooni
suurendamisel (500 mM) on kolonnist
elueerunud.

2.3.2.1 Mutantide substraadispetsiifika ja kineetilised parameetrid

Levaansukraas Lsc3 kasutab substraadina ja fruktosiiiili doonorina eelistatult sahharoosi, kuid

oleme ndidanud, et ka rafinoos (GalGF) ja stahhiioos (Gal,GF) on ensiiiimile substraadiks. Kui
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afiinsus sahharoosile on ~20 mM, siis teiste substraatide seondumine on ligi kaks korda védiksema
afiinsusega. Seda peegeldab protsentuaalselt esitatud rafinoosi ja sahharoosi eriaktiivsuste suhe,
mis metsiktiitipi Lsc3 valgul on 48% (Visnapuu et al., 2008; Visnapuu et al., 2011).

Puhastatud mutantsetel valkudel hinnati sahharoosi ja rafinoosi kasutamist. Selleks méérati
redutseerivate suhkrute tekke kiirust 400 mM substraadist. Sahharoosist moodustub
levaansukraasi reaktsiooni kéigus gliikoos ja fruktoos ning rafinoosist fruktoos ja melibioos. Koik
need produktid on redutseerivad suhkrud, aga iikski substraatidest seda ei ole. Saadud tulemused
on toodud Tabelis 3. Substraadispetsiifika on muutunud mutantidel Trp109Ala ja His113GlIn,
erinevalt muteerimata valgust kasutavad need mutandid molemat substraati vordse kiirusega. See
voib olla seletatav sellega, et mutantidel on paranenud rafinoosi seondumisega levaansukraasi
doonorsaiti. Siiski on mdlema mutandi puhul eriaktiivsuse absoluutvaartused oluliselt langenud,
mis nditab ildist kataliiisivdime vdhenemist. Glu236GIn néitas rafinoosiga vidga madalat
aktiivsust. Mutant Glul46GIn oli rafinoosi ja sahharoosi kasutamise suhte poolest sarnane algse

Lsc3 valguga.

Z. mobilis’e levaansukraas LevU kasutab rafinoosi 17% paremini kui sahharoosi ning erineb
seega oluliselt Lsc3 levaansukraasist. Stahhiioosi kasutamise osakaal on Z. mobilis’e
levaansukraasil sahharoosiga vorreldes samasugune (Yanase et al., 2002; Visnapuu et al., 2008;
Visnapuu et al., 2011). Kui LevU valgus Trp80 (vastab Trpl09-le Lsc3 valgus) muteeriti
arginiiniks, siis tema rafinoosi kasutamine mdningal mééral (10%) vihenes. Sarnane tulemus
saadi ka Lsc3 mutandi Trpl09Arg puhul, kus rafinoosi kasutamine vdhenes oluliselt (48%-It
23%-le) ning afiinsus rafinoosile alanes drastiliselt, iile 10 korra (T. Visnapuu, avaldamata
andmed). See niitab, et Trpl09 on Lsc3 valgus substraadi seondumiseks oluline ning selles
positsioonis on vajalik just hiidrofoobne aminohape, sest positiivselt laetud arginiin selles

positsioonis viahendas lisaks substraadi kasutamisele ka levaansukraasi reaktiivsust.

Z. mobilis’e levaansukraasi mutantidel Glul17GIn ja Glu211GIn oli muutunud rafinoosi ja
stahhiioosi kasutamine. Glu117Glu mutandil oli rafinoosi kasutamine vdhenenud 43% vdrra ja
Glu211GIn mutandil oli lisaks rafinoosi kasutamise vihenemisele stahhiioosi kasutamine oluliselt
suurenenud (88% vorra) (Yanase et al., 2002). Lsc3 valgu puhul mojutas substraadispetsiifikat ja

rafinoosi spetsiifilist seondumist oluliselt Glu236 (vastab Glu211-le LevU valgus) muteerimine.
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Tabel 3. Lsc3 sahharoosi ja rafinoosi kasutajana.

Valk Eriaktiivsus Eriaktiivsus Rafinoosi ja sahharoosi
sahharoosiga (U/mg) rafinoosiga (U/mg) kasutamise suhe (%0)

Lsc3 wt 866.1 +£11.4 425.3+ 8.6 47.8+4.1
Trpl09Ala 42.0 £3.3 52.6+2.8 1252+ 16.5
Glul10Asp 970.3+9.9 359.5+0.1 37.0+04
His113Ala 278.3+ 1.3 313.9+3.7 1128+ 1.9
Glul46GlIn 817.3+3.9 397.0+29.1 48.6 £3.2
Glu236GIn 284.0+ 39.5 16.8+0.7 59+ 0.6

Modlema substraadi kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 400 mM. Reaktsiooni kiirus méarati
redutseerivate suhkrute tekke jargi DNS reaktiiviga.

Mutantsete valkude kineetiliste parameetrite viljaselgitamiseks mdddeti substraadi 16hustamise
reaktsiooni algkiirusi erinevatel substraadi (sahharoos ja rafinoos) kontsentratsioonidel ning
arvutati maksimaalne reaktsioonikiirus (Vmax; U/mg) ja afiinsus substraadile (Ky; mM). Kui
substraadiks oli sahharoos, siis moddeti reaktsiooni Kineetikat glikoosi eraldumise jargi
sahharoosist, kasutades Glucose Liquicolor’i reaktiivi. Kui substraadiks oli rafinoos, siis moddeti
redutseerivate suhkrute moodustumist. Ensiitimi kineetiliste parameetrite arvutamiseks kasutati
programmi SigmaPlot (pt. 2.2.6). Kineetilised parameetrid on toodud Tabelis 4 ja Michaelis-
Menten’i ja Eadie-Hofstee graafikud reaktsioonkineetika kohta on toodud Lisas 2. Kataliiiitilise
konstandi ket (1/min) arvutamisel voeti arvesse levaansukraasi maksimaalkiirus ja ensiitimi
arvutuslik molekulmass. Kataliiiisi efektiivsus ke K (L/M X min) saadi vastavate vaartuste

jagatisena.

Tabelist 4 on néha, et muteerimata Lsc3 valgu afiinsus sahharoosi suhtes on ligikaudu kaks korda
suurem kui rafinoosile. Mutandid Trpl09Ala, Glul1l0Asp ja Glul46GIn eelistavad endiselt
substraadina sahharoosi, aga sahharoosi ja rafinoosi afiinsuste suhe oli muutunud. Trpl109Ala
mutandil (Joonis 7) on afiinsus rafinoosile iile 3 korra langenud, samas kui sahharoos seondus

endiselt hésti. Seevastu Trpl09Arg mutandi afiinsus sahharoosile oli suurel méaaral langenud (~4
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korda) ning K védrtus oli iile 30 korra vdiksem kui Lsc3 metsiktiitipi valgul (T. Visnapuu,
avaldamata andmed). Viikest afiinsuse (1.5 korda) ja kataliiiitilise efektiivsuse (2.5 korda)
langust oli ndha ka Z. mobilis’e levaansukraasi Trp80Arg mutandil, kuid vorreldes vastava Lsc3

mutandiga oli mdju oluliselt vdiksem (Yanase et al., 2002).

Tabel 4. Puhastatud levaansukraaside Kineetilised parameetrid: afiinsus sahharoosile ja
rafinoosile (Kn), maksimaalne reaktsioonikiirus (Vmax), kataliiitiline konstant (kea; 1/min) ja
kataliiiitiline efektiivus (kca/Km; 1/M X min). Vordluseks toodud muteerimata Lsc3 wt valgu
andmed on saadud T. Visnapuult.

SAHHAROOS RAFINOOS
Valk kcat kcat/ Km

K (MM) | Vinax (UIMQ) | (1/min) | (/M x min) | Km (MM)
Lsc3 wt 185+25 610.5+82.0 |3.03x10* | 16.36x10° 448 +3.4
Lsc3 Trpl09Ala | 29.8 +3.3 30.2 +0.81 0.15x10% | 5.03x10° 146.4 + 44.9
Lsc3 Glu110Asp |57.0+9.7 633.2+33.2 |3.15x10* | 5.53x10° 80.7 + 13.1
Lsc3 His113Ala | 1704+17.0 |1922+6.4 | 0.96x10% | 0.56x10° 1132+ 13.1
Lsc3 Glu146GIn | 43.8+3.3 583.6 +12.6 | 2.91x10* | 6.64x10° 53.84+9.7
Lsc3 Glu236GIn | 146.8+23.7 |1635+11.0 |0.81x10* | 0.55x10° 66.5+7.7

Mutant Glu146GIn oli kiill kataliiitiliselt aktiivne, kuid tema afiinsus sahharoosil oli ligi 2 korda
langenud. Z. mobilis’e levaansukraasi homoloogse positsiooni mutandil Glu117GIn oli afiinsus
sahharoosile langenud rohkem — 4 korda (Yanase et al.,, 2002). Vdrreldes Z. mobilis’e
levaansukraasi Glu117GIn mutandiga oli Lsc3 Glu146GIn mutandi kataliiiitiline efektiivsus kaks
korda korgem. Kristalliseeritud levaansukraaside struktuuride vordluse ja analiilisi jérgi asub
Lsc3 valgu Glul46-le (Glul62 B. subtilise’e levaansukraasil) vastav positsioon nende valkude
aktiivtsentrist veidi eemal ning vastava glutamaadi kiilgahel on suunatud aktiivtsentrist eemale

(Joonis 6). See voibki seletada Glu146GIn mutatsiooni tagasihoidlikku moju kataliiiisile.

His113Ala ja Glu236GIn puhul on substraadieelistus pigem vastupidine ja afiinsus rafinoosile on
suurem kui sahharoosile (Tabel 4). Mutandil Glu236GIn on K, rafinoosi suhtes on 4 korda
viaiksem kui K, sahharoosile. Siiski nditas eriaktiivsuste méadramine, et rafinoosi kasutatakse
tunduvalt aeglasemalt (Tabel 3). Seega arvame, et Glu236GIn mutandi puhul on hairitud mitte
rafinoosi seostumine aktiivtsentrisse, vaid edasine reaktsioon. Sahharoos seondub kiill tunduvalt
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halvemini (afiinsus 14 korda langenud) kui algse valgu puhul, kuid mutandil on siilinud
kolmandiku ulatuses sahharoosi 16hustav aktiivsus (Tabel 4). Sarnast tendentsi oli niha ka Z.
mobilis’e levaansukraasi vastaval mutandil, kus afiinsus sahharoosile oli langenud 6 korda
(Yanase et al., 2002). Vastavalt kristallstruktuuridele asub Glu236 homoloog B. subtilis’e
(Glu262) ja G. diazotrophicus’e (Glu327) valkudes aktiivtsentri vahetus ldheduses ja voiks
kuuluda substraadi seondumistaskusse (Joonis 6). Lsc3 mutandil His113Ala oli afiinsus
rafinoosile 1.5 korda korgem kui sahharoosile ning sarnane tulemus saadi ka sahharoosi ja
rafinoosi kasutamise suhte madramisel (Tabel 3). His113Ala kataliiiitiline efektiivsus oli 4 korda
suurem kui mutandil His113GIn (Mardo, 2011). His172 (vastab His113-le Lsc3 valgus) asub G.
diazotrophicus’e levaansukraasis nukleofiili (Asp135) vahetus ldheduses (Joonis 7) ning vastavalt
meie tulemustele on see positsioon vdga oluline sahharoosi sidumises ja levaansukraasi

reaktsiooni toimumises (Mardo, 2011).

Maksimaalse reaktsioonikiiruse ja Kkataliiiitilise efektiivsuse jargi olid kdige sarnasemad

muteerimata Lsc3-le mutandid Glu110Asp ja Glu146GlIn.

Joonis 6. Kohakuti asetatud G. diazotrophicus’e (hall) ja B. subtilis’e (roosa voi kollane)
levaansukraaside substraadi seostumistaskud. Eraldi on vilja toodud nukleofiil (vastavalt Asp135
ja Asp86), vaheiihendi stabiliseerija (Asp309 ja Asp247), alus-hape kataliilisija (Glu401 ja
Glu342) ning koos B. subtilis’e levaansukraasiga kristalliseeritud sahharoosi molekul. Lsc3
Glul46 ja Glu236 vastavad aminohapped (vastavalt Glu162 ja Glu262) on B. subtilis’e mudelil
maérgitud kollase varviga. Struktuurid visualiseeris K. Mardo.
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Phe168 (Trp109)
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Joonis 7. G. diazotrophicus’e levaansukraasi aktiivtsenter, kus Kkataliiiitilise kolmiku
aminohapped on tdhistatud roosa ja selles t66s uuritud aminohapetele homoloogsed positsioonid
kollase viérviga. Rohelisega on tdhistatud vastavad positsioonid Lsc3 wvalgus. Struktuuri
visualiseeris K. Mardo.

2.3.2.2 Poliimerisatsiooniproduktide teke

Poliimeriseeritava ehk transfruktosiileeriva aktiivsuse mairamiseks tehti reaktsioonisegu, mis
sisaldas 2.7 U/ml puhastatud levaansukraasi ja 1.2 M sahharoosi Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0)
ning reaktsioonil lasti temperatuuril 37°C  toimuda 20 h. Seejirel valk inaktiveeriti
kuumutamisega ning proovid saadeti korgefektiivse vedelikkromatograafia (high-performance
liquid chromatography, HPLC) meetodil analiiiisimiseks meie koostodpartnerile Heiki Vijale
(KBFI, Tallinn). Segust maédrati fruktoosi, glikoosi, FOS-ide ja jadksahharoosi sisaldus.
Detailsem metoodika on toodud Lisas 3. Poliimeriseeriv aktiivsus véljendati protsentides
gliikoosi ja fruktoosi sisalduse vahe kaudu, mis nditab kui suur osa reageerinud sahharoosis

sisaldunud fruktoosist reaktsiooni kdigus poliimeriseeritakse. Tulemused on esitatud Tabelis 5.

Tabel 5. Puhastatud levaansukraaside poliimeriseeriv aktiivsus (TA) protsentides.

Valk WT Trpl09Ala | Glull0Asp | His113Ala | Glul46GIn | Glu236GIn

Polimeriseeriv

.. 73.6+09 | 769+1.3 | 69.8+1.3 | 38.1+45 | 755+ 1.1 | 50.0+3.8
aktiivsus (%)

Muteerimata Lsc3 valgu poliimeriseeriva aktiivsuse oli eelnevalt madranud T. Visnapuu.
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Tabelis 5 esitatud tulemustest on ndha, et mutantide Trpl09Ala, Glu110Asp ja Glul46GIn TA on
muteerimata valgule sarnane. Hisl113Ala ja Glu236GIn mutandi puhul oli poliimeriseeriv
aktiivsus vastavalt 35% ja 24% vorra langenud. See nditab, et need mutandid on Lsc3
metsiktiitipi valgust oluliselt hiidroliiiitilisemad st. suurem osa valguga reageerinud sahharoosist
périnevatest fruktoosijadkidest kantakse veele. Oluliselt hiidroliiiitilisem oli ka Z. mobilis’e
levaansukraasi mutant Glu211GlIn (vastab Lsc3 Glu236GIn-le), mille transfruktostiiiliv aktiivsus
oli 65%-It langenud 11%-ni. LevU GIn117GIn mutandile (vastab Lsc3 Glu146GlIn-le) sarnast TA
vaartuse tousu (Yanase et al., 2002) me oma eksperimentides Lsc3 valgu homoloogse mutandi
Glu146GIn puhul ei detekteerinud.

Selleks, et teada saada, millised poliimerisatsiooniproduktid mutantide reaktsioonis tekivad, kanti
reaktsioonisegud silikageelplaatidele ja neid analiiiisiti dhukese kihi kromatograafiaga (Joonis 8).
Teame, et muteerimata levaansukraas toodab palju levaani, aga sellele lisaks ka lithemaid
poliimerisatsiooniprodukte (Joonis 8) (Visnapuu et al., 2009). Vorreldes algse valguga oli
stardijoonele jadvad poliimeerse levaani laigud heledamad mutantide Glu110Asp, His113Ala ja
Glu236GIn puhul, mis voiks ndidada vdhenenud levaani tootmist. His113Ala mutandil oli
oluliselt viahenenud lithemate poliimerisatsiooniproduktide tootmine. Teistel mutantidel suurt

erinevust FOS-ide spektris TLC analiiiisil ndha ei olnud.

Reaktsioonisegude koostist analiiiisiti ka HPLC-ga Heiki Vija poolt. Tulemused on esitatud
tabelis 6.

- . & o - Joonis 8. Algse ja muteeritud levaansukraaside
S reaktsioonisegude analliiis ohukese kihi

kromotograafiaga. Sahharoosi sisaldus reaktsioonisegus
K oli 1.2 M. 0.5 pl eelnevalt 4 korda lahjendatud

reaktsioonisegu kanti  silikageelplaadi stardijoonele.
Radadel 1 ja 2 on markersuhkrud: 0.7% levaan (L), 8 mM
niistoos (N; PA 4), 8 mM 1-kestoos (K; PA 3), 30 mM

i sahharoos (S; PA 2) ja 30 mM fruktoos (F). Kolmandal
rajal on metsiktiiiipi Lsc3 reaktsioonisegu. Rajad: 4.
Trpl09Ala; 5. Glul1l0Asp; 6. His113Ala; 7. Glu146GlIn ja
. ® ®© @ ® & ¢ O 8. Glu236GIn.
Fo g gt R K 6 L8
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Tabel 6. Levaansukraaside reaktsiooniproduktide HPLC-analiiiisi tulemused.

Proov FOS (PA) FOS (mg/ml) FOS (g/mg Jadksahharoos
valgu kohta) (mg/ml)
Lsc3 wt 3-7 104.5+ 8.1 154+2.2 37.0+6.4
Trpl09Ala 3-7 98.0+5.4 0.9+0.05 36.4+0.1
Glul10Asp 3-7 113.4+£16.6 13.8+2.0 25.0+23
His113Ala 3-6 49.9 £10.6 1.3+£03 18.1+3.3
Glu146GIn 3-6 112.1+3.9 16.7+0.6 353+1.9
Glu236GIn 3-6 91.4+9.6 27+0.3 53.7+43

2.7 U/ml puhastatud levaansukraasi inkubeeriti 1.2 M sahharoosiga (410.4 mg/ml) Mcllvaine’i
puhvris (pH 6.0) temperatuuril 37°C 20 h.

Tabel 6 nditab, et FOS-ide kogus, mis siinteesiti 1 mg valgu kohta, oli enim langenud mutantidel
Trp109Ala, His113Ala ning Glu236GIn. Neist mutantidest oli ka FOS-ide spekter muutunud
mutantidel His133Ala ja Glu236GIn, mis siinteesisid FOS-e kuni poliimerisatsiooniastmeni 6,
muteerimata valk siinteesis Seitsme suhkrujddgi pikkusi FOS-e. FOS-ide siinteesi poolest
sarnanesid algse valguga kdige enam mutandid Glul10Asp ja Glul46GIn. Reaktsiooni kaigus
saab levaani moodustumist jilgida spektrofotomeetriliselt, sest poliimeerne levaan moodustab
hégusa suspensiooni ning optilise tiheduse muutust ajas saab registreerida kas spektrofotomeetri
kiivetis voi mikrotiiterplaadil. Mddtsime levani teket mikrotiiterplaadil iga poole tunni tagant
erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel (150, 300, 600, 1200 mM). Puhastatud poliimeerse
levaani Kkaliibri alusel arvutati optilise tiheduse jargi proovides levaanisisaldused (Joonis 9; Lisa
4). Joonisel 9 on nididatud levaani siinteesi kineetika mutantidel ja algsel valgul 300 ja 600 mM

sahharoosist.
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Joonis 9. Levaani teke (mg/ml) sahharoosi kontsentratsioonil 600 mM 10 h jooksul.
Reaktsioonisegu sisaldas Mcllvaine’i puhvrit, sahharoosi ja 10 pg/ml puhastatud levaansukraasi
ning reaktsioon toimus temperatuuril 30°C. Levaani teket mdddeti lainepikkusel 400 nm.

Joonis 9 nditab, et muteerimata Lsc3 siinteesib testitud tingimustel sahharoosist levaani
maksimaalselt 10.3 mg/ml (maksimum saabub 600 mM sahharoosi puhul 210 minutiga). Levaani
slinteesi poolest on metsiktiilipi valguga kodige sarnasem mutant Glu146GlIn, mis toodab levaani
maksimaalselt 9.2 mg/ml (maksimum saabub 600 mM sahharoosi puhul 270 minutiga). Koige
suuremat erinevust algsest valgust néitasid levaani siinteesil mutandid Trp109Ala, His113Ala ja
Glu236GIn. Viimane siinteesis levaani viga vihe ja vdga aeglaselt. 1200 minuti (20 h) jooksul
stinteesiti levaani koigest 2.6 mg/ml. Graafikute alusel voib Oelda, et levaani siinteesiks on
optimaalne sahharoosi kontsentratsioon 600 mM, sest peale ithe mutandi (Trpl09Ala), kellel
selleks oli 300 mM, tootsid kdik mutandid kdige rohkem levaani just 600 mM sahharoosist
(Joonis 9; Lisa 4).
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KOKKUVOTE

Levaansukraasid on bakteriaalsed ekstratsellulaarsed ensiiimid, mis kuuluvad gliikosiidi
hiidrolaaside perekonda 68. Levaansukraasid kataliiiisivad fruktoosijadgi iilekannet sahharoosilt
ja ka mdnelt teiselt substraadilt erinevatele aktseptoritele, siinteesides fruktooligosahhariide ja
poliimeerset levaani. Levaansukraase on leitud nii  grampositiivsetest kui ka
-negatiivsetest bakteritest. Levaansukraaside valgujérjestused ja pikkused on erinevad, aga neis
on mitmeid konserveerunud motiive.  Kristallstruktuuride andmetel on levaansukraasil
viielabalise B-propelleri struktuur, molekuli keskel on negatiivselt laetud tasku, kuhu seondub
substraat. Aktiivtsentris paiknevad ka kataliitisiks vajalikud aminohapped — kataliiiitiline kolmik,

kuhu kuuluvad kaks aspartaati ja glutamaat.

Levaansukraasi uuringud on olulised, sest selle ensiiiimi reaktsiooniproduktid on bioloogilise
aktiivsusega ja leiaksid rakendusi toostuses, meditsiinis ja biotehnoloogias. Fruktaanid toimivad

prebiootiliselt bifidobakteritele ja laktobatsillidele.

Antud t66s keskenduti P. syringae pv. tomato DC3000 levansukraasi Lsc3 muteerimisele koht-
suunatult ja vastavate mutantide analiiiisile, et teha kindlaks, millised aminohapped valgu N-

terminaalses alas voiksid olla olulised substraadivalikus ja transfruktostiiilimisreaktsioonis.

T606 pohitulemused olid jdregmised:

1. P.syringae pv. tomato Lsc3 valgu piirkonna 109-236 aminohapete muteerimisel tuvastati

mitmeid kataliiiitiliselt olulisi positsioone.

2. Koige enam mojutas Lsc3 Kkataliiiitilisi omadusi His113 ja Glu 236 asendamine valgus.
Nende positsioonide asendamisel vastavalt alaniini voi glutamiiniga langes mutantide
kataliiiitiline efektiivsus sahharoosi 16hustamisel ~30 korda. Need positsioonid on viga
olulised ka poliimerisatsioonis, kuna vastavate mutantide transfruktosiiiiliv aktiivsus oli
palju madalam kui algsel valgul ja nad siinteesisid ka vihe FOS-e ja levaani. His113-le
homoloogilise positsiooni olulisust levaansukraasi kataliilisis ei ole seni teistes

uurimisgruppides ndidatud.

3. Levaansukraasi substraadivalikus on olulised positsioonid Trp109, His113 ja Glu236.
Trpl09 ja His113 on rafinoosi kasutamisel olulisemad kui sahharoosi puhul. Glu236

asendamine md&jutab enam sahharoosi kui rafinoosi kasutamist.
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4. Trpl09 asendamine alaniiniga vdhendab Lsc3 valgu kataliiiitilist konstanti 20 korda.
Mutant Trp109Ala siinteesib selles t60s uuritud mutantide hulgast kdige vihem FOS-e
(0.9 g) 1 mg valgu kohta ning ka levaani siintees on sellel valgul aeglane.
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Identification of essential amino acids for polymerase reaction in Pseudomonas syringae pv.
tomato levansucrase Lsc3 by mutational analysis

Maria Gromkova
SUMMARY

Levansucrases are bacterial extracellular enzymes belonging to glycoside hydrolase family 68.
Levansucrases catalyse the transfer of fructosyl residue from sucrose or another substrate to a
variety of acceptors. Spectrum of reaction products is dependent on fructosyl acceptors. Substrate
hydrolysis occurs when water is acting as an acceptor, whereas polymerization reaction takes
place if sucrose or fructans are transfructosylated. Levansucrases synthesize short-chain
fructooligosaccharides (FOS) and polymeric levan. These enzymes are found in both, Gram-
positive and Gram-negative bacteria as well as in archaea. Protein sequences and lengths of

various levansucrases are different, but they share several conserved motifs.

Levansucrases have a five-blade B-propeller fold. The central pocket of the enzyme harbors three
conserved acidic amino acids, which act as catalytic nucleophile (Asp), transition state stabilizer

(Asp) and general acid-base catalyst (Glu).

Study catalytic properties and structure-function relationships of levansucrases is important,
because this enzyme synthesizes biologically active products, which can be used in
biotechnology, medicine and industry. For example FOS are regarded as prebiotics that stimulate

bifidobacteria and lactobacilli in human and animal intestine.

The aim of the study was to predict and experimentally confirm significance of selected N-

terminal amino acid positions for the catalysis of Lsc3.

The main results of the study were as following:

1. Many residues potentially important for P. syringae pv. tomato levanscrase Lsc3 catalysis
were identified using sequence alignments and literature search. Several amino acid
positions in region 109-236 of Lsc3 were selected to be site-directedly mutated in the
study.

2. Catalytic activity of Lsc3 was affected significantly when positions His113 and Glu236
were substituted with alanine and glutamine, respectively. Catalytic efficiency of the

mutants decreased 30 times. Also, these positions were proved to be important for
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polymerization reactions, because the mutant proteins had reduced transfuctosylation
activity. In consequence, these mutants produced only a small amount of FOS and levan.
Positions Trpl109, His113 and Glu 236 are important for substrate preference of Lsc3.
Trpl09 is more important for raffinose and Glu326 for sucrose binding and usage.
Mutation in His113 affects the usage of both substrates.

Mutation of Trp109 causes largely reduced synthesis of FOS and levan, mainly because
of significant reduction of its catalytic constant and severe disruption of polymerization

reaction.
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LISA1

Levaansukraasi valkude aminohappeliste jarjestuste joondus. Pseudomonas syringae pv. tomato
(Q88BNG; 431 ah), Arthrobacter sp. K-1 (Q8VW87; 584 ah), Pseudomonas chlororaphis subsp.
aurantiaca, LscA (Q93FU9; 424 ah), Gluconacetobacter diazotrophicus’e (Q43998; 584 ah),
Erwinia amylovora (Q46654; kokku 415 ah), Rahnella aquatilis’e (054435; 415 ah),
Zymomonas mobilis’e (Q60114; 423 ah), Gluconacetobacter oxydans’i (58039338; 436 ah),
Haloalkalicoccus jeotgali (300710312; 428 ah), Haloarcula marismortui (Q5V249; 445 ah),
Bacillus megaterium’i (D5DCO07; 484 ah) ja Bacillus subtilis’e (P05655; 473 ah) levansukraasid.
Joonduse visualiseerimisel on kasutatud programmi BioEdit (Hall, 1999). Punasega on tdhistatud

kataliititilise kolmiku positsioonid ja rohelisega t66s uuritud aminohapete positsioonid.
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LISA 2

Puhastatud Lsc3 W109A, E110D, H113A, E146Q JA E236Q ensiitimide Kineetika Michaelis-
Menten’i (esitatud suurelt) ja Eadie-Hofstee (esitatud vdiksemalt) tiilipi graafikud, mis on saadud
programmiga SigmaPlot 2001. Toodud on ka vastavate andmete pohjal arvutatud Vimax, Km.
Tulemused saadi nagu on ndidatud pt. 2.2.6.
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H113A
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LISA 3
Korgefektiivse vedelikkromatograafia (high-performance liquid chromatography, HPLC)

metoodika suhkrute lahutamiseks
Heiki Vija, Keemilise ja Bioloogilise Fiiiisika Instituut, Tallinn

Gliikoosi, fruktoosi, sahhroosi ja FOS-ide kogus maidrati sarnaselt Downes ja Terry (2010)

kirjeldatud metoodikale.

Proovide valmistamine

Standardsuhkrutest fruktoosist, gliikoosist, sahharoosist ja rafinoosist valmistati 20% etanoolis
lahused kontsentratsiooniga 20 mg/ml. Nende lahuste vordses hulgas kokkusegamisel saadi
standardlahus iga suhkru kontsentratsiooniga 5 mg/ml. Standardlahuse lahjendamisega valmistati
lahused kontsentratsioonidega 2.5, 1.0, 0.5, 0.25, 0.1 mg/ml. Levaansukraasi reaktsioonisegudest
valmistati analiilisiks proovid jargnevalt: proov segati hoolikalt Vortex mikseril ja tehti sellest
20% etanoolilahuses lahjendus arvestusega, et ithegi suhkru kontsentratsioon ei tiletaks 5 mg/ml.
Soltuvalt mutantse v0i metsiktiilipi levaansukraasi omadustest ja reaktiivsusest olid sobivad
lahjendused vahemikus 20-100x. Lahused segati, tsentrifuugiti 15 min 10 000 g, et eraldada

lahustumatud osakesed, ja pipeteeriti 1 ml lahust kromatograafi prooviviaali.

Vedelikkromatograafiline lahutamine

Suhkrute anatiiisiks kasutati kromatograafi Aquity UPLC (Waters, USA) koos binaarse pumba ja
automaatse proovivotjaga ning Aquity ELS (evaporative light-scattering) detektoriga (Waters,
USA). Tingimused: vdimendus (gain) 200, pihustus (drift tube) 50°C, gaas (N,) 20 psi (1.3
I/min). Suhkrud lahutati Alltech Prevail Carbohydrate ES kolonnil (250 x 4.6 mm; Grace, USA),
mille osakeste suurus on 5 um. Proovide pealekandmiseks kasutati eelkolonni Alltech Prevail
Carbohydrate ES (7.5 x 4.6 mm; Grace, USA). Kromatograafia etapid viidi 1dbi toatemperatuuril
ja vooluti voolukiirus oli 0.6 ml/min. Vooluti koosnes vedelikkromatograafia jaoks sobivast veest
(LC grade) (A) ja atseetonitriilist (B). Lineaarne voolutusgradient atseetonitriili suhtes oli
jargmine: 70-55% 15 min; 55% 10 min; 55-70% 2min; 70% 13 min. Analiiiisitava proovi kogus
tithes tsiiklis oli 5 pl.

Tulemuste analiiiis ja andmete t66tlemine

Standardsuhkrute viljumisaegade alusel identifitseeriti uuritavates proovides vastavad ained.

Korgema poliimerisatsiooniastmega FOS-id identifitseeriti kirjanduses toodud analoogia alusel
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(Downes ja Terry, 2010). FOS-ide poliimerisatsiooniastmega 3-10 kogused kalibreeriti rafinoosi
abil. Proovide analiitisil saadud kromatogrammid integreeriti. Tehti kalibreerimisgraafik
erinevate kontsentratsiooniga suhkrute standardlahuste kromatogrammide piikide pindala ja
suhkru  kontsentratsiooni  logaritmidest.  Saadud  lineaarsele  sdltuvusele  arvutati
funktsioonivorrand kujul y=ax-+b. Kuna gliikoosi piigi pindala erines méargatavalt teiste suhkrute
piigi pindalast, siis arvutati glilkoosi ja teiste suhkrute jaoks erinevad funktsioonivorrandid.
Saadud vorrandite alusel arvutati uuritavates proovides registreeritud piikide pindalade alusel
suhkrute kontsentratsioon vottes arvesse uuritavatele proovidele tehtud lahjendust.
Paralleelproovide tulemuste alusel saadi mairamisveaks kuni 10%. Kdikide reaktsioonisegu
komponentide sisaldused leiti milligrammides ithe ml kohta. Vaba gliikoosi ja fruktoosi sisalduse
jargi arvutati transfruktosiililiv aktiivsus ehk reaktsiooniproduktidesse seotud fruktoosi
protsentuaalne osakaal. Levaansukraaside vdoime toota FOS-e viljendati grammides mg valgu

kohta.

Downes K., Terry L.A. (2010) A new acetonitrile-free mobile phase method for LC-ELSD
quantification of fructooligosaccharides in onion (Allium cepa L.). Talanta 82 118-24.
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LISA 4

Levaani teke (mg/ml) erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel (150, 300 ja 1200 mM) 20 h
jooksul. Reaktsioonisegu sisaldas Mcllvaine’i puhvrit, sahharoosi ja 10 pg/ml puhastatud
levaansukraasi ning reaktsioon toimus temperatuuril 30°C. Levaani teket mdddeti 400 nm

lainepikkusel. Levaani kogus leiti nagu on nédidatud pt. 2.2.6.
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Levaan (mg/ml)
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