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Kasutatud lihendid

AA — antraniilhape

AA-Avicel — AA-derivatiseritud Avicel

AA-BC — AA-derivatiseeritud bakteriaalne tselluloos
AA-BMCC - AA-derivatiseeritud bakteriaalne mikrokristalliline tselluloos
AA-CB — AA-derivatiseeritud tsellobioos

AA-EG-BC — AA-derivatiseeritud EG-BC

AP - aminopiiridiin

AP-BC — AP-derivatiseeritud bakteriaalne tselluloos

AP-CB — AP-derivatiseeritud tsellobioos

BC — bakteriaalne tselluloos

BMCC - bakteriaalne mikrokristalliline tselluloos

CMC - karbokstlimetiiiiltselluloos

EG-BC - endogliikanaasiga eeltoddeldud bakteriaalne tselluloos
CB — tsellobioos

DP — poliimerisatsiooniaste

pNPC — para-nitrofenool tsellobiosiid

T.reesei—Trichoderma reesei



Sissejuhatus

Tselluloosi mikroobne lagundamine on kompleksne protsess, mis nduab erinevaid
toimemehhanisme omavate tselluloliiiitiliste ensiiiimide koosmdju. Uheks paremini
iseloomustatud tsellulaasiks vOib pidada pehmemédanikseenest Trichoderma reesel parit
tsellobiohiidrolaasi Cel7A, mille homolooge leidub ka teistes tselluloliiiitilistes
organismides. Tsellobiohiidrolaas Cel7A kujutab endast T.reesel tselluloliiiitilise slisteemi
vOotmeensiiiimi ning on koostoimes teiste tsellulaasidega vdimeline keemiliselt
véihereaktiivset tselluloosi efektiivselt lagundama. Sarnaselt teistele lahustumatutel
substraatidel  tootavatele  gliikosiiiilhiidrolaasidele on  tsellobiohiidrolaas  Cel7A
kahedoméddnne valk, mis koosneb suuremast kataliiiitilisest domédénist ning sellega
kovalentselt seotud tselluloosile seondumise doméénist. Kristallstruktuuri andmete pdhjal
iseloomustab tsellobiohiidrolaas Cel7A-d 50 A pikkune suhteliselt suletud tunnelikujuline
aktiivtsenter, mis on vdimeline tselluloosi ahelat 10 gliikoosi jddgi ulatuses siduma.
Aktiivtsentri struktuur on andnud alust oletustele Cel7A ja teiste tsellobiohiidrolaaside
protsessiivse toimemehhanismi kohta tselluloosil. Siiski on seni ilmunud vaid iiksikuid
toid, mis tsellobiohiidrolaaside protsessivsust pdhjalikumalt ensiitimkineetika andmetega
toetavad.

Kéesolevas t60s voetaksegi l1dhema vaatluse alla kineetiline meetod Cel7A ja teiste
redutseeriva otsa spetsiifiliste tsellobiohtlidrolaaside protsessiivsuse mééramiseks, kasutades
mudelsubstraatidena redutseerivast otsast fluorestsentsmirgistatud tselluloose. Nimetatud
meetodi abil méérati Cel7A protsessiivsus erineva poliimerisatsiooniastmega tselluloosidel
ja  hinnati tema vOimalikku endoaktiivsust. Samuti mdidrati t66s Cel7A

seondumisparameetrid otsmérgistatud bakteriaalsel tselluloosil.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Tselluloos

Tselluloos on looduses kdige laiemalt levinud biopoliimeer [1]. Uhe aasta jooksul
tekib teda maakeral taimede ja vetikate elutegevuse tulemusena umbes 40 miljardit tonni,
lagundatakse aga aineringes erinevate tselluloliilitiliste organismide, eelkdige seente ja
bakterite poolt umbes samas suurusjargus [2,3]. Erinevalt gliikkogeenist ja tirklisest, mis on
elusorganismidele olulised energia varuallikatena, tididab tselluloos peamiselt struktuurset
rolli, andes kompleksis hemitselluloosi ja ligniiniga taimerakkudele mehhaanilise
vastupidavuse. Lisaks taimedele on tselluloosi vodimelised silinteesima ka moned
bakteriliigid (nditeks Acetobacter xylinum), kes ilmselt kasutavad moodustunud tselluloosi
partikleid aeroobse elutegevuse kdigus “madratsina” vedelik-Ohk piirpinnal piisimiseks ja
voimalik, et kaitseks ultraviolettkiirguse eest seal [4]. Erinevalt taimsest tselluloosist on
bakteriaalset paritolu tselluloos vaba teistest poliimeersetest komponentidest [4].

Struktuurilt kujutab tselluloos endast D-gliikoosi lineaarset hargnemata poliimeeri,
kus koik monomeerid on iiksteisega seotud B-1,4-gliikosiidse sidemega [5]. Soltuvalt
tselluloosi paritolust ja tootlemisviisist voib tliks tselluloosi ahel sisaldada keskmiselt 100 -
14 000 gliikoosi jdéki (poliimerisatsiooniaste ehk DP 100 -14 000) [1,6]. Kuna tselluloosi
ahelat moodustavad jirjestikused gliikkoosi jadgid on piki B-1,4-sidet vaadates teineteise
suhtes 180° vorra pdoratud, pole korduvaks iihikuks ahelas mitte gliikoos ise, vaid gliikoosi
dimeer tsellobioos [5]. Tselluloosi ahela otsmised gliikoosi jadgid on struktuurilt erinevad,
nn. redutseerivas otsas on tsiikliline poolatsetaalne vorm tasakaalus lineaarse aldehiiiidse
vormiga, mitteredutseerivas otsas paiknev gliikoos aga on alati tsiiklilises vormis (joonis 1)
[7].

Tselluloosi struktuuri stabiliseerib ulatuslik sisemolekulaarsete vesinik-sidemete
vorgustik glitkoosi jadkide vahel [5]. Koige olulisemad sidemed tselluloosi ahela sees
moodustuvad iihe gliikopiiranoosi ringi hapniku Os ja talle jirgneva gliikopiiranoosi
OH(3)-riihma vahel (Os..H-O3), samuti OH(2) ja jargneva molekuli OH(6) vahel (O,-
H...O¢)[5]. Vesinikside iihe ahela OH(3) ja teise ahela OH(6) vahel seob omavahel
kiilgnevaid tselluloosi ahelaid [5].
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Joonis 1. Tselluloosi (B-1,4- gliikaani) ahel. Sulgudes tselluloosi vidikseim korduv iihik —

tsellobioos.

Looduslikes tingimustes individuaalseid tselluloosi poliimeere ei esine, vaid nad on
biosiinteesi hetkest alates pakitud vdhem voi rohkem kristallilistesse struktuuridesse, mida
nimetatakse mikrofibrillideks [8]. Erinevates organismides vdivad  mikrofibrillide
mootmed varieeruda laias vahemikus, nditeks Valonia sugukonna vetikad siinteesivad
mikrofibrille ristldikega 20 x 20 A, Acetobacter xylinumi mikrofibrillid seevastu on
suuremad ja “ribakujulised”, mddtmetega 800 x 40 A [4,9]. Mikrofibrillide pikkus ulatub
sadadest nanomeetritest mikromeetriteni [9]. Tulenevalt tselluloosi biosiinteesi
mehhanismist paiknevad tselluloosi ahelad mikrofibrillis liksteise suhtes paralleelselt, kuigi
termodiinaamiliselt eelistatavam on ahelate antiparalleelne paigutus [1,8]. Ahelate tugeva ja
korrapdrase pakkimise tagavad nii juba eelnevalt mainitud hiidrokstiiilriihmade vahelised
vesiniksidemed kui van der Waalsi joud piliranoosi ringi hiidrofoobsete osade vahel [1,7].
Ahelate tiheda pakkumise tottu on tselluloos oma kristallilises vormis vihereaktiivne ning
vastupidav erinevate keemiliste iihendite toimele [10]. Kristallilistele osadele lisaks
sisaldab looduslik tselluloos aga ka amorfseid piirkondi, kus ahelad on pakitud kas
ebakorrapéraselt, on poolikud vdi painde all [10]. Kuna ahelatevahelised vesiniksidemed
tselluloosi amorfsetes osades jddvad ndrgemaks kui kristallilistes, on amorfne tselluloos nii
keemilisele kui enstimaatilisele to6tlusele mérgatavalt vastuvotlikum [10].

Loodusliku tselluloosi agregaatide korge kristallilisus saavutatakse tselluloosi
ahelate liheaegse ja koordineeritud biosiinteesi tulemusena taimede, vetikate ja bakterite
rakumembraanis asuva tselluloosi silintaasi kompleksi poolt [8,11]. Taimerakkudes on
tselluloosi silintaas 6 rakumembraanis rosetikujuliselt paiknevast valgust (CesAl A.
thalianas) koosnev kompleks, mille iga subiihik kataliiiisib UDP- voi GDP-ga aktiveeritud

gliikoosi molekulide poliimeriseerumist tselluloosiks, kusjuures aktiveeritud gliikoos liitub



ahela mitteredutseeriva otsaga [8,12]. Ahelate omavaheline agregeerumine toimub
itheaegselt nende siinteesi ja rakust véljumisega [8].

Taimerakkudes esineb tselluloos koos kahe teise struktuurse poliimeeri, ligniini ja
hemitselluloosiga [13]. Ligniin kujutab endast kolme aromaatse alkoholi, p-
kumartiiilalkoholi, konifertiiilalkoholi ja sinapiiiilalkoholi keerukat vorgutaolist poliimeeri,
mis on mikroorganismide poolt raskesti lagundatav ning moodustab koos hemitselluloosiga
tselluloosi toestava maatriksi, kaitstes viimast mikroobse lagundamise eest ning andes
samas rakuseinale suure paindlikkuse [13]. Hemitselluloos on peamiselt ksiiloosist ja
mannoosist koosnev hargnenud ahelatega poliisahhariid, mis erinevalt tselluloosist
moodustab amorfseid agregaate [13].

Loodusliku tselluloosi todtlemisel kontsentreeritud mineraalhappe, tavaliselt HCI-
ga, toimub happele ligipddsetavate amorfsete tselluloosi osade eelistatud hiidroliiiis, mille
tulemusena tekib vdga korge kristallilisuse astmega (> 90 %) nn. mikrokristalliline
tselluloos [14,15]. Eeltoodut nimetatakse ka heterogeenseks happeliseks hiidroliitisiks.
Osad happed (nditeks kontsentreeritud viddvelhape) pdhjustavad tselluloosi kristallide
pundumist ja tulemuseks on tselluloosi tdielik hiidroliiiis, mida nimetatakse homogeenseks
happeliseks hiidroliilisiks [16]. Heterogeense happelise hiidroliilisiga kaasneb algselt
tselluloosi poliimerisatsiooniastme jarsk langus, mis hiljem pidurdub ja jid&b mingile

konkreetsele tselluloosi preparatsioonile iseloomuliku viértuse juurde piisima [15].

1.2. Tsellulaasid
1.2.1 Uldist

Keemiliselt vihereaktiivse tselluloosi efektiivne mikroobne lagundamine looduses
nduab erinevate, mikroorganismide poolt sekreteeritavate ensiilimide iiheaegset koost6od.
Tihti holmatakse koik need ensiilimid iihtse nimetuse tsellulaasid alla. Soltuvalt oma
struktuurist ja toimemehhanismist jagunevad tsellulaasid kaheks suuremaks rithmaks,
eksogliikanaasideks ehk 1,4-B-D-gliikaan tsellobiohiidrolaasideks (EC 3.2.1.91) ja
endogliikanaasideks ehk 1,4-B-D-gliikaan gliikanohiidrolaasideks (EC 3.2.1.4). Looduslikes
tingimustes nduab tselluloosi efektiivne ensiimaatiline lagundamine peale tsellulaaside veel
mitmete teiste rakuviliste ensiilimide osalemist, mis kataliiisivad tselluloosiga
komplekseerunud ligniini ja hemitselluloosi lagundamist ja iihes sellega muudavad

tselluloosi tsellulaasidele paremini ligipaédsetavaks [17,18].



Tsellulaaside poolt kataliilisitavaks reaktsiooniks on [-1,4-gliikosiidse sideme
hiidroliiiis tselluloosi ahelas, mille 10pptulemusena laguneb tselluloos lahustuvateks
tsellooligosahhariidideks, peamiselt tsellobioosiks [19]. Tsellulaaside kataliiiitilise
aktiivsuse tagavad kaks aktiivtsentris paiknevat asparagiin- voi glutamiinhappe jdiki,
millest iiks kditub iildise happekataliisaatorina ja protoneerib hapnikuaatomi gliikosiidses
sidemes, teine aga kas nukleofiilset vee molekuli deprotoneeriva tildise aluskataliisaatorina
voi nukleofiilina, mis ise atakeerib tselluloosi C; poolatsetaalset siisinikku Sn2 tiiiipi
asendusreaktsioonis [20 - 22]. Juhul, kui nukleofiiliks on vee molekul, kulgeb
hiidroliitisireaktsioon iihes etapis (nn. single displacement) ja C; siisinikuga seotud
hiidroksiiiilriihm ldheb algsest P-asendist a-asendisse ehk toimub konfiguratsiooni
inversioon [23, 24]. Kui aga nukleofiiliks on iiks kataliiiitilistest aminohapetest, moodustub
reaktsiooni esimeses etapis kovalentne ensiiiim-gliikosiiiil vaheiihend, mis seejirel vee
molekuli poolt hiidroliiiisitakse [25]. Selline kaheetapiline nukleofiilne asendusreaktsioon
(nn. double displacement) kulgeb vastupidiselt esimesena mainitud juhule konfiguratsiooni
retentsiooniga C; siisiniku juures [23]. Vastavalt kataliiiisitava reaktsiooni stereokeemiale
jagatakse tsellulaasid seetdttu kas konfiguratsiooni inversiooni vdi retentsiooniga

tootavateks enstitimideks [7, 23].

1.2.2. Tsellulaaside tertsiaarstruktuur

Sarnaselt teistele lahustumatutel substraatidel todtavatele gliikosiiiilhiidro-
laasidele on tsellulaasid valdavalt kahedomédédnse ehitusega valgud, koosnedes suuremast
kataliiiitilisest domidnist ja véiksemast, omamoodi iminapana toimivast tselluloosile
seondumise domaéénist (ingl. cellulose binding domain - CBD)[26, 27]. Kataliiiitilises
doméiénis (ingl. core) toimub gliikosiidse sideme hiidroliilis, = seondumisdomiini
funktsiooniks on aga tsellulaaside kinnitamine tselluloosi pinnale ja seeldbi ensiliiimide
pindkontsentratsiooni tostmine [28, 29]. Bakteriaalsete tsellulaaside puhul on lisaks
ndidatud seondumisdomaééni rolli tselluloosi kristallilise struktuuri l6hkumisel [29, 30].
Kataliiiitilist ja seondumisdoméiéni ihendab monekiimne aminohappe pikkune tugevalt O-
gliikostileeritud “linker” peptiid, mille to6tlemine proteaasiga vOimaldab kummagi

doméini teineteisest eraldada [31].

1.2.3. Ekso — ja endotsellulaasid
Tsellulaaside nagu ka teiste poliimeersetel substraatidel tootavate hiidrolaaside

(proteaasid, nukleaasid, amiilaasid jne.) jaotamine ekso- ja endo-ensiiiimideks pohineb



asjaolul, et eksoensiiiimid alustavad poliimeerse substraadi lagundamist poliimeeri otstest,
endoensiitimid aga juhuslikust positsioonist poliimeeri keskel. Tsellulaaside endo- voi
eksoaktiivsuse aluseks on erinevused nende aktiivtsentri struktuuris. Eksotsellulaaside
(tsellobiohiidrolaaside) aktiivtsentrile on iseloomulik pikk ja mitme linguga kaetud
tunnelitaoline struktuur, kuhu tselluloosi ahel saab eelistatult siseneda otsapidi ja kus seda
ahelat monomeeride kaupa otsast pidevalt liihemaks “ldigatakse” [21, 23].
Endotsellulaaside aktiivtsenter seevastu on lithem ja avatuma ehitusega, mistottu ensiitim
saab tselluloosi “ldigata” juhuslikult positsioonilt ahelas — ilmutada endoaktiivsust, mille
tulemuseks on substraadi poliimerisatsiooniastme kahanemine [7,32, 33].

Ent tuleb lisada, et kuigi tsellulaaside sellist elegantset jaotamist ekso-ja
endoenstiiimideks ndivad toetavat tdnaseni méairatud tsellulaaside kristallstruktuurid, on
just viimasel kiimnendil nii struktuuri kui ensiitimkineetika vallas ilmunud tdid, mis
osutavad, et seni rangelt eksotsellulaasideks peetud ensiiimid omavad siiski teatud
endoaktiivsust [34 - 37]. Seetottu on oletatud, et eksotsellulaaside aktiivtsentrit “iilalt”
katvad struktuuritud lingud (ingl. loops) voivad soojusliikumise toimel ajutiselt avaneda
ning voimaldada endo-tiiiipi kataliiiisi toimumist [38]. Naiteks T.reesel tsellobiohiidrolaas
Cel6A puhul on kristallstruktuuri tasemel toepoolest tdheldatud ensiitimi aktiivtsentrit
katvate lingude liikumist 4.5 A oligosahhariidide seondumisel aktiivtsentrisse [38]. Ka
tahelepanek, et tsellobiohiidrolaas Cel7A Humicola insolensist on voimeline hiidroliiiisima
gliikosiidset sidet suhteliselt mahukaid asendajaid sisaldavas tetrasahhariidses substraadis,
mille otsapidi ensiilimi aktiivtsentrisse sisenemine on asendajate tottu raskendatud, néib
endoaktiivsuse hiipoteesi toetavat [35]. Siiski on kiisimus eksotsellulaaside
endoaktiivsusest ja selle ulatusest jaénud lahtiseks loodusliku tselluloosi hiidroliiiisil, kus
tselluloosi poliimeerid on tugevalt kristallilistesse struktuuridesse pakitud ja ensiilimidele
lahustuvate oligosahhariididega vorreldes raskemini kéttesaadavad. Siin  vdivad
tsellobiohiidrolaasi voimalikku endoaktiivsust mojutada sellised tselluloosi parameetrid
nagu amorfsete ja kristalliliste piirkondade osakaal vdi ensiitimile kattesaadavate ahelaotste
hulk [37].

Eksotsellulaaside puhul on kiesoleva t66ga seoses oluline ka nende otsa-eelistus
ehk see, kas ensiiiim alustab tselluloosi hiidroliiisi ahela redutseerivast voi1
mitteredutseerivast otsast. On ndidatud, et iihe gliikosiiiilhiidrolaaside perekonna enstiiimid
(ndit. Cel7 perekond) omavad spetsiifikat redutseeriva, teise perekonna ensiiiimid (néit.
Cel6 perekond) aga mitteredutseerivas otsa suhtes [36, 39 - 41]. Vaimalik, et otsaeelistus

on seotud kataliiisimehhanismiga, sest nditeks redutseeriva otsa suhtes spetsiifilised Cel7
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perekonna tsellulaasid kasutavad iile gliikosiiiil-ensiiim vaheiihendi kulgevat double
displacement mehhanismi, mitteredutseerivast otsast alustavad Cel6 ensiiiimid aga single

displacement mehhanismi, mille korral kovalentset vaheiihendit ei moodustu [41].

1.2.4. Protsessiivsus

Eksotsellulaaside aktiivtsentri ehitusega on vahetult seotud kdesoleva t66 keskmeks
olev protsessiivsuse ndhtus. Protsessiivsus, mis on poliimeersetel substraatidel todtavate
ensiiimide omadus, iseloomustab ensiiiimi vOimet teostada mitut jérjestikust kataliitisiakti
ilma samal ajal substraadi kiiljest dissotsieerumata. Tsellulaaside puhul tdhendab see, et
kord ensiilimi aktiivtsentrisse seondunud tselluloosi ahel ei vabane sealt peale igat
gliikosiidse sideme hiidroliiiisi etappi, vaid liigub aktiivtsentris edasi ja “paljastab” jargmise
hiidroliilisimist ootava sideme [21, 23, 42]. Nii vdib see protsess korduda N korda, enne kui
enslilim-substraat kompleks laguneb. Teoreetiliselt v3ib protsessiivsus olla isegi nii suur, et
enslitim ei dissotsieeru enne, kui on kogu ahela monomeerideks lagundanud.

Eksotsellulaaside protsessiivsuse olulisus loodusliku tselluloosi hiidroliiiisil seisneb
jargnevas. Gliikosiidse sideme hiidroliilisiks peab tselluloosi ahel sattuma ensiiiimi
aktiivtsentrisse, samas kui algselt on kristallilistes piirkondades asuvad tselluloosi ahelad
iiksteisega vesiniksidemete ja van der Waalsi joudude kaudu tugevasti seotud [1,7].
Tselluloos-tselluloos  interaktsioonide katkestamise ja tselluloosi ahela ensiitimi
aktiivtsentrisse lleviimise vahel esineb seetdttu maérgatav aktivatsioonibarjddr, mis
hiidroliiiisiprotsessi tervikuna aeglustab [43]. Protsessiivne toimemehhanism annab siin
eksotsellulaasile endotsellulaasiga vorreldes eelise, sest olles tselluloosi ahela kord
aktiivtsentrisse sidunud, ei lase eksoensiilim teda enam tervikuna kristalli “tagasi langeda”,
vaid hoiab ahelat korduvate kataliilisiaktide jooksul mingis ulatuses kristallist véljas [44].
Iga jargneva gliikkosiidse sideme  hiidroliiiisiga kaasneb  jdrelikult  véiksem
aktivatsioonibarjddr. Distributiivselt toimiv endotsellulaas seevastu peab iihe ja sama ahela
aktiivtsentrisse sidumise etappi korduvalt sooritama. Seetdttu on endoensiitimidel olulisem
roll tselluloosi amorfstes osades, kus nad tekitavad juurde eksoensiiiimidele substraadiks
olevaid ahelaotsi ja pohjustavad sel teel ensiitimidevahelist siinergismi [7, 45, 46].

Eeltoodud  kaalutlusi  kinnitavad  katsetulemused  T.reesel mutantse
tsellobiohiidrolaasiga Cel7A, milles insenergeneetiliselt oli eemaldatud ks neljast
aktiivtsentrit katvast lingust [44]. Aktiivtsentri avatum struktuur tdi kaasa ensiilimi
mutantse vormi hiidroliiiitilise aktiivsuse kahekordse languse kristallilisel tselluloosil

metsiktiilipi ensiilimiga vorreldes ning mutandi samaaegse protsessiivsuse kahanemise [44].
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Seevastu amorfse tselluloosi suhtes mutantse Cel7A aktiivsus tousis [44]. Kaudselt annab
eksotsellulaaside protsessiivsusest tunnistust ka asjaolu, et hiidroliiiisiprotsessi kdigus jddb
substraadi keskmine poliimerisatsiooniaste praktiliselt muutumatuks [32]. See on voimalik
vaid juhul, kui tselluloosi ahelale seondunud ensiiim lagundab kogu ahela ega tekita
poolikuid fragmente.

On siiski  voimalik, et protsessiivne toimemehhanism ei piirdu {iksnes
eksotsellulaasidega, vaid voib esineda ka endoensiiiimide korral [47 - 49]. Sellisel juhul
jargneb algsele, tselluloosi ahela keskel sooritatud 1dikele endoensiilimi edasine
protsessiivne litkumine modda ahelat sarnaselt eksotsellulaasidele [49]. Endoprotsessiivse
tsellulaasi néiteks voib pidada endoglitkaanase CelF Clostridium cellulolyticumist ja CenC
Cellulomonas fimist [49, 50]. C. cellulolyticumi CelF produtseerib tahke tselluloosi
hiidroliitisil  valdavalt (95 %) lahustuvaid oligosahhariide, mis on iseloomulik
eksotsellulaasidele [48, 50]. Karboksiimetiiiiltselluloosi hiidroliiiisil seevastu on CelF-i

kineetika sarnane endogliikanaasidele [50].

1.2.5. Tsellulaaside protsessiivsuse miiramiseks kasutatavad meetodid

Senikasutatud meetodid tsellulaaside protsessiivsuse madramiseks pdhinevad
valdavalt kas ensiiimreaktsiooni kdigus vabanenud lahustuvate sahhariidide ja tselluloosil
tekkinud uute ahelaotste suhte voi erinevate lahustuvate sahhariidide omavahelise suhte
mootmisel [48, 51]. Siin on puuduseks asjaolu, et ei ole vodimalik jdlgida esimest
hiidroliitisiakti. Protsessiivsuse modtmine lahustuvate sahhariidide omavahelise suhte
pohjal pdhineb asjaolul, et rangelt eksoaktiivsust omav tsellobiohiidrolaas vabastab paaritut
arvu monomeere sisaldavast tselluloosi ahelast esimese gliikosiidse sideme hiidroliiiisi
etapis tsellobioosi asemel kas gliikkoosi voi tsellotrioosi [52]. Eeldusel, et paaris ja paaritu
monomeeride arvuga ahelate jaotus tselluloosis on 1:1, voimaldab vabanenud gliikoosi ja
tsellobioosi suhte arvutada protsessiivsuse rangelt redutseeriva otsa spetsiifilise ensiitimi
jaoks [52]. Nimetatud algoritmi kohaselt Cel7A jaoks méératud protsessiivsuse viértused

tselluloosi hiidroliiiisil on jddnud vahemikku 5 — 20 tsellobioosi iihikut [44, 52].

1.2.6. Trichoderma reesei tsellobiohiidrolaas Cel7A
Tsellobiohiidrolaas Cel7A (vana nomenklatuuri jirgi CBH 1) kujutab endast
pehmemadanikseene Trichoderma reesel tselluloliiiitilise siisteemi vOtmeensiitimi,

moodustades ligikaudu 60 % nimetatud organismi poolt sekreteeritud valkudest [7]. Cel7A
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homolooge leidub ka teistes organismides, tuntumana neist vOib nimetada
tsellobiohiidrolaasi Cel7D valgeméadanikseenest Phaenerochaete chrysosporium [53].
Cel7A on 497 aminohappest koosnev kahedoméénne O-gliikosiileeritud (kuni 6 %) ensiitim
molekulmassiga ligikaudu 64 kDa (joonis 2) [26, 54]. Teda peetakse redutseeriva otsa
spetsiifiliseks eksotsellulaasiks, mis hiidroliiiisib tselluloosi ahelat protsessiivselt [9, 20,
41]. Valdavaks reaktsiooniproduktiks on Cel7A korral tsellobioos, vihemal maiiral ka
gliikoos ja tsellotrioos [52]. Gliikosiidse sideme hiidroliiis Cel7A aktiivtsentris toimub
konfiguratsiooni retentsiooniga ja kulgeb 1dbi gliikosiiiil-enstiiim vaheiihendi [24].

Lisaks tselluloosile suudab Cel7A gliikosiidset sidet hiidroliilisida mitme-sugustes
madalmolekulaarsetes sahhariidides ja nende derivaatides [35, 55], omab aga mérgatavalt
madalamat aktiivsust C-6 ja C-2 positsioonis karboksiimetiilil ja hiidroksiietiiiilriihmi
sisaldavate lahustuvate tsellulooside suhtes [56].

Cel7A tertsiaarstruktuur koosneb kahest antiparalleelsete P-lehtede kihist, kus
sisemisest kihist moodustunud 50 A pikkust aktiivtsentrit katavad “iilalt” neli struktuuritut
lingu (ingl. loop) [57]. Aktiivtsenter sisaldab 10 seostumiskohta gliikkoosi jadkidele, millest
7 jadvad kataliiiisikohast mitteredutseeriva otsa poole (nn. substraadi seostumiskohad) ja 3
redutseeriva otsa poole (nn. produkti seostumiskohad) [21]. Tselluloosi ahela seondumist
aktiivtsentrisse stabiliseerivad vesiniksidemed gliikoosi C-2 ja C-6 hiidroksiiiilriihma ning
valgu asparagiini/glutamiini amiidriihma vahel {iihelt poolt, teiselt poolt aga triiptofaani
indoolringi ja gliikopiiranoosi ringi vaheline hiidrofoobne interaktsioon [21]. Nende
interaktsioonide tulemusena on tselluloosi ahel Cel7A aktiivtsentris piki [(-1,4-sidet
vaadates tervikuna 140° ulatuses vilja vddnatud [21]. Kataliiitilisteks aminohapeteks
Cel7A aktiivtsentris on Glu212-Asp214-Glu217 triaad, kus Glu212 kéitub nukleofiili ja
Glu 217 tldise hape-alus kataliisaatorina, Asp 214 aga on ilmselt oluline nimetatud
aminohapete ioniseeritud vormide stabiliseerimisel vesiniksidemete moodustamise kaudu
[20, 21].

Pohjus, miks Cel7A ja teiste tsellobiohiidrolaaside reaktsiooniproduktiks on
valdavalt tsellobioos, peitub substraadi stereokeemias. [B-1,4-gliikosiidne side paikneb
tselluloosi poliimeeris gliikkopliranoosi ringi tasapinnast vaheldumisi all ja iileval pool,
Cel7A aga hiidroliiiisib ainult ringi taspinnast lihel poolt asetsevat sidet, mis kordub iga
kahe gliikoosi jddgi tagant [21, 42]. Seetdttu on valdavaks reaktsiooniproduktiks
tsellobioos, kuigi paaritu monomeeride arvuga ahelast vabastab Cel7A esimese

hiidroliiiitilise 101ke kaigus ka gliikoosi ja tsellotrioosi [52].
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Joonis 2. Trichoderma reeseai tsellobiohiidrolaas Cel7A tselluloosi hiidroliiiisil. Joonis saadud

Dr. Jerry Stahlberg’i kdest ning kasutatud Dr. Christina Divne loal (© Christina Divne 1998).

1.2.7. Tsellulaaside uuringutes enim kasutatud mudelsubstraadid

Erinevad tsellulaasid omavad tselluloosil erinevaid toimemehhanisme (ndit. endo
vOi ekso), mille koosmdju tagab tselluloosi efektiivse lagundamise. Kindla tsellulaaside
klassi iseloomustamiseks kasutatakse seetottu mitmesuguseid defineeritud omadustega
mudelsubstraate, kus ensiilimi konkreetne toimemehhanism kdige paremini avaldub,
voimalikud lisatoimemehhanismid on aga parsitud [7].

Endogliikanaasse aktiivsuse midramiseks kasutatakse laialdaselt mitmesuguseid
lahustuvaid  tselluloosi  derivaate,  nditeks  karbokslimetiiiil- (CMC)  voi
hiidrokstietiitiltselluloosi (HEC), kus vastavad asendajarithmad esinevad tselluloosis
keskmiselt iga kahe kuni viie gliikoosi jddgi jarel (asendatuse aste 0.5 — 0.2) [7, 56].
Blokeerivate asendajariihmade tottu on nimetatud tselluloosid raskesti lagundatavad ahela
otsast alustavate tsellobiohiidrolaaside jaoks [42, 56]. Endogliikanaasid seevastu on
voimelised neid substraate ahelasisestest asendamata piirkondadest hiidroliiiisima [7].
Hiidroliiiisi tulemusena kahanevad tselluloosi poliimerisatsiooniaste ja lahuse viskoossus
kiiresti [58]. Uute redutseerivate rithmade teke koos lahuse viskoossuse kiire kahanemisega

on liks kindlamaid endogliikanaasse aktiivsuse indikaatoreid [58].
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Korge kristallilisuse astmega derivatiseerimata tsellulooside nagu filterpaber,
puuvill, bakteriaalne tselluloos ja mikrokristalliline tselluloos suhtes on endogliikanaaside
aktiivsus madal [56]. Seetottu kasutatakse neid substraate valdavalt tsellobiohiidrolaaside,
eelkdige nende  silinergistlike  segude  aktiivsuse  maiddramiseks  lahustuvate
reaktsiooniproduktide kvantifitseerimise pohjal [56]. Lahustuvate reaktsiooniproduktide ja
tselluloosil juurde tekkinud redutseerivate rithmade suhet on rakendatud tsellulaaside
ekso/endoaktiivsuse osakaalu hindamiseks [48, 50]. Eksotsellulaaside korral jddb
lahustumatute redutseerivate rithmade arv madalaks (<10 %), endotsellulaaside korral aga
ulatub 50 %-ni [48].

Virvainega mittekovalentselt kaetud tselluloose on kasutatud endogliikanaaside ja
puhastamata ensiiimsegude aktiivsuse madramiseks [56, 59]. Vérvitud tselluloosid on
sobivad ka produktinhibitsiooni uuringuteks, kus lisatud tsellobioosi taustal on vabanenud
produkti muidu raske detekteerida [59]. Kuna virvaine molekulid seonduvad tselluloosiga
poliimerisatsiooniastmest soltuvalt, pohjustab endogliikanaassest aktiivsusest tulenev
poliimerisatsiooniastme kahanemine vérvaine jark-jrgulise dissotsieerumise substraadilt
lahusesse, mida on vdimalik fotomeetriliselt jilgida [59, 60]. Nimetatud substraadid on
sobivad ka endogliikanaasse aktiivsuse kvalitatiivseks “skriinimiseks” tardsootmel voi
natiivse elektroforeesi geelis, kus vérvivaba piirkond osutab endogliikanaasi esinemisele
[61].

Individuaalsete tsellobiohiidrolaaside otsaeelistuse ja ekso/endo toimemehhanismi
madramiseks sobivad otsmérgistatud (pms. redutseerivast otsast) tselluloossed substraadid
[62]. Otsmirkena on kasutamist leidnud H’ ja fluorestseeruvad vérvained, samuti
hdbedapartiklid elektronmikroskoopia uuringutes [62 - 64].

Lisaks erinevatele poliimeersetele {ihenditele kasutatakse tsellulaaside puhul
substraatidena kromo- voOi1 fluorogeenset, samuti radioaktiivset otsmirget sisaldavaid
tsellooligosahhariide, mis on sobivad eelkdige aktiivtsentri tasemel toimuva
reaktsioonimehhanismi iseloomustamiseks [65 - 67]. Mainitud substraatide eelisteks on hea
lahustuvus ja defineeritud keemiline struktuur, ent samas ei kirjelda nendega saadud
tulemused poliimeerse substraadi hiidroliiiisi isedrasusi, kus tsellulaaside aktiivsust
mojutavateks teguriteks on ensiilimide adsorptsioon tselluloosi pinnale ja individuaalsete

ahelate kéttesaadavus kristallist [7].
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Too eesmargid

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli vilja tootada kineetiline meetod tselluloosi
redutseeriva otsa spetsiifiliste tsellobiohiidrolaaside protsessiivsuse méadramiseks ning
hinnata nimetatud meetodi abil Trichoderma reesei tsellobiohiidrolaasi Cel7A

protsessiivsust erinevatel tselluloossetel substraatidel.
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2. Materjalid ja meetodid

2.1. Materjalid

2.1.1 Reagendid

Antraniilhape (AA), aminopliridiin (AP), naatriumtsiiaanoboorhtidriid (NaCNBHj3),
tsellobioos ja 3-metiiiil-2-bensotiasoloonhiidrasoon (MBTH) olid périt Sigmast, 2,2"-azino-
bis(3-etiililbenstiasoliin-6-sulfoonhape) (ABTS) ja karboksiimetiiiiltselluloos (CMC Na-
sool, keskmine viskoossus) Flukast. Koik {ilejddnud reagendid olid korgeimas saadavas

puhtusastmes.

2.1.1.1. To6s kasutatud Cel7A mutandid

T. reesei tsellobiohiidrolaasi Cel7A mutandid E212Q ja D214N olid saadud Dr.
Jerry Stéhlberg’i kdest ( Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituut, BMC, Uppsala ).
Mutandis E212Q on aktiivtsentris nukleofiilina toimiv glutamaat 212 asendatud

glutamiiniga, mutandis D214N aga aspartaat 214 asparagiiniga [20].

2.2. Meetodid

2.2.1. Ensiiiimide puhastamine

Metsiktiilipi tsellobiohiidrolaas Cel7A puhastati T. reesei tive QM 9414
kultuurfiltraadist standardmetoodika kohaselt [54]. Cel7A mutandid E212Q ja D214N olid
puhastatud T. reesal tiive VTT-D-93201 kultuurfiltraadist vastavalt avaldatud metoodikale
[20]. D214N puhastati analoogiliselt endogliikanaasiga Cel5SA tiiendavalt Superose® -12
(Pharmacia) kolonnil [68]. Kolonn koguruumalaga 104 mL oli eelnevalt tasakaalustatud
0.5 M (NH4),SO4 lahusega 0.1 M NaAc-puhvris, pH = 5.0. Kolonnile kanti 0.7 mL valgu
proovi ning voolutati seda isokraatiliselt 200 mL 0.5 M (NH4),SO4 lahusega eelnimetatud
puhvris. Jargnes voolutamine 0.1 M NaAc-puhvriga, pH = 5.0, voolutuskiirusel 1 mL/min
ilma (NH4),SOs-ta.

Cel7A kataliiiitilise doméédni (core) saamine toimus eelnevalt puhastatud Cel7A
papaiiniga tootluse ja saadud proteoliilisiproduktide geelfiltratsiooniga eraldamise teel

vastavalt varasemale metoodikale [31].
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Valkude puhtust kontrolliti 10 % SDS-PAGE elektroforeesil ning kontsentratsioon
madrati optilise tiheduse pohjal lainepikkusel 280 nm. Kontsentratsiooni madramisel
kasutati teadaolevaid ekstinkstioonikoefitsientide véirtusi 78 800 ja 74 000 cm ‘M

vastavalt Cel7A (metsiktiilip ja mutandid) ning Cel7A kataliiiitilise domééni jaoks [34].

2.2.2. Tsellulooside valmistamine

Bakteriaalne tselluloos (BC) ja bakteriaalne mikrokristalliline tselluloos (BMCC)
valmistati  kaubanduslikult  kéttesaadavast ~ Acetobacter  xylinumi  tselluloosist
('CHAOKOH® coconut gel in syrup' from Thep. Padung Porn Coconut Co. Ltd., Bangkok,
Thailand) vastavalt varemkirjeldatud metoodikale [15]. Amorfse tselluloosi (N,N-
dimetiiiilatseetamiid/LiCl-regenereeritud BC) ja endogliikanaasiga Cel5SA eeltoodeldud BC
(EG-BC) valmistamine toimus samuti varemkirjeldatud metoodika kohaselt [63, 69].

Tselluloos/ksiilogliikaan kompleksi valmistamiseks vastavalt varemkirjeldatud
metoodikale [70]. AA-derivatiseeritud EG-BC (AA-EG-BC) suspendeeriti kstilogliikaani
lahuses (2.2 g/L) 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, ning inkubeeriti toatemperatuuril vihemalt
o0pdeva jooksul. AA-EG-BC kontsentratsioon suspensioonis oli 3.0 g/L. Vahetult enne
kasutamist pesti lahustumatu AA-EG-BC ksiilogliikaankompleks  kolmekordse
tsentrifuugimise (5 min, 50 - g) ja resuspendeerimise teel 0.05 M NaAc-puhvriga, pH 5.0,
mitteseondunud ksiilogiikaanist puhtaks ja suspendeeriti seejérel eelnimetatud puhvris.

Tselluloosi kontsentratsioon méairati kdigil juhtudel antroon/véadvelhappe meetodil,
kasutades standardina tsellobioosi ning mdotes optilist tihedust spektrofotomeetriliselt 585

nm juures [71].

2.2.3. Tsellobioosi derivatiseerimine antraniilhappe (AA) ja aminopiiridiiniga (AP)
Tsellobioos-antraniilhape aminoalditooli (AA-CB) silintees ja fluorestsents-
parameetrite mddramine on kirjeldatud Lisas 1. Liihidalt, 1.1 mmol (0.38 g) D-tsellobioosi
lahusele 22 mL vees lisati 4.4 mmol (0.60 g) antraniilhapet (AA) ja 22 mmol (1.38 g)
naatriumtsiiaanoboorhiidriidi (NaCNBH;) ning inkubeeriti 3 h 70 ° C juures.
Reaktsioonisegu jahutati jdrgnevalt toatemperatuurini ja produkt AA-CB eraldati
sadestamise teel atseetonitriiliga Idppkontsentratsioonis 95 % (v/v). Tekkinud geelisarnast
sadet pesti korduvate (5 — 7 korda) tsentrifuugimise (5 min, 8000 - g) ja resuspendeerimise
etappide kaudu 98 % (v/v) atseetonitriiliga ning eemaldati pesemissolvent seejérel in

vacuo. Produkt silitati valguse eest kaitstult — 20 ° C juures.
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Tsellobioos-aminopiiridiin  aminoalditool derivaadi (AP-CB) silintees toimus
moningate muudatustega vastavalt varemkirjeldatud metoodikale [72].
Mairgistamisreagendi valmistamiseks lahustati 59 mmol (5.6 g) 2-aminopiiridiini (AP) 5.5
mL vees, tiitriti lahuse pH jidd-addikhappega 7.0 juurde ning lisati 1.8 mmol (0.11 g)
NaCNBHj. Tekkinud lahuse ruumala oli 10 mL. Saadud lahusele lisati seejdrel 0.3 mmol
(0.11 g) D-tsellobioosi ja inkubeeriti @ilesd 70 ° C juures. Reaktsiooniprodukti AP-CB
jdrgnev eraldamine toimus kdigis punktides analoogiliselt AA-CB-le.

AP-CB fluorestsentsparameetrid mérati firma Hitachi F — 4500 fluorimeetril 25 ° C
juures 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0. AP-CB fluorestsentsi pH-soltuvust moddeti erineva
pH viairtusega puhverlahustes (pH 5 — 12), kasutades eelnevalt méératud ergastus- ja

emissioonlainepikkuste kombinatsioone 310/390 nm.

2.2.4. Tselluloosi derivatiseerimine AA ja AP-ga

AA-maérgistatud tsellulooside siinteesimetoodika on esitatud Lisas 1. Liihidalt,
tselluloosi suspensioonile vees kontsentratsiooniga 4 — 10 g/L lisati AA ja NaCNBH;
13ppkontsentratsioonis vastavalt 0.2 M ja 1.0 M, inkubeeriti intensiivse segamisega 70 ° C
juures iiledo ning pesti derivatiseeritud tselluloos ohtra vee ja 0.05 M NaAc-puhvriga, pH
5.0, klaasfiltril méargistamisreagentidest puhtaks. Kd&ik tselluloosid suspendeeriti pidrast
pesemise etappi nimetatud puhvris ja siilitati valguse eest kaitstult 4 ° C juures.

Derivatiseerimise korral AP-ga lisati 0.1 g BC suspensioonile 10 mL vees 20 mL
vesilahust (mérgistamisreagenti), milles oli eelnevalt lahustatud 106 mmol (10.0 g) AP ja 8
mmol (0.5 g) NaCNBH; ning mille pH oli jda-dddikhappega tiitritud 7 juurde.
Mirgistamisreagentide AP ja NaCNBHj3 10ppkontsentratsioonid reaktsioonisegus olid
vastavalt 3.5 M ja 0.3 M. Reaktsioonisegu inkubeeriti 63pédeva jooksul 70 ° C juures iihes
intensiivse segamisega. Seejirel lahjendati reaktsioonisegu veega 100 mL-ni ja AP-
derivatiseeritud BC (AP-BC) eraldamiseks margistamisreagentidest pesti tselluloosimassi
klaasfiltril ohtra vee ning 0.05 M NaAc-puhvriga, pH 5.0. Peale pesemist suspendeeriti AP-
BC 20 mL eelmainitud puhvris ja siilitati valguse eest kaitstult 4 °C juures.

Tselluloosi kiilge jaanud mirke hulk moddeti fluoromeetriliselt 0.05 M NaAc-
puhvris, pH = 5.0, kasutades standardina vastavaid tsellobioosi derivaate AA-CB ja AP-
CB. Eelnevalt oli AA- ja AP-mirgistatud tselluloos T.reesei osaliselt puhastatud
tsellulaaside seguga tdielikult lahustuvateks sahhariidideks lagundatud. Mérke hulk

viljendati pmol tselluloosi algse massiiihiku kohta g. AP-mérke stabiilsuse hindamiseks
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BC-1 moodeti AP kogust tselluloosil vastavalt 1 pdev ja 12 pédeva peale

margistamisreaktsiooni 1opetamist.

2.2.5. AP-mirgistamise ajasoltuvus BC-1

0.2 mL BC suspensioone vees (10 g/L) inkubeeriti erinevate ajavahemike jooksul
70 ° C juures AP ja NaCNBH;-ga 1dppkontsentratsioonis 3.5 M ja 0.3 M. K&ik ajapunktid
olid kolmes korduses. Reaktsiooni peatamiseks eraldati tselluloos proovidest
tsentrifuugimisega (3 min, 8000 - g) ning pesti 0.05 M NaAc-puhvriga, pH 5.0, korduvate
tsentrifuugimise (3 min, 8000 - g) ja resuspendeerimise etappide teel. Pesemise efektiivuse
kontrolliks mdddeti supernatandist iga pesemise etapi jarel AP-le vastavat fluorestsentsi
eelnevalt kindlaks maédratud lainepikkustel 300/370 nm. Pestud AP-BC (2 mg)
suspendeeriti 1.0 mL 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0 ning méérati tselluloosi kiilge jaénud
AP kogus nagu kirjeldatud eelnevalt. AP-BC tdpne kontsentratsioon proovides maédrati
antroon/véadvelhappe meetodil mdddetud iildsuhkru pdhjal ja mérke hulk véljendati umol

tselluloosi algse massiiihiku kohta g.

2.2.6. Ensiiiimhiidroliiiisil vabanenud produktide kvantifitseerimine

AA-CB ja AP-CB kontsentratsioon proovides méérati fluoromeetriliselt. AA-CB
kvantifitseerimine ~ toimus  aluselises  keskkonnas (pH 11.6) ergastus- ja
emissioonilainepikkuste kombinatsioonil 330/425 nm. AP-CB korral viidi proovide pH
eelnevalt 1.0 M dddikhappega 5.0 juurde ning moddeti fluorestsentsi lainepikkuste 310/390
nm juures. Vastavate kaliibrimisstandarditena kasutati eelnevalt siinteesitud AA-CB-d ja
AP-CB-d. Ergastus- ja emissioonipilu laius oli mdlemal juhul 5/5 nm.

Tsellobioosi kvantifitseeriti kolmel erineval meetodil. Ensiimaatilise miiramise
korral kasutati abiensiilimidena B-gliikosidaasi, gliikoosi oksiidaasi, peroksiidaasi ning
elektronide doonorina 2,2’-azino-bis(3-etiililbenstiasoliin-)-6-sulfoonhapet (ABTS) [69].
Standardina kasutati tsellobioosi ning proovide optilist tihedust mdddeti 420 nm juures.
Enne ensiilimreagendi lisamist viidi proovide pH 1.0 M dddikhappe lahusega 5.0 juurde.

Tsellobioosi mitteensiimaatiliseks méédramiseks kasutati MBTH-1 (3-metiitil-2-
bensotiasolinoonhiidrasoon) pdhinevat redutseerivate sahhariidide spetsiifilist meetodit
[73] voi iildsuhkrul pdhinevat antroon/vddvelhappe meetodit [71]. Kaliibrina kasutati
mdlemal juhul tsellobioosi ning proovide optilist tihedust mdddeti vastavalt 620 nm ja 585

nm juures.
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2.2.7. T.reese tsellobiohiidrolaas Cel7A vahendatud hiidroliiiisi kineetika AA- ja AP-
derivatiseeritud tselluloosidel

Fluorestsentsmérgistatud tsellulooside (AA-BMCC, AA-BC, AA-EG-BC, amorfne
AA-BC ja AP-BC) suspensioone (2.0 g/L) inkubeeriti 25 ° C juures 0.05 M NaAc-puhvris,
pH = 5.0, T.reesel tsellobiohiidrolaasiga Cel7A (0.1 — 0.25 uM) ja 0.25 uM Cel7A
kataliiiitilise domééniga. Reaktsioon kéivitati ensiilimi lisamisega intensiivselt segatavasse
tselluloosi suspensiooni. Kindlate ajavahemike jérel eemaldati reaktsioonikeskkonnast 1.0
mL proovi ning lisati proov kas 50 uL. 1.0 M CH3;NH; voéi 55 pL 0.5 M NaOH lahusele,
viies keskkonna pH védrtuse mdlemal juhul 11.6 juurde. Peale 2 — 3 h toatemperatuuril
seismist eemaldati tselluloos proovidest tsentrifuugimise teel (3 min, 8000 - g). Vabanenud
AA-CB ja AP-CB kvantifitseeriti fluoromeetriliselt, tsellobioosi médramine toimus
ensiimaatiliselt. Ensiilimi protsessiivsus viljendati tsellobioosi ja otsmirke AA-CB

tekkekiiruste suhtena.

2.2.8. Cel7A kineetika AA-EG-BC ksiilogliikaankompleksil

AA-EG-BC ja AA-EG-BC ksiilogliikaankompleksi suspensioone (1.0 g/L) 0.05 M
NaAc-puhvris, pH 5.0, inkubeeriti intensiivse segamisega 25 ° C juures 0.25 uM intaktse
Cel7A ja 0.25 puM Cel7A Kkataliiiitilise doméédniga 5 — 10 min. Reaktsiooni peatamiseks
eemaldati segust kindlate ajavahemike jirel 0.7 mL proovi ning pipeteeriti proov 32 puL 0.5
M NaOH lahusele, viies proovi pH 11.6 juurde. Pdrast 1 h toatemperatuuril seismist
eraldati tselluloos proovidest tsentrifuugimisega (3 min, 8000 - g) ning mé&irati
supernatandis vabanenud tsellobioosi ja otsmédrke AA-CB kontsentratsioon. Tsellobioosi
midramine toimus ensiimaatiliselt. Ensiilimi protsessiivsus véljendati antud ajahetkeks
vabanenud tsellobioosi ja AA-CB otsmirke kontsentratsiooni suhtena.

Cel7A voimaliku ksiilanoliiiitilise aktiivsuse mddramiseks inkubeeriti ksiilogliikaani
lahust (2.2 g/L) 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures 10 min 0.25 pM Cel7A-ga
Reaktsiooni peatamiseks eemaldati reaktsioonisegust 0.5 mL proovi ning viidi proovi pH
26 pL 0.5 M NaOH lahusega 11.7 juurde. Tekkinud redutseerivate riithmade méiiramine
toimus ensiimaatiliselt ABTS-meetodil. = Kontrollpunktides lisati 0.5 M NaOH lahus
ksiilogliikaani lahusele enne enstiiiimi, kontrollpunktide edasine t66tlus oli kdigis punktides

analoogiline iilejddnud ajapunktidega.
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2.2.9. Cel7A protsessiivsuse kontsentratsioonisoltuvus

AA-BC suspensiooni (2 g/L) 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, inkubeeriti 25 ° C
juures 0.5 — 360 min erinevas kontsentratsioonis tsellobiohiidrolaas Cel7A ja Cel7A
kataliititilise domééniga. Kasutatud kontsentratsioonivahemik oli 0.1 — 15 pM intaktse
Cel7A ning 0.1 — 1.0 uM Cel7A Kkataliiiitilise domééni korral. Reaktsiooni peatamiseks
eemaldati reaktsioonisegust kindlate ajavahemike jérel 0.6 mL proovi ja pipeteeriti proov
40 uL 0.5 M NaOH lahusele, viies proovi pH 11.6 juurde. Tselluloos eemaldati proovidest
tsentrifuugimisega (3 min, 8000 - g) ning supernatandis méddrati AA-CB ja tsellobioosi
kontsentratsioon. Tsellobioosi médramine toimus MBTH v0i antroon/véddvelhappe
meetodil. Enslitimi protsessiivsus viljendati antud ajahetkeks vabanenud tsellobioosi ja

otsmirke AA-CB kontsentratsiooni suhtena.

2.2.10. Cel7A adsorptsiooniisoterm AA-BC-I

AA-BC-d (2 g/L) inkubeeriti 0.05 M NaAc puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures 40 min
Cel7A-ga (0.1 — 15 uM). Viltimaks valgu mittespetsiifilist scondumist viidi reaktsioon 14bi
klaastuubides. Reaktsiooni peatamiseks eemaldati AA-BC proovidest tsentrifuugimise teel
(3 min, 8000 - g) ning méérati supernatandist mitteseondunud valgu kontsentratsioon
spektrofotomeetriliselt 280 nm juures [34]. Madalamate ensiiiimi kontsentratsiooni korral
toimus mitteseondunud valgu kvantifitseerimine fluoromeetriliselt emissiooni- ja
ekstinktsioonilainepikkusel 280/340 nm, kasutades kaliibrimisstandardina teadaoleva
kontsentratsiooniga Cel7A lahuseid. Koigist seondumisproovidest kvantifitseeriti lisaks
vabanenud otsmérge AA-CB. Seondunud ensiitimi hulk leiti Cel7A algkontsentratsiooni ja
mitteseondunud ensiiiimi kontsentratsiooni vahest ning viljendati pmol valku g’
(tselluloos). Tulemuste analiiiisil 1dhtuti kahe erineva afiinsusega seondumiskoha mudelist,
mida kirjeldab kahe Langmuiri adsorptsiooniisotermi summa :

B=AF/(Kqg +F)+ AyF/(Kg + F) (1)
kus A; ja A, on ensiiiimi piiriline adsorptsioon (umol g") esimeses ja teises seondumis-
kohas, B seondunud ensiiiimi kontsentratsioon (umol g'), F vaba ensiiimi kontsent-
ratsioon (uM), Ky ja Ko ensuumi dissotsiatsioonikonstandid vastavatest
seondumiskohtadest (uM). Leitud seondumisparameetrite pohjal arvutati Cel7A

kontsentratsioon kdrgema afiinsusega seondumiskohas (B;, pmol g™).
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2.2.11. Cel7A endoaktiivsus BC-1 ja CMC-1

BC suspensiooni (2.0 g/L) inkubeeriti intensiivse segamisega 0.05 M NaAc-
puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures 10 uM metsiktiiiipi Cel7A ja 10 uM Cel7A mutantidega
E212Q ja D214N. Kindlate ajavahemike jarel eemaldati reaktsioonisegust 1.0 mL proovi ja
pipeteeriti proov reaktsiooni peatamiseks 0.15 mL 0.5 M NaOH lahusele. BC eemaldati
proovidest tsentrifuugimise teel (3 min, 8000 - g) ja saadud supernatandist méérati
vabanenud tsellobioos antroon/vddvelhappe meetodil. Tselluloosi massi pesti jargnevalt
tsentrifuugimise ja resuspendeerimise teel (3 min, 8000 - g) 2 korda 1 mL 0,1 M NaOH
lahusega ning seejédrel 1 kord 1 mL destilleeritud veega. Pestud tselluloos derivatiseeriti
AA-ga ja redutseerivate rilthmade arvu tselluloosil hinnati kiilge jddnud AA hulga pdhjal
(umol g'l) vahetult AA-BC suspensioonist. Kontrollpunktides lisati 0.5 M NaOH lahus BC
suspensioonile enne ensiilimi lisamist, kontrollpunktide edasine tootlus oli koigis
iiksikasjades analoogiline iilejdédnud ajapunktidega. Metsiktiitipi Cel7A korral olid koik
ajapunktid kolmes korduses, mutantide E212Q ja D214N korral iihes korduses.
Metsiktiitipi Cel7A ja Cel7A mutantide endoakatiivsus defineeriti 30 min enstiiimtootluse
jérel BC-le lisandunud ja algselt BC-1 olnud redutseerivate rithmade arvu vahena.

Cel7A endoaktiivuse modtmiseks CMC-1 inkubeeriti 0.9 % (w/v) keskmise
viskoossusega CMC lahust 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures metsiktiiiipi Cel7A
ning vastavate mutantidega E212Q ja D214N 1.5 - 28 h. Enstitimi kontsentratsioon kdigis
proovides oli 1.0 pM. Reaktsiooni peatamiseks eemaldati kindlate ajavahemike jdrel
reaktsioonisegust 0.3 mL proovi ning pipeteeriti proov 20 pL 0.5 M NaOH lahusele.
Reaktsiooni kdigus lahusesse juurde tekkinud redutseerivad rithmad kvantifitseeriti MBTH
meetodi abil, kasutades kaliibrina tsellobioosi ning mdotes lahuse optilist tihedust 620 nm
juures. Enne optilise tiheduse mddtmist oli proovidesse tekkinud sade tsentrifuugimise teel
eemaldatud (3 min, 8000 - g). Kontrollpunktides lisati 0.5 M NaOH lahus CMC lahusele
enne ensiiiimi, kontrollpunktide edasine tootlus jirgis koigis iiksikasjades tlejdanud
ajapunkte.  Ensiiimpreparatsiooni =~ CMCaasne  aktiivsus  defineeriti ~ 00pdevase
enstiimtootluse tulemusena lahusesse lisandunud ja  CMC algses 0.9 % (w/v)
preparatsioonis sisaldunud redutseerivate riihmade arvu vahena.

Cel7A iildaktiivsuse modtmiseks inkubeeriti BC-d kontsentratsioonivahemikus 0.03
— 1.4 g/L 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures 30 min jooksul 1.0 pM metsiktiiiipi
Cel7A-ga. Reaktsioon peatati 40 uL 0.5 M NaOH lahuse lisamisega 0.6 mL proovile ning
eemaldati tselluloos proovidest tsentrifuugimisega (3 min, 8000 - g). Vabanenud tsellobioos

madrati supernatandist antroon/véévelhappe meetodil.
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3. Tulemused

3.1.1. Fluorestsentsmérgistatud tselluloosil pohinev meetod redutseerivast
otsast alustava tsellobiohiidrolaasi protsessiivsuse méidramiseks (Lisa 1)

Redutseeriva otsa spetsiifiliste tsellobiohilidrolaaside protsessiivsuse médramine
pohines kéesolevas t00s fluorestsentsmargistatud tselluloosidelt hiidroliitisi kaigus
vabaneva tsellobioosi ja fluorestseeruva otsmirke suhte madramisel.

Fluorestsentsmérgistatud tsellulooside siintees toimus reduktiivse amineerimise teel
AA-ga vesikeskkonnas 70 ° C juures. Otsmirgistatud tselluloosilt ensiitimhiidroliiiisi kdigus
vabaneva fluorestsentsmérget sisaldava tsellobioosi kvantifitseerimiseks siinteesiti lisaks
vastav tsellobioosi konjugaat AA-CB. Kokkulangevus AA-maérgistamise ja redutseerivate
sahhariidide médramiseks tavapdraselt kasutatava Somogyi-Nelsoni meetodi abil hinnatud
redutseerivate  riihmade arvus  tselluloosil  kinnitas  fluorestsentsmargistamise
kvantitatiivsust (Lisa 1, tabel 1). Samuti oli AA-mirge ensiiimuuringuteks piisavalt
stabiilne (ligikaudne poolestusaeg tselluloosil 200 pédeva) (Lisa 1).

Koigil uuritud AA-tselluloosidel iseloomustas T.reesei tsellobiohiidrolaas Cel7A
vahendatud otsmidrke AA-CB vabanemist ajas kahefaasiline kineetika, kus kiirele
eksponentsiaalsele faasile jirgnes aeglasem lineaarne faas, seejuures oli ajahetkele t = 0
tagasiekstrapoleeritud AA-CB kontsentratsioon 7 (ingl. “burst”) vordeline kasutatud
enstiilimi kontsentratsiooniga ja ldhenes sellele kiillastavatel substraadi kontsentratsioonidel
(Lisa 1, joonis 4). m'? s6ltuvus substraadi kontsentratsioonist oli hiiperboolne nagu
ennustab aktiivtsentrite tiitrimise mehhanism (Lisa 1, joonis 5). Madalmolekulaarse
substraadi pNPC hiidroliiiisil Cel7A poolt oli agliikoonse p-nitro-fenoolriihma vabanemine
ajas lineaarne ja nn. “burst” néhtust ei esinenud (n = 0) (Lisa 1, joonis 4).

Cel7A protsessiivsus AA-tselluloosidel oli defineeritud tsellobioosi ja AA-CB
tekkekiiruste suhtena Vcp/Vaa.cs ajavahemikus, kus molema produkti vabanemist vois
lugeda ajas lineaarseks. Nimetatud algoritmi kasutades olid AA-BMCC-1 ja AA-BC-1
Cel7A jaoks kiillastaval substraadi kontsentratsioonil mdddetud protsessiivsuse védrtused
vastavalt 42 +10 ja 88 *10tsellobioosi iihikut (Lisa 1, tabel 1). Cel7A jaoks leitud
protsessiivsuse védrtus oli vea piires sOltumatu kasutatud ensiilim-substraat suhtest AA-

EG-BC-I (Lisa 1, joonis 7).
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3.2.1. AP-derivatiseeritud BC ja AP-tsellobioos konjugaadi siintees

Tselluloosi derivatiseerimine AP-ga pohineb analoogiliselt AA-le reaktsioonil
fluorestsentsmérke eksoaminoriihma ja tselluloosi redutseeriva otsa aldehiitidriihma vahel.
Reaktsiooni kédigus tekkiv imiinne vahelihend redutseeritakse stabiilsemaks sekundaarseks
amiiniks NaCNBH3; poolt, mis reaktsioonikeskkonnas valitseva pH véértuse 6 — 7 juures on
redutseerijana imiinide suhtes aldehiitididega vorreldes selektiivsem [74].

AP-mirgistamise korral to6deldi BC-d vesikeskkonnas 70 ° C juures AP ja
NaCNBHj-ga 10ppkontsentratsioonides vastavalt 3.5 ja 0.3 M. Analoogiliselt AA-le
eraldati AP-maérgistamise korral iilehulgas mérgistamisreagendid tselluloosist filtreerimise
vOi korduvate tsentrifuugimise ja resuspendeerimise etappide kaudu.

AP-mérgistamise  ajasOltuvuse  katse  tulemuste kohaselt kulges BC
derivatiseerimisreaktsioon AP-ga AA-ga vorreldes mérgatavalt aeglasemalt (joonis 1; Lisa
1, joonis 1). BC-I inkorporeerunud AP-mérke kogus saavutas maksimaalse vdirtuse 22 h
jérel, hakates pikemate reaktsiooniaegade korral vdhenema (joonis 3). AP-mérgistamise
pohjal midratud redutseerivate rithmade arv BC-1 4.3 +0.4 umol g oli heas kooskdlas
sama BC preparatsiooni jaoks AA abil leitud redutseerivate rithmade arvuga 4.5 + 0.3
umol g”'. AP-mirke stabiilsuse esialgse mdotmise tulemuste kohaselt vihenes mirke kogus
BC-1 AP-BC valmistamisele jirgneva 12 pédeva jooksul ligikaudu 13 %, mis lubab AP-
mérke poolestusaega BC-1 hinnata 80 pdevale.

Enstitimhiidroliiiisi kdigus vabaneva AP-margistatud tsellobioosi
kvantifitseerimiseks siinteesiti lisaks vastav AP-CB konjugaat. AP-CB eraldamine ja
fluorestsentsparameetrite maidramine toimus sarnaselt AA-CB-le. AP-CB fluorestsentsi
maksimum pH 5.0 juures esines lainepikkuste kombinatsioonil 310/390 nm. Erinevalt AA-
CB-st oli AP-CB korral tidheldatav tema fluorestsentsi soltuvus pH-st, kusjuures pH
vahemikus 5 — 12 kahanes AP-CB fluorestsents 2 korda (andmed pole nédidatud).
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Joonis 3. BC AP-ga derivatiseerimise ajaséltuvus. BC-d (10 g/L) inkubeeriti AP-ga (3.5 M)
vesikeskkonnas NaCNBH; (0.3 M) juuresolekul 70 ° C juures. BC-le inkorporeerunud AP-mirke

kogus viljendati pmol g (tselluloos). Iga ajapunkt on esitatud kolme korduskatse keskmisena.

3.2.2. T.reesal tsellobiohiidrolaas Cel7A protsessiivsus erineva DP-ga tselluloosidel

Kuna kéesolevas t60s kasutatud tsellulooside poliimerisatsiooniaste varieerub laias
vahemikus, on voOimalik, et Cel7A protsessiivsus on monede substraatide korral
poliimerisatsiooniastme poolt limiteeritud ning vdib  poliimerisatsiooniastme tdustes
kasvada kuni ensiiiimi tdelise protsessiivsuse védrtuse saavutamiseni. Mainitud oletuse
kontrollimiseks inkubeeriti erineva DP-ga AA-maérgistatud tselluloose Cel7A ja Cel7A
kataliiiitilise domééniga kiillastavale 1ihedasel substraadi kontsentratsioonil ajavahemikus 4
— 10 min ning méairati igas ajapunktis vabanenud tsellobioosi ja AA-CB otsmairke
kontsentratsioon. Nimetatud ajavahemikus ei iiletanud korvalekalle lineaarsusest mdlema
reaktsiooniprodukti tekkel 5 % (joonis 4). Ensiiiimi protsessiivsus arvutati tsellobioosi ja
AA-CB tekkekiiruste suhtena Vcp/Vaa.ce. Nii intaktse Cel7A kui Cel7A kataliiiitilise
domddni korral oli tdheldatav protsessiivsuse “kiillastuv” soltuvus  substraadi
poliimerisatsiooniastmest (tabel 1). Kdigil t66s kasutatud tselluloosidel langesid Cel7A ja
tema kataliiiitilise domééni protsessiivsused vea piires kokku (tabel 1).

Nii intaktse Cel7A kui Cel7A kataliititilise domééni fluorestsentsmirget vabastav
aktiivsus oli heas korrelatsioonis kasutatud substraadi poliimerisatsiooniastmega,
kahanedes intaktse ensiiiimi korral véirtuselt 0.24 +0.036 min' AA-Avicelil 6 korda
madalamale vidirtusele AA-BC-1 DP-ga 3300 (tabel 2). Tsellobioosi puhul korrelatsioon
Cel7A aktiivsuse ja substraadi poliimerisatsiooniastme vahel puudus, nii intaktse ensiitimi
kui kataliiiitilise domééni aktiivused olid korgeimad AA-BC ja AA-EG-BC hiidroliitisil
(tabel 2).
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AP-BC-1 (DP = 1430) intaktse Cel7A jaoks méératud protsessiivsuse vairtus 69
tsellobioosi iihikut oli samas suurusjirgus ldhedase DP-ga (DP = 1840) AA-BC-1 Cel7A

jaoks médratud protsessiivsusega 89 tsellobioosi iihikut (tabel 1).

Tabel 1. Protsessiivsuse soltuvus DP-st. Cel7A ja Cel7A Kkataliiiitilise domééni protsessiivsus AA-
ja AP-mirgistatud tselluloosidel on arvutatud tsellobioosi ja AA-CB (resp. AP-CB) otsmérke

tekkekiiruste suhtena 10 min ajavahemikus ning véljendatud tsellobioosi iihikutes. p.m. — pole

méératud.
Substraat DP (gliikoosi Protsessiivsus (tsellobioosi iihikut)
ithikut) Cel7A Cel7A core
AA-Avicel 90 =3 104 £2.5 102 1
AA-BMCC 150 +2 18 £5.2 p.m.
AA-EG-BC 350 £12 30 £2.9 28 £ 1.6
AA-EG-BC 630 £ p.m. 34 £4.0 p.m.
Amorfne AA-BC 805 +12 58 £5.6 58 + 13.5
AP-BC 1430 =120 69 p-m.
AA-BC 1840 +30 89 =18 66 £7.8
AA-BC 3300+ 1000 86 +2 84 £73

Tabel 2. Cel7A ja Cel7A Kkataliiiitilise domidni aktiivsus AA- ja AP-mirgistatud
tselluloosidel. Vastavad AA-CB (resp. AP-CB) otsmaérget ja tsellobioosi véljatoovad aktiivsused on
arvutatud kiillastavale ldhedase substraadi kontsentratsiooni (1.0 — 2.0 g/L) juures kummagi

produkti jaoks ajavahemikus 4 — 10 min méaratud kiiruste pohjal. p.m. — pole maaratud

Substraat DP Cel7A Cel7A core
(gliikkoosi Var/Eo Ver/Eg(min®  Vaa/Ey Ver/Eo
{ihikut) (min™) N (min™) (min™)
AA-Avicel 90 £3 0,24+ 0,036 2,5+0,40 0,140,008 1,4£0,10
AA-BMCC 150 £2 0,18 £0,028 3,2+ 0,50 p.m. p-m.
AA-EG-BC 350 £12 0,19 £0,012 5,6 £0,40 0,120,007 3,5£0,40
AA-EG-

BC/ksiilogliikaan 350 £12 0,078 £ 0,007 2,1£0,60 0,04+ 0,002 1,1+0,08

AA-EG-BC 630 £p.m 0,14 + 0,005 5,0£0,74 p-m. p.m.
amorfne AA-BC 805 £12 0,05 £0,001 3,9+ 0,09 0,07£ 0,01 3,9+ 0,01
AP-BC 1430+ 120 0,056 * 0,004 39 p.m. p-m.
AA-BC 1840 =30 0,073 £0,013 6,4+ 1,10 0,071+ 0,008 4,6+ 0,30

AA-BC 3300+1000 0,042 +0,005 3,7£0,40 0,036+ 0,008 3,0+0,40
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Joonis 4. AA-tsellulooside hiidroliiiis Cel7A poolt. AA-Aviceli (m ; 2.0 g/L) ja AA-EG-BC-d
(0;1.0 g/L) inkubeeriti 0.25 uM Cel7A, AA-BC-d (A; 1.0 g/L) 1.0 uM Cel7A-ga 0.05 M NaAc-
puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures. A) AA-CB otsmirke vabanemine. B) tsellobioosi vabanemine. Iga

ajapunkt on esitatud kolme korduskatse keskmisena. CB — tsellobioos.

3.2.3 Cel7A protsessiivsus AA-EG-BC-ksiilogliikaankompleksil

Tselluloosiga komplekseerunud ksiilogliikaani véimaliku moju hindamiseks Cel7A
protsessiivsele toimemehhanismile ja tildaktiivsusele teostati ensiilimkineetika kunstlikult
valmistatud AA-EG-BC ksiilogliikaankompleksil. Vordluseks viidi sama kineetika 1dbi
ksiilogliikaani mittesisaldaval AA-EG-BC-1. Mdlemaid substraate inkubeeriti kiillastavale
lahedase kontsentratsiooni (2.0 g/L) juures 0.25 uM Cel7A ja 0.25 uM Cel7A kataliiiitilise
domaddniga ajavahemikus 5 — 10 min ning méérati reaktsioonisegust eemaldatud proovides
tsellobioosi ja AA-CB kontsentratsioon. Protsessiivsus viljendati antud ajahetkeks
vabanenud tsellobioosi ja otsmirke kontsentratsioonide suhtena. Saadud tulemused néitasid
ksiilogliikaani negatiivset mdju Cel7A protsessiivsusele ensiilimi molema vormi puhul
(joonis 5). Eriti mérgatav oli kstiloglilkaani moju intaktse Cel7A korral, mille jaoks AA-
EG-BC ksiilogliikaankompleksil maddratud protsessiivsuse védrtused — jaid koigis
ajapunktides ligikaudu 40 % voOrra madalamaks vastavatest véirtustest ksiilogliikaani
mittesisaldaval substraadil (joonis 5). Ksiiloglilkkaani toime jdi norgemaks Cel7A
kataltiiitilise doméddni korral, kus AA-EG-BC ksiilogliikkaankompleksil moddetud
protsessiivsus vihenes komplekseerumata AA-EG-BC-ga vorreldes keskmiselt 15 %

(joonis 5). Lisaks protsessiivusele mojutas ksiilogliikaan negatiivselt ka Cel7A iildaktiivust



28

tselluloosil, mida kinnitab intaktse Cel7A ja tema kataliilitilise doméaani tildaktiivsuste 60 —
70 %-line langus vastaval ksiilogliikaankompleksil (tabel 2).

Kontrollkatses, kus ksiilogliikaani inkubeeriti eelnevaga samades tingimustes 0.25
uM Cel7A-ga, ensiitimi vdimalikust ksiilanoliiiitilisest aktiivsusest tingitud redutseerivate

rithmade juurdetekkimist ei tdheldatud (andmed pole ndidatud).
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Joonis 5. Ksiilogliikaani moju Cel7A protsessiivsusele. AA-EG-BC-d (m; 1.0 g/L) ja AA-EG-
BC ksiilogliikkaankompleksi (o; 1.0 g/L) inkubeeriti 0.25 pM Cel7A (A) ja 0.25 uM Cel7A
kataliiiitilise domééniga (B) 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures. Protsessiivsus viljendati
igas ajapunktis vabanenud tsellobioosi ja AA-CB kontsentratsiooni suhtena. Iga ajapunkt on

esitatud kolme korduskatse keskmisena.

3.2.4. Cel7A protsessiivsuse kontsentratsioonisoltuvus AA-BC-1

Maiidramaks tsellobiohiidrolaas Cel7A protsessiivsuse sOltuvust ensiilim-substraat
vahekorrast, inkubeeriti kiillastavale ldhedases kontsentratsioonis (2.0 g/L) AA-BC-d
Cel7A (0.1 — 15 uM) ja Cel7A Kkataliititilise domééniga (0.1 — 1.0 uM) kuni 6 h.
Protsessiivsus viljendati vastavaks ajahetkeks vabanenud tsellobioosi ja AA-mirke
kontsentratsioonide suhtena. Saadud tulemused niitasid nii Cel7A kui Cel7A kataliiiitilise
domddni korral protsessiivsuse madrgatavat kasvu ensiilimi kontsentratsiooni kasvades,
kusjuures erinevatel ensiitimi kontsentratsioonidel méératud protsessiivsused platoostusid
erinevate vadrtuste juures (joonis 6, 7). Protsessiivsuse oodatav kditumine on esitatud
joonisel 8. Erinevalt AA-EG-BC-1 saadud tulemustest toimus AA-BC korral
protsessiivsuse mérgatav kasv reaktsiooni esimese 30 — 40 min jooksul (joonis 6, 7).
Protsessiivsuse platoostumine oli lisaks soltuv E/S suhtest ning oli kiirem madalamatel E/S

vadrtustel (joonis 6, 7). Protsessiivsuse viidrtused ja ajasdltuvus AA-BC-1 olid saransed
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diaminopiiridiiniga (DAP) maérgistatud BC-1 saadud tulemustele (joonis 6).
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Joonis 6. Protsessiivsuse kontsentratsioonisoltuvus Cel7A korral. AA-BC-d (2.0 g/L)
inkubeeriti 0.1 pM (m), 0.25 uM (o), 1.0 uM (+), 5.0 uM (%) ja 15 uM (A) Cel7A-ga 0.05 M
NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures. Protsessiivsus on viljendatud vabanenud tsellobioosi ja AA-
CB kontsentratsiooni suhtena. Sisemisel joonisel Cel7A (0.25 pM) protsessiivsus AA-BC-1 (o; 2.0
g/L) ja diaminopiiridiiniga (DAP) mérgistatud BC-1 (e; 1.0 g/L) 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 °
C juures (DAP-BC; Priit Viljamée, avaldamata tulemused).
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Joonis 7. Protsessiivsuse kontsentratsioonisoltuvus Cel7A kataliiiitilise doméiini korral. AA-
BC-d (2.0 g/L) inkubeeriti 0.1 uM (m), 0.25 uM (O) ja 1.0 uM (A) Cel7A kataliiiitilise doméaniga
0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures. Protsessiivsus on viljendatud vabanenud tsellobioosi

ja AA-CB kontsentratsiooni suhtena.
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Joonis 8. Protsessiivsuse oodatav kontsentratsioonisdltuvus. Protsessiivsus on méératud kolmel
erineval ensiilimi kontsentratsioonil (x < m < A). Protsessiivsuse kasv lithemas ajavahemikus on
tingitud ensiiiimi esimese protsessiivse tsiikli mittelopetatusest, pikemas ajavahemikus substraadi
dratarbimisest. Pidev joon vastab ensiiimi tegelikule protsessiivsusele. Aeg ja protsessiivsus on

esitatud suvalistes Gthikutes.

3.2.5. Cel7A adsorptsiooniisoterm AA-BC-1

T.reesei Cel7A seondumine AA-BC-le toimus 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 °
C juures 40 min jooksul. AA-BC kontsentratsioon (2.0 g/L) hoiti kdigis katse-punktides
konstantne, Cel7A kontsentratsioon varieerus vahemikus 0.1 — 15 pM. Tselluloosile
seondunud Cel7A kogus (umol g') arvutati algselt lisatud ja supernatandist
kvantifitseeritud ensiliiimi kontsentratsioonide vahena. Koigist seondumisproovidest
moddeti lisaks ensiimaatiliselt vabanenud otsméirke AA-CB kogus. Varasemate tulemuste
kohaselt Cel7A hiidroliiiitiline aktiivsus vaadeldud ajavahemikus enstiiimi seondumist BC-
le ei mdjuta (andmed pole esitatud). Kuna seondumisandmete esialgne analiiiis teljestikus
seondunud/mitteseondunud vs. seondunud (nn. Scatchardi teljestik) niitas tulemuste
margatavat korvalekallet lineaarsusest, analiitisiti Cel7A seondumist ldhtudes kahe erineva
afiinsusega seondumiskoha mudelist kahe Langmuiri isotermi summa abil vastavalt
valemile 1. (joonis 9) [75]. Analiiisi tulemusena Cel7A jaoks leitud
dissotsiatsioonikonstantide védartused AA-BC-1 olid 0.05 pM ja 3.5 uM vastavalt kdrgema
ja madalama afiinsusega seondumiskoha suhtes, piirilise adsorptsiooni véértused nimetatud
seondumiskohtades olid vastavalt 0.6 pmol g ja 2.7 pmol g"'. Tulemused, kus analiiiisiti
otsmirke AA-CB vabanemise sdltuvust Cel7A kontsentratsioonist kdrgema afiinsusega
seondumiskohas, korrelatsiooni seondunud ensiitimi hulga ja AA-CB tekkekiiruse vahel ei

ndidanud (joonis 10).
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Joonis 9. Cel7A adsorptsiooniisoterm AA-BC-l. AA-BC-d (2.0 g/L) inkubeeriti 0.05 M NaAc-
puhvris, pH 5.0, 25 ° C juures 40 min Cel7A-ga (0.1 — 15 pM). Tselluloos eemaldati proovidest
tsentrifuugimisega ja  mitteseondunud ensiiim kvantifitseeriti spektrofotomeetriliselt voi
fluoromeetriliselt. Seondunud Cel7A hulk arvutati algselt lisatud ja mitteseondunud ensiiiimi
kontsentratsiooni vahena ning véljendati pmol g (tselluloos). Sisemine joonis kujutab

seondumisandmete analiiiisi teljestikus B/F vs. B, kus B on seondunud (umol g') ja F vaba ensiiiim

(UM).

2500 -
_ 2000 - A
z A
= 1500
) X
2 1000 A
< 500 | f o °
AAAD §
A
0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
B1 (umol/g)

Joonis 10. AA-CB vabanemise soltuvus Cel7A kontsentratsioonist korgema afiinsusega
seostumiskohas. Cel7A kontsentratsioon kdrgema afiinsusega seostumiskohas (B;, pmol g')
arvutati adsorptsiooniisotermist (joonis 9) méédratud parameetrite pdhjal. Seondumiskatses

vabanenud AA-CB méérati paralleelselt mitteseondunud valguga.
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3.2.6. Cel7A endoaktiivsus BC-1 ja CMC-1

T.reesal tsellobiohiidrolaas Cel7A preparatsiooni endoaktiivsuse méadramiseks
inkubeeriti BC-d 30 min jooksul metsiktiilipi Cel7A ja Cel7A mutantidega E212Q ja
D214N. Jargnevalt méérati ensiitimist puhtaks pestud BC-I juurde tekkinud redutseerivate
otste hulk AA-margistamist teel. Kontrollina kasutati enstitimiga mittetoodeldud BC-d, kus
AA-mirgistamine andis redutseerivate rithmade arvuks 5.5 +0.6pumol g'. Vérreldes
kontrolliga kahekordistus redutseerivate otste arv BC-1 30 min eeltodtluse jérel metsiktiiiipi
Cel7A-ga (joonis 11). Cel7A poolt samas ajavahemikus vabastatud tsellobioosi kogus oli
0.5 mM, mis iiletas BC-le lisandunud redutseerivate rithmade arvu 60 kordselt. Kumbki
Cel7A mutantidest metsiktiilipi ensiitimiga vorreldavas koguses redutseerivaid otsi BC-I ei
tekitanud (joonis 11).

Varasemate tulemuste kohaselt, kus BC-d inkubeeriti iilaltooduga samades
tingimustes, kuid tunduvalt madalamas kontsentratsioonis (0.25 puM) Cel7A-ga, jii
kasutatud ensiilimipreparatsioonis sisalduv voimalik endoaktiivsus allapoole AA-
mérgistamismeetodi tundlikkust ning seda tulemust tdlgendati Cel7A endoaktiivsuse
puudumisena (Lisa 1).

Voimaliku endoaktiivsuse esinemist metsiktliiipi Cel7A ja Cel7A mutantide
preparatsioonides kontrolliti lisaks karboksiimetiiiiltselluloosil (CMC) kui tavapirasel
endotsellulaaside substraadil [56]. Odpéevase inkubeerimise jirel 1.0 uM metsiktiiiipi
Cel7A-ga kasvas redutseerivate rithmade arv CMC lahuses algsega vorreldes 30 korda
(joonis 12). Mutantide E212Q ja D214N preparatsiooni CMCaane aktiivsus samades
tingimustes moodustas vastavalt 10 % ja 45 % metsiktiiiibi aktiivsusest (tabel 3).

Lisakontroll endosaastuse méadramiseks metsiktiiiipi Cel7A preparatsioonis teostati

13

BC-1 nn. “substraat-inhibitsiooni tingimustes. Nimetatud tingimustes pohjustab
endokomponendi aktiivsusest tulenev ahelaotste pindkontsentratsiooni tous madalamatel
substraadi kontsentratsioonidel tsellobiohiidrolaasi aktiivsuse maérgatava siinergistliku
kasvu. Korgematel substraadi kontsentratsioonidel (madalam E/S suhe) ahelaotste
pindkontsentratsioon ja sellest tulenevalt tsellobiohiidrolaasi aktiivsus langevad [46]. Laias
tselluloosi kontsentratsiooni vahemikus esineb seetottu substraat-inhibitsioon, mis on
tdheldatav juba 0.5 % endokomponendi korral segus [46]. BC kontsentratsiooni vahemikus
0.03 — 14 g/L 1.0 uM Cel7A-ga teostatud katses jdi ensiitimi aktiivsus 70 % vorra

madalamaks 0.5 % endogliikanaasi Cel5A sisaldava Cel7A preparatsiooni aktiivsusest

sarnastes tingimustes (joonis 13).
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Joonis 11. Cel7A endoaktiivsus BC-1. BC-d (2.0 g/L) inkubeeriti 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0,
25 °C juures metsiktiitipi Cel7A (m; 10 pM) ning Cel7A mutantidega E212Q (o; 10 pM ) ja D214N
(A; 10uM). Redutseerivate rilhmade arv tselluloosil médrati AA-margistamise teel ja véljendati
umol g™ (tselluloos). Metsiktiiiipi Cel7A korral olid kdik punktid kolmes korduses, mutantide korral

thes korduses.
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Joonis 12. Cel7A CMCaasne aktiivsus. 0.9 % (w/v) CMC lahust 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0,
inkubeeriti 25 ° C juures metsiktiiiipi Cel7A (m; 1.0 uM) ning Cel7A mutantidega E212Q (o; 1.0
uM ) ja D214N (A; 1.0uM). Redutseerivate rithmade arv proovides méairati MBTH-meetodil.
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Joonis 13. BC hiidroliiiis Cel7A poolt. BC-d inkubeeriti 0.05 M NaAc-puhvris, pH 5.0, 25 ° C
juures 1.0 uM Cel7A (m; 30 min) ja 1.0 uM Cel7A preparatsiooniga, mis sisaldas 0.005 uM
T.reesai endogliikanaasi Cel5SA (A; 60 min). Tulemused (A) on parit todst [46].

Tabel 3. Cel7A endoaktiivsus BC-1 ja CMC-1

Ensiitim aktiivsus BC-1" aktiivsus CMC-1%
Cel7A (metsiktiiip) 3.9 £2.1 650 £10

Cel7A (E212Q) 0.4 66

Cel7A (D214N) 0.7 360

1- aktiivsus defineeritud BC-le 30 min ensiiiimtdotluse jérel lisandunud ja BC-1
algselt sisaldunud redutseerivate riithmade arvu (umol g') vahena. Mutantide
E212Q ja D214N korral olid ajapunktid iihes korduses ja standarhélvet pole

arvutatud.

i- aktiivsus defineeritud 0.9 % (w/v) CMC lahusesse 60péevase (23 — 28 h)
ensiiimtootluse jarel lisandunud ja lahuses algselt sisaldunud redutseerivate
rithmade arvu (umol 1) vahena. Mutantide E212Q ja D214N korral olid

ajapunktid tihes korduses ja standarhélvet pole arvutatud.
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4. Arutelu

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli vilja tootada kineetiline meetod redutseeriva otsa
spetsiifiliste tsellobiohiidrolaaside protsessiivsuse midramiseks, kusjuures
mudelsubstraatidena kasutati fluorestsentsmérgistatud tselluloose ning ensiilimina
struktuuri  ja kineetika tasemel hidsti iseloomustatud tsellobiohiidrolaasi Cel7A
pehmemaidanikseenest Trichoderma reesei. Teadaolevalt redutseeriva otsa spetsiifilise
eksoensiiiimina on tsellobiohiidrolaas Cel7A sobiv nimetatud meetodi valideerimiseks [41,
62]

Protsessiivsus on oluline tsellobiohiidrolaaside kineetiline parameeter, mis on
eelkdige vajalik tselluloosi kristalliliste osade efektiivseks hiidroliiiisiks siinergistlikus
koostoimes endogliikanaasidega [7]. T.reesel tsellobiohiidrolaasi Cel7A ja mitmete teiste
tsellobiohiidrolaaside jaoks méiratud kristallstruktuurid, mis niitavad pika (kuni 50 A) ja
suletud aktiivtsentri esinemist neis ensiiimides, voimaldavad tsellobiohiidrolaaside, k.a.
Cel7A protsessiivsust struktuuri tasemel hésti pohjendada [21, 42, 76]. Samas ei ole liksnes
struktuuriandmete  pdhjal vdimalik hinnata v3i omavahel vdrrelda erinevate
tsellobiohiidrolaaside  protsessiivsust ega  hinnata  substraadi omaduste nagu
poliimerisatsiooniaste voi kristallilisus moju protsessiivsusele. Selline info on aga oluline
nditeks korgema tselluloliiiitilise aktiivsusega ensiilimide insenergeneetilisel disainimisel
biotehnoloogias.

Redutseerivast otsast fluorestsentsmairgistatud tselluloosse substraadi kasutamine
vOoimaldab redutseeriva otsa spetsiifilise ning rangelt eksoaktiivsust omava
tsellobiohiidrolaasi korral jélgida mitmeastmelise ensiiiimreaktsiooni esimest etappi —
fluorestsentsmérget kandva terminaalse tsellobioosi jadgi vabastamist tselluloosi ahelast.
Protsessiivselt todtava ensiitimi korral jirgneb fluorestsentsmérke vabastamisele poliimeeri
edasine degradatsioon tsellobioosiks, mille teke on jélgitav eraldi fluorestsentsmirkest
(Lisa 1, skeem 3).

Kéesolevas to0s Cel7A korral tiheldatud nn. “aktiivtsentrite tiitrimise” kineetika,
mis esines ainult polliimeersetel substraatidel, on protsessiivse toimemehhanismiga
kooskolas (Lisa 1, joonis 4). Kuna Cel7A protsessiivne liitkumine tselluloosi ahelal
aeglustab ensililimi vabanemist substraadilt ning iihes sellega uue otsmirke vabastamist
ensiilimi poolt, jargib otsmirke teke ajas “aktiivtsentrite tiitrimise” kineetikat (Lisa 1,

skeem 3). Et protsessiivsus avaldub ainult poliimeersetel substraatidel, seletab see
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“aktiivtsentrite tiitrimise” kineetika puudumist madalmolekulaarsete, head lahkuvat riithma
sisaldavate mudelsubstraatide hiidroliitisil Cel7A poolt (Lisa 1, joonis 4) [77].

Ensiiiimi protsessiivsus on otsmérgistatud tselluloosse substraadi kasutamise korral
véljendatav kas reaktsiooniproduktiks olevate otsmirke AA-CB (resp. AP-CB) ja

tsellobioosi (CB) tekkekiiruste suhtena reaktsiooni lineaarses faasis

Ve/Vaa-cs ()
vOi antud ajahetkeks vabanenud produktide kontsentratsioonide suhtena

Ccp/Caac (3)
(Lisa 2).

Et valemis 3 ldheb Caa.cp avaldissse ka otsmérke vabanemisel esinev nn. “hiipe”
(ingl. “burst”), jadb valemi 3 pdhjal arvutatud protsessiivsuse viirtus reeglina madalamaks
valemiga 2 leitud védrtusest (tabel 1, joonis 5).

Kuna tselluloosi ensiitimhiidroliiiisil on reaktsiooniproduktide vabanemine pikemas
ajavahemikus reeglina mittelineaarne [78] ning mittelineaarsus raskendab protsessiivsuse
médramist valemi 2 jargi, moodeti kummagi produkti teket enstiiimreaktsiooni esimese 10
minuti jooksul, mil kdrvalekalle lineaarsusest ei tileta kummagi reaktsiooniprodukti korral
5 % (joonis 4). Protsessiivsuse midramisel on samas oluline, et keskmiselt oleks ensiilim
vaadeldud ajavahemikus sooritanud vdhemalt {ihe protsessiivse tootsiikli. Et varem viélja
pakutud skeemi kohaselt piirab fluorestsentsmérke vabanemist substraadilt Cel7A
protsessessiivne liikkumine mdoodda tselluloosi ahelat, on {iihe protsessiivse tsiikli
sooritamiseks kuluv aeg p0Oordvordeline otsmirke vabanemise kataliiiitilise konstandi
vadrtusega (Lisa 1). Cel7A jaoks erinevatel fluorestsentsmérgistatud tselluloosidel
madratud vastava kataliiiitilise konstandi véaartused (defineeritud kui Vaa.cs/Eo)
kinnitavad, et madalama DP-ga substraatidel on 10 minutit protsessiivse tsiikli
sooritamiseks piisav ajavahemik (tabel 2). Kuna AA-BC-I jéi tsiikli sooritamiseks kuluv
ajavahemik 10 minutist pikemaks, on protsessiivsuse vadrtused nimetatud substraadil
ilmselt alla hinnatud (tabel 2). Madalama DP-ga substraatidel oli erinevates ajapunktides
vabanenud tsellobioosi ja otsmérke kontsentratsiooni suhe Ccp/Caa-cp Vea piires sama, mis
tdiendavalt kinnitab oletust, et madalama DP-ga tsellulooside korral on 10 minutine
ajavahemik tihe protsessiivse tsiikli sooritamiseks piisav (joonis 5).

Leitud protsessiivsuse vidrtused kinnitavad oletusi Cel7A  protsessiivse
toimemehhanismi kohta [9], kuid on samas méirgatavalt suuremad seni avaldatud
vadrtustest (tabel 1) [44, 52]. Erinevuse iiheks pdhjuseks voib olla asjaolu, et lahustuvate

sahhariidide suhtel pdhinev protsessiivsuse mddramine eeldab paaris- ja paaritu
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monomeeride arvuga ahelate 1 : 1 jaotust, mis ei ole aga teada [52]. Lisaks modjutab
gliikoosi ja tsellotrioosi vahekorda tselluloosi ahela tdpsest paigutusest ensiilimi
aktiivtsentris esimese 10ike hetkel, mida eelmainitud meetod ei arvesta [79].

T60s taheldatud Cel7A protsessiivsuse sOltuvus substraadi
pollimerisatsiooniastmest osutab asjaolule, et ensiilimi protsessiivsus vOib madalama
poliimerisatsiooniastmega substraatidel olla limiteeritud tselluloosi pindmistes kihtides
asuvate ahelate keskmise pikkuse poolt. DP kasvades viimane protsessiivsust enam ei
limiteeri ja protsessiivsuse vairtus platoostub ensiiiimi tdelise protsessiivsuse juures (tabel
1).

Kuigi to66s ei joutud silistemaatiliselt uurida otsmirke voimalikku moju
protsessiivsusele, oli Cel7A jaoks AP-BC-1 (DP = 1430) maédratud protsessiivsus 69
tsellobioosi tihikut samas suurusjiargus ldhedase DP-ga AA-BC-1 (DP = 1850) maéiratud
vadrtusega 89 Tthikut (tabel 1). Erinevate otsmirgete sarnast modju kinnitab ka
diaminopiiridiiniga (DAP) mérgistatud BC-1 ja AA-BC-1 méératud Cel7A protsessiivsuste
kokkulangevus (joonis 6).

Antud t66 iiheks olulisemaks tulemuseks on avastus, et nii seondumisdomaééni
(CBD) sisaldav Cel7A tervikensiiim kui temast proteoliiiitilise to6tluse teel saadud
eraldine kataliiiitiline domadan omavad olenemata substraadist vea piires kokkulangevat
protsessiivsust (tabel 1). Kuna CBD suudab kataliiiitilisest domédnist sdltumatult
tselluloosiga seonduda, on pohimdtteliselt voimalikud kaks vastandlikku mehhanismi,
millest mdlema korral CBD olemasolu vdi puudumine avaldaks mdju tervikensiitimi
protsessiivsusele [28, 80]. Esimesel juhul takistaks tugevalt tselluloosi pinnale
adsorbeerunud ja seal aeglaselt difundeeruv CBD kataliiiitilise domiini protsessiivset
litkkumist. Individuaalse, CBD-d mittesisaldava kataliiiitilise dom&éni protsessiivsus peaks
sellisel juhul blokeeriva CBD puudumise tdttu mirgatavalt iiletama tervikensiiiimi oma.
Samas voib CBD tugev seondumine ja aeglane pinnadiffusioon ka takistada tselluloosi
ahelalt dissotsieerumist Cel7A aktiivtsentrist. Sellise mehhanismi kohaselt peaks
kataltiiitilise domiddni protsessiivsus intaktse ensiilimiga vdrreldes hoopis langema.
Piisavalt kiire pinnadifusiooni korral seevastu CBD blokeeriv voi n.6. “kinnihoidev” toime
kataliiiitilise domééni liikumisele puudub ja molemad ensiilimi vormid omavad {ihesugust
protsessiivsust. Antud t60s intaktse Cel7A ja Kkataliilitilise doméddni jaoks maddratud
protsessiivsuste kokkulangevus seega toetab varasemaid oletusi CBD kiire pinnadiffusiooni
ja poorduva seondumise kohta tselluloosil [80, 81]. Niiteks Cellulomonas fimi

cksogliikanaasi Cex seondumisdomddni jaoks Valonia tselluloosil maératud
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pinnadifusiooni erikiirus 3-10"" cm” s ja sellele vastav iihe tsellobioosi jidgi pikkuse
vahemaa 1.04 nm libimiseks kuluv aeg 10™ s on kolme suurusjirgu vdrra madalam
kdesolevas t00s AA-tselluloosidel mdddetud iihe tsellobioosi vabastamiseks kuluvast ajast
(tabel 2), mistottu sellise liikkuvusega CBD ei piiraks Cel7A protsessiivset
toimemehhanismi [81]. Ilmselt on T.reesei Cel7A evolutsiooni kidigus saavutatud
tingimused, kus CBD seondumine substraadiga on {ihelt poolt piisavalt tugev, et ensiiim
puisiks hiidroliitisi kdigus tselluloosi pinnal, samas aga jidb CBD pinnadifusioon piisavalt
kiireks, et mitte takistada tervikensiilimi protsessiivset litkumist [80]. Selline olukord vdib
olla saavutatud ldbi arvukate interaktsioonide CBD ja tselluloosi vahel, kusjuures iikski
interaktsioon eraldivoetuna ei ole tugev [82].

Kéesolevas t60s kasutati valdavalt bakteriaalsel tselluloosil pohinevaid
lisakomponentidest vabu substraate. Taimset péritolu tselluloos (nn. lignotselluloos)
seevastu sisaldab ligniini ja hemitselluloosi kujul tsellulaaside jaoks mittehiidroliiiisitavaid
poliimeerseid komponente, mis voivad ensiilimide toimet blokeerida [83]. Tselluloosi
pinnal olevate takistuste pérssivat mdju tsellobiohiidrolaaside aktiivsusele on peetud iiheks
lignotselluloosi hiidroliilisi piiravaks teguriks ning nende takistuste eemaldamist teiste
ensliimide (endogliikanaaside) poolt voimalikuks endo-ekso siinergismi mehhanismiks
[84]. Kiesolevas to0s piiliti selliste poliimeersete komponentide moju Cel7A
protsessiivsusele hinnata ksiilogliikkaani nditel kunstlikult valmistatud tselluloos-
ksiilogliikaan kompleksil [70]. Tulemused, kus intaktse Cel7A protsessiivsus AA-EG-BC-
kstilogliikaan ~ kompleksil jdii 40 %  vOrra madalamaks  protsessiivsusest
mittekomplekseeritud substraadil, toetavad hiipoteesi tselluloosiga seondunud poliimeersete
komponentide steeriliselt takistavast mojust Cel7A protsessiivsele toimemehhanismile
(joonis 5) [84]. Ksiilogliikaani pérssiv moju tselluloosi ensiliiimhiidroliiiisile ilmnes Cel7A
ja tema kataliiiitilise domaéni tildaktiivsuse 70 %-lises languses AA-EG-BC-ksiilogliikaan
kompleksil (tabel 2).

Protsessiivsuse oodatav kéitumine ajas peaks olema kolmefaasiline : 1)
protsessiivsuse kasv esimese tsiikli 1dbimiseks kuluvas ajavahemikus, ii) platoostumine
enslitimi toelise protsessiivsuse vddrtuse juures peale esimeste tsiiklite 14bimist ning iii)
kasv pikemate ajavahemike korral tulenevalt otsmérke dratarbimisest ensiilimi poolt.
(joonis 8). Esimese etapi kestuse mddrab protsessiivse tsiikli ldbimiseks kuluva aeg, mis ei
sOltu ensiilimi ega substraadi kontsentratsioonist (Lisa 2). Vastupidiselt sellele oli AA-
BC-1 intaktse Cel7A ja kataliititilise doméédni korral tdheldatav protsessiivsuse mérgatav

sOltuvus ensiilimi  kontsentratsioonist, seejuures platoostusid erinevate ensiilimi
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kontsentratsioonide juures méératud protsessiivsused erinevatele védrtustele (joonis 6, 7).
Niiteks Cel7A puhul oli erinevus protsessiivsuse védrtustes kuni kolmekordne juba
esimese 20 minuti jooksul, mis hinnanguliselt kulub iihe protsessiivse tsiikli sooritamiseks
AA-BC-I (tabel 2, joonis 6). Uheks seletuseks protsessiivsuse kasvule on AA-otsmirke
dratarbimine korgemal ensiiimi kontsentratsioonil koos sellest tuleneva otsmérke
tekkekiiruse langusega. See ei seleta siiski protsessiivsuse mérgatavat soltuvust ensiitimi
kontsentratsioonist esimese protsessiivse tsiikli sooritamiseks kuluvas ajavahemikus (joonis
6, 7). Nimetatud ajavahemikus ei ole ensiitim tselluloosi ahelalt vabanenud ega saa seetdttu
alustada uut tsiiklit mérget mittesisaldavast otsast.

Saadud tulemused osutavad voimalusele, et lisaks redutseeriva otsa spetsiifilisele
eksoaktiivsusele omab Cel7A teisi toimemehhanisme, mille puhul ei vabane otsmérge, kiill
aga tsellobioos. Sellisteks otsmérget mittevabastavateks toimemehhanismideks vdivad olla
endoaktiivsus ja mitteredutseeriva otsa spetsiifiline eksoaktiivsus. Voimalikku sisemist
endoaktiivsust on Cel7A puhul varem vilja pakutud [34, 35]. Protsessiivsuse
kontsentratsioonisdltuvus on seletatav juhul, kui substraat sisaldab ensiilimi suhtes erineva
afiinsusega seostumiskohti, kusjuures lisatoimemehhanismid avalduvad madala afiinsusega
seostumiskohas, otsmédrget aga vabastab ensiilim kdrge afiinsusega seostumiskohas. Cel7A
suhtes erineva afiinsusega seostumiskohtade esinemist tselluloosil on nédidatud mitmetes
varasemates toodes [52, 75].

Ensiiimi seondumine kahte erineva afiinsusega seostumiskohta sisaldaval
substraadil on tsellulaaside puhul hésti kirjeldatav kahe Langmuiri isotermi summa abil
vastavalt valemile 1 [75]. Analiiiis valemi 1 jdrgi nditab, et ensiilim/substraat suhte
kasvades kiillastatakse  esmalt korge afiinsusega seondumiskohad, ensiiiimi
kontsentratsiooni kasvades tduseb aga ka madala afiinsusega kohtadesse seondunud
enslitimi osakaal. Véga madala ensiilim/substraat suhte korral on ensiiiimi osakaal korgema
ja madalama afiinsusega seondumiskohtades maiédratud vastavate jaotuskoefitsientide
Kpi=A1/Kai ja Ky = Ay/Kgo  suhtega K, i/Kp. Seetdttu  esineb seondumine madalama
afiinsusega kohta ja seal avalduv lisatoimemehhanism mingis ulatuses ka lopmatult
madalal enstitimi kontsentratsioonil.

Kuigi Cel7A adsorptsiooniisoterm nditas kahe erineva afiinsusega seondumiskoha
esinemist AA-BC-1, puudus saadud tulemuste kohaselt korrelatsioon otsmérke vabanemise
ja korgema afiinsusega seondumiskohas oleva ensiiiimi hulga vahel (joonis 9, 10). Et
tsellulaaside puhul esinevad komplitseerivate teguritena mitteproduktiivne seondumine ja

ensliimimolekulide omavaheline modju  korgema  pinnatdituvuse korral, jdtab
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adsorptsiooniisotermist saadud negatiivne tulemus Cel7A lisatoimemehhanismide
kiisimuse lahtiseks [34, 85].

Kuna iiheks lisatoimemehhanismiks v3ib Cel7A puhul olla endoaktiivsus, méairati
BC-l peale eeltootlust Cel7A-ga juurde tekkinud redutseerivate riihmade arv.
Redutseerivate otste arvu kasv ensiiimtootluse jirel kinnitaks endoaktiivsust Cel7A
preparatsioonis. Kuigi Lisas 1 toodud tulemuste kohaselt Cel7A BC-1 endoaktiivsust ei
oma, vOis endoaktiivsus nimetatud katses tulenevalt Cel7A madalast kontsentratsioonist
(0.25 uM) jddda allapoole kasutatud AA-mérgistamismeetodi tundlikkust (Lisa 1).

Redutseerivate otste arvu kahekordistumise BC-1 30 min eeltdotluse jarel 10 uM
Cel7A-ga kinnitab endoaktiivsuse olemasolu Cel7A preparatsioonides (joonis 11).
Vaadeldud endoaktiivsus voib pohimotteliselt olla tingitud : 1) tselluloosi kristalli alumistes
kihtides asuvate ahelaotste paljastumisest pinnakihi osalise hiidroliiiisi tagajdrjel Cel7A
poolt, ii) Cel7A endotoimemehhanismist voi iii) Cel7A preparatsiooni saastusest
endogliikanaasiga. Kuigi pinnaerosiooni ja sellega kaasnevat alumiste tselluloosi kihtide
paljastumist on varem vilja pakutud, ei seleta see mehhanism redutseerivate otste arvu
kahekordistumist BC-1, sest tselluloosi sisemuses paiknevate ahelaotste hulk moodustab
ainult védikese osa algselt pinnal olevatest otstest [15]. Lisaks peaks redutseerivate otste arv
tselluloosi pinnakihi tdieliku hiidroliilisi jdrel langema esialgse vO1 isegi madalama
véadrtuseni, kuna ahelate DP kristalli alumistes kihtides on tdendoliselt korgem DP-st
kristalli pinnal [15]. BC 30 min ensiilimto6tluse jirel vabanenud tsellobioosi kogus 0.5
mM vastab ligikaudu tselluloosi ahelate arvule pinnakihis (eeldades ahelate arvuks
mikrofibrillis 12 x 18 iihikut) [86]. Et redutseerivate rithmade arv BC-1 sama aja jooksul
kasvas, radgib see tdiendavalt vastu oletusele i.

BC eeltodtluse katse tulemused iiksinda ei vdoimalda eristada mehhanisme ii ja iii,
s.t. otsustada, kas endoaktiivsus on seletatav kui Cel7A lisatoimemehhanism voi on
tegemist saastusega endogliikanaasi poolt, sest voimalikku endokontaminatsiooni on peetud
arvestatavaks  probleemiks = ka  mitmekordse  puhastamisprotseduuri  ldbinud
tsellobiohiidrolaaside puhul [87]. Endosaastuse hindamiseks viidi BC eeltodtluse katse
lisaks 14dbi T.reesei Cel7A mutantidega E212Q ja D214N, mis on puhastatud metsiktiiiipi
enslilimiga sarnase skeemi jargi [20, 54]. Mainitud mutantides on kataliititiliselt olulised
aminohappejddgid Glu212 vdi Asp214 asendatud vastavate amiididega, mille tottu mutandi
aktiivsus kristallilise tselluloosi hiidroliiiisil kas sisuliselt puudub (E212Q) v&i on
metsikiitipi  Cel7A-ga vorreldes madalam (D214N) [20]. Metsiktiitipi Cel7A

preparatsiooniga vorreldav endoaktiivsus peaks osutama, et Cel7A puhastmisel kasutatud
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metoodika ei vOoimalda endosaastusest tdielikult vabaneda ja toetaks oletust iii. Saadud
tulemuste kohaselt jdi E212Q ja D214N endoaktiivsus BC-1 metsiktiiiipi Cel7A-ga
vorreldes vastavalt 90 % ja 82 % madalamaks (tabel 3, joonis 11). See osutab, et sarnase
metoodika abil puhastatud ensiliimpreparatsioonide korral ei ole kogu vaadeldav
endoaktiivsus seletatav saastusega endogliikanaasi(de) poolt. BC-ga sarnane olukord esines
E212Q puhul ka CMC hiidroliiiisil, kus mutandi CMCaasne aktiivsus moodustas 10 %
metsiktiiiipi Cel7A omast (tabel 3, joonis 12). D214N suhteliselt kdrge CMCaasne
aktiivsus (45 % metsiktiilibi omast) on kooskdlas tema méirgatava jddkaktiivusega
kristallilisel tselluloosil ja madalmolekulaarsetel substraatidel (tabel 3, joonis 12) [20].

Endo-ekso silinergismiga kaasneva substraat-inhibitsiooni puudumine BC
hiidroliitisil metsiktiitipi Cel7A-ga kinnitab samuti mérgatava endosaastuse puudumist
(joonis 13) [46]. Kuna juba 0.5 % endogliikanaasi lisand pdhjustab antud tingimustes
Cel7A korral mairgatava korvalekalde tavapdrasest kiillastuskineetikast, on selline
katsesiisteem {iks tundlikumaid endosaastuse detekteerimise voimalusi [46].

Kokkuvotvalt voib delda, et kuigi fluorstsentsmérgistatud tselluloosidel pdhinev
meetod voimaldab tundlikult méérata redutseerivast otsast toimuvate kataliilisiaktide arvu
paralleelselt tsellobioosi vabastava iildaktiivsusega, on meetodi rakendatavus piiratud
rangelt redutseeriva otsa spetsiifiliste tsellobiohiidrolaasidega. Meetodi edasiarendusena
tuleks kasutada substraate, mis vOimaldaksid redutseerivast otsast toimuva hiidroliiiisi
selektiivset blokeerimist. Blokeeritud ja blokeerimata redutseeriva otsaga substraatidel
saadud tulemuste korvutamine vodimaldaks hinnata redutseeriva otsa spetsiifilistest
erinevate toimemehhanismide osakaalu Cel7A ja teiste tsellobiohiidrolaaside korral. Uheks
selliseks mudelsubstraadiks voiks olla diaminopiiridiini (DAP) voi diaminoakridiiniga
(DAMAC) derivatiseeritud tselluloos, kus maérke vabaks jddv aminoriihm vdimaldab

mitmesuguste, voimaluse korral mahukate, asendajate sisseviimist.
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Kokkuvote

Kéesolevas t00s tootati vélja kineetiline meetod redutseeriva otsa spetsiifiliste
tsellobiohiidrolaaside protsessiivsuse méédramiseks ning iseloomustati kvantitatiivselt
T.reesei  tsellobiohiidrolaas  Cel7A  protsessiivsust  erinevatel  tselluloosidel.
Mudelsubstraadina kasutati redutseerivast otsast antraniilhappe ja aminopliridiiniga
fluorestsentsmargistatud tselluloose. Toos ilmnes tsellobiohlidrolaas Cel7A ja tema
kataliiiitilise domidni protsessiivsuste soltuvus tselluloosi poliimerisatsiooniastmest iihes
platoostumisega kdrgema DP-ga substraatide korral. Uheks olulisemaks tulemuseks oli
avastus, et Cel7A koosseisu kuuluv seondumisdomiin ei mojuta ensiilimi protsessiivsust
lisakomponentidest vabal tselluloosil. See kinnitab kaudselt varasemaid andmeid
seondumisdomééni kiire pinnadiffusiooni kohta tselluloosil. Katsetes kstilogliikkaaniga
komplekseeritud  tselluloosil ~ ilmnes  tselluloosiga  seondunud  poliimeersete
lisakomponentide negatiivne moju nii Cel7A protsessiivsusele kui iildaktiivsusele. To0s
tuli vilja ka Cel7A vodimalike lisatoimemehhanismide olemasolu tselluloosil. Saadud
tulemused lubavad koige tdoendolisema lisatoimemehhanismina védlja pakkuda
endoaktiivsuse, mille esinemist on ndidatud ka monedes varasemates toodes.
Lisatoimemehhanismide esinemine Cel7A korral piirab t66s vilja tootatud protsessiivsuse

madramise metoodika rakendamist.
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Summary

A kinetic method for the quantification of the processivity of reducing end acting
cellobiohydrolases was developed and used to quantitatively estimate the processivity of
T.reesal cellobiohydrolase Cel7A on different cellulosic substrates. The method involves
the use of reducing end fluorescence labelled celluloses as model substrates. The
processivity of Cel7A and its separate catalytic domain showed a marked dependence on
the substrate degree of polymerisation (DP) with a levelling off at higher DP celluloses.
One of the most important results was the finding that the processivity of Cel7A is not
affected by the presence/absence of the binding domain on noncomposite cellulosic
substrates. This result indirectly supports earlier information about the sufficiently rapid
lateral diffusion rates of the binding domain and the reversibility of its binding on cellulose.
In experiments where cellulose/xyloglucan composites were used as substrates for Cel7A, a
notable negative impact of xyloglucan on both the processivity and activity of the enzyme
was detected. The experiments also revealed the concentration dependence of the
processivity. The concentration dependence is in accordance with the existence of
additional modes of action of Cel7A besides strict reducing end specific exoactivity. In the
results indicate that an intrinsic endoactivity of Cel7A might be the most probable
additional mode of action. The additional modes of action can be further investigated on
substrates where reducing ends are blocked with bulky substituents and reducing end

specific exoactivity of a cellobiohydrolase can not occur.
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Lisa 2.

Kineetiline skeem tsellobiohiidrolaasi protsessiivsuse kohta otsmérgistatud
tselluloosil

Otsmérke ja tsellobioosi jérjestikune vabanemine tselluloosi protsessiivsel

hiidroliitisil mérgistatud otsa spetsiifilise tsellobiohiidrolaasi poolt on kirjeldatav jérgneva

reaktsiooniskeemiga :
I 11 I
kS ky ks
E+S =——= ES —> EX —> E+nP, (1)
k. l

Py
kus k;S ja k _; on vastvalt 1. ensiilim-substraat kompleksi (nn. Michaelise kompleksi)
moodustumise ja dissotsiatsioonireaktsiooni 1. jirku kiiruskonstandid, k, ja ks 1. jérku
kiiruskonstandid produktide P;(otsmérge) ja P, (tsellobioos) tekkele viiva reaktsiooni
jaoks. Etapp III votab kokku koik P, tekkele viivad n alaetappi. P, ja P, tekkekiiruste
avaldised on jirgnevad :

dR,

Ve =" =k, [ES] )
Ve, =52 =ik, ffEX] G)

Massibilanss ensiitimi jaoks on :
Eo = [E] + [ES] + [EX]

Statsionaarse faasi eeldusel saame jargneva vorrandisiisteemi ES ja EX jaoks :

%: k,SOE] - (k_, +k,)JES| =0 (4)
A ey -k =0 ®)

Lihtudes massibilansist ja eeldades S konstantsust (S >> E;), on modlema kompleksi

kontsentratsioon vorrandite 4 ja 5 pohjal avaldatav jargmiselt :
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Ky
k, +K,
(6)
K, d(—l +k,
k, +k; K

(E, [S

[ES|=
S+

K,
K, +Kk,
(7)
K, d(—l +k,
K +k Kk

(E, (5

[Ex] =
S+

Pannes saadud [ES] ja [EX] avaldised vorranditesse 2 ja 3, saame produktide P, ja P,
tekkekiirused :

kkﬁ 'E, 5
V,, = 23 (8)
", ko otk
k2 + k3 kl
kkf;( 'E, S
Vp, =nE—2 ©)
S+ k3 d<—l + k2
k2 + k3 kl
Kiiruste suhe
Vﬁ =n (10)
VPI

annab ithe P; molekuli kohta vabanenud P, molekulide arvu ehk ensiiiimi protsessiivsuse
statsionaarses faasis. Saadud suhe ei soltu ensiiiimi ega substraadi kontsentratsioonist.

Tahistades vorrandi 6 ja 7 parema poole vastavalt a ja B, voib kiiruste avaldised 2 ja 3

kirjutada jargnevalt :
ﬁ =q [ﬂ(z
dt
dp,
—= = [fInk
dt Atk

Integreerides saadud avaldisi produktide vahemikus m kuni P; (esimene produkt) ja 0 kuni

P, (teine produkt) ajavahemikus O kuni t, saame ajahetkeks t tekkinud produktide

kontsentratsiooniks :
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P=alk, +m

P, = fhk, [
kus 7 on P, tekkel esinev nn. “hiipe” (ingl. “burst”) (Lisa 1). Kui P, >> &, kehtib ligikaudne
vordus

P =alk,

ja produktide P, ning P, suhe on :

&:n ]L[kf‘
R a ik,

Kuna vorrandite 6 ja 7 pohjal

a_k
gk
saame
PZ
oy 11
s (11)

Seega tingimusel P; >> 7 on ensiilimi protsessiivsus arvutatav ka antud ajahetkeks
vabanenud produktide kontsentratsiooni suhtena.

Kasutades téhistusi Vp; = Vaa.ce , V2 = Ves, P1 = AA-CB (resp. AP-CB) ja P, = CB on
protsessiivsuse avaldis vastavalt vorranditele 10 ja 11 jérgnev :

Ve _ CB
Vi AA_CB

n=
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