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Infoleht

Trichoderma reesei tselluloosaktiivse liiiitilise poliisahhariid monooksiigenaasi 7rAA9A

korvalreaktsioonide iseloomustamine 2,6-dimetoksii hiidrokinoonil

2010-2011. aastal avastatud liiitilised poliisahhariidi monooksiigenaasid (LPMO-d) on
redoksensiitimid, mis on voimelised lagundama kristallilist tselluloosi ja looma juurdepdisu
teistele fermentidele. Selline vdime teeb LPMO-dest votmekomponendi tédstustehnoloogia
arengus. Taimne biomass on kdige rikkalikum taastuv bioressurss Maal ja l4dhiaastatel isegi saaks
asendada naftat. Hiljuti tehtud avastus, et tegu vdib-olla peroksiigenaasidega tostis jille huvi ja
vajadust LPMO-de uurimiseks, seega efektiivsete to6tlemis mehhanismide viljatootamine on
peamine eesmark. Selles t60s iseloomustati tselluloosaktiivse LPMO TrAA9A peroksiidaasset

korvalreaktsioonide aktiivsust 2,6-dimetoksii hiidrokinoonil (DMHQ) substraadil.

Mirksonad: Vesinikperoksiid, liiitiline poliisahhariidi monooksiligenaas, Trichoderma reesei,

tselluloosaktiivne, kineetika
CERCS: P310; Proteiinid, enstimoloogia

Characterization of Trichoderma reesei cellulose-active lytic polysaccharide monooxygenase

TrAA9A side reactions on 2,6-dimethoxy hydroquinone

The lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) discovered in 2010-2011 are redox enzymes
that can degrade crystalline cellulose, providing access to other enzymes and making LPMOs a
key component in industrial technology development. Plant biomass is the richest renewable bio-
resource on Earth and could even replace petroleum in the coming years. The recent discovery
supposing that LPMOs are peroxygenases have again increased the interest and need to study
LPMOs, so the development of efficient processing mechanisms is the main goal. This work
describes the peroxidase side reactions of the cellulose active LPMO TrAA9A on the substrate

2,6-dimethoxy hydroquinone (DMHQ).

Keywords: Hydrogen peroxide, lytic polysaccharide monooxygenase, Trichoderma reesei,

cellulose-active, kinetics
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Kasutatud liithendid

LPMO - liiiitiline poliisahhariidi monooksiigenaas
DMHQ - 2,6-dimetoksii hiidrokinoonil
DMQ - 2,6-dimetoksiikinoon

T. reesei— Trichoderma reesei
TrAA9A — seenest Trichoderma reesei parinev LPMO
CB - tsellobioos

CBH - tsellobiohiidrolaas

GH - gliikosiidhiidrolaasid

GT - gliikosiiiiltransferaasid

PL — poliisahhariidliiaasid

CE - stisivesikute esteraasid

AA — abistavad ensiitimid

EG — endogliikanaasid

NaAc — naatriumatsetaat

AscA — askorbiinhape

Tris-HCI — Tris-vesinikkloriidi puhver
Vmax — maksimaalne kiirus

V(i — reaktsiooni algkiirus

P — ndiline parameeter

keat— kataliititiline konstant

Kwm — Michaelis-Menteni konstant

k) — inaktivatsiooni kiirus konstant
pa — inaktivatsiooni tdendosus

t1 — pooleluiga
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SISSEJUHATUS

Esimese pdlvkonna vedelate biokiituste tootmise mehhanism toidukultuuridest on hésti teada, kuid
kuna tegu on laialdaselt kasutatava ldhtematerjaliga, tekkis vajadus uute tootmismeetodite vélja
tootamiseks. Sellest tulenevalt otsustati podrata suuremat rohku odavamatele ja
kittesaadavamatele ldhtematreljalidele. Lignotselluloos sai iiheks biomatrejalidest, mida
kasutatakse teise polvkonna biokiituse tootmisel. Viimasel ajal on dnnestunud lahendada mdned
moned tehnilised ja majanduslikud viljakutsed, kuid siiamaani on teise pdlvkonna biokiituste

tootmisel suured piiravad faktorid, mis ei luba selle meetodi kasutusele votmist (Sims et al., 2010).

Peamine probleem biomassi ensiimaatilisel lagundamisel on selle korge hind, tulenev sellest, et
nditeks vorreldes tirklise hiidroliiiisiga on samavéirse koguse etanooli tootmiseks vaja 40—100
korda rohkem ensiitimi kogust (Merino ja Cherry, 2007). Sellel pdhjusel on sobiliku enstitimide
segu viljatdotamine oluline, et tagada sdéstlik ja efektiivne lagundamisprotsessi (Wood ja Garcia-

Campayo, 1990).

Teiseks piiravaks faktoriks on see, et lignotselluloosi on raske lagundada (Himmel et al., 2007).
Hiljuti leiti spetsiifiliste ensiilimide klass, mis on vdimelised oksiideerima poliisahhariide. See
klass sai nimeks liiitilised poliisahhariidi monooksiigenaasid (LPMO) ja on ensiimaatilisel
biomassi lagundamisel votmekomponendid (Kuusk ez al., 2018). 2017. aastal avastati, et tegu voib
olla pereksiigenaasidega. LPMO-d omavad suurt potentsiaali ning tdhtis on nende
toimemehhanismi ja kineetikat tdpsemalt uurida. Koige paremini iseloomustatud LPMO on

seenest Trichoderma reesei eraldatud TrAA9A (Gupta et al., 2016).

Selle t66 eesmirk on iseloomustada Trichoderma reesei tselluloosaktiivse LPMO TrAA9A
korvalreaktioonide kineetikat, kasutades korvalreaktsioonide aktiivsuse méidramiseks 2,6-

dimetoksii hiidrokinoon (DMHQ) substraati ja produkti tekke modtmiseks erinevaid meetodeid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Tselluloos

Tselluloos on iiks levinumaid biomaterjale Maal. Ulemaailmne aastatoodang on umbes 1,5x10'?
tonni ja seetdttu on see viga oluline ja jatkusuutlik biomaterjal (Rosenau et al., 2018). Tavaliselt
stinteesivad tselluloosi taimed, kuid ka mdned bakterid on voimelised seda tegema (Ross ef al.,
1991). Taimede rakukesta peamisteks koostisosadeks on tselluloos, hemitselluloosid ja ligniin.
Tselluloosi koos hemitsellulooside ja ligniiniga nimetatakse lignotselluloosiks (Joonis 1)

(Hendriks ja Zeeman, 2009).

Tselluloos on gliikoosi homopoliimeer ja selle monomeerid on seotud omavahel B-(1,4)
gliikosiidsete sidemetega (Joonis 1) (Ross et al., 1991). Tselluloosi ahelad interakteeruvad
omavahel moodustades kristallilisi struktuure. Tselluloosi ahelad on paigutatud teineteise suhtes
paralleelselt ja on korraldatud lehtedena. Ahelad interakteeruvad omavahel vesiniksidemete
vahendusel, samas kui lehtede vaheline side on stabiliseerunud nii Van der Waalsi
dispersioonijoudude kui ka ndrkade vesiniksidemetega (Chami Khazraji ja Robert, 2013).

Tselluloosi ahel omab mitteredutseerivat ja redutseerivat otsa (McDonald et al., 2012).

Tanapideval on teada neli tselluloosi kristallilist vormi (I, II, IIT ja IV), kus tselluloos I on koige
mittestabiilse vorm ja Il vorm on kdige stabiilsem (Klemm et al., 2005). Tselluloosi kristallilist
vormi ja fiilisikalisi omadusi vdivad mojutada erinevad faktorid nagu ahelate vahelised
interaktsioonid, ahelate iiksteise vaheline kaugus ja arv (Hill Jr et al., 2014). Looduslik tselluloos
I esineb iiheahelalises Ia ja kaheahelalises If vormis. Tselluloosi o saadakse peamiselt vetikatest
jatselluloosi I peamiselt taimedest ja mantelloomadest. Tselluloosi I edasise toGtlemisel saadakse

vorme II, III ja IV (Zugenmaier, 2008).
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Joonis 1. Lignotselluloosse biomassi molekulaarstruktuuri graafiline kirjeldus. Joonisel on niha tselluloosi,
hemitselluloosi ja ligniini paigutus taime rakukests. Tselluloosi mikrofibrillid on pakitud makrofibrillideks.
Mikrofibrillid koosnevad tselluloosiahelatest, mis on omavahel seotud van der Waalsi joudude ja vesiniksidemetega.
Tselluloosi ahel koosneb korduvatest iihikutest ehk (gliikkoosi dimeer) (Brown Jr, 1996). Tselluloosi ahelal on iiks
redutseeriv ja iiks mitteredutseeriv ots, ning iga glitkoosi monomeer on teise suhtes 180° pédratud (McDonald ef al.,
2012). Joonis on kokkupandud erinevatest joonistest: lignotselluloosi joonis on voetud C. E Wyman (2009) t66st,
mikrofibrillide ja makrofibrilli struktuur on voetud D. Kumar (2013) t66st, tselluloosiahela struktuuri skeem on voetud
R. Velleste (2010) toost.

Tanu kristallilisele struktuurile on tselluloos tugev, kiuline ja vees lahustumatu poliisahhariid, mis
mingib olulist rolli taimeraku seinte ehituses ja teeb temast suurepéraste mehaaniliste omadustega
biomaterjali (Brigham, 2018). Modifitseerimata tselluloosi kasutatakse suures osas paberi, papi ja
kiudude valmistamiseks. Tselluloosil on suur potentsiaal uute toodete arendamises, mis pdhinevad

selle biomaterjali erinevate mehhanismide kaudu modifitseerimisel (Rosenau et al., 2018).
1.2. Tselluloosi ensiimaatiline lagundamine

Looduses vahendavad tselluloosi lagundamist peamiselt mikroorganismid, bakterid ja seened
(Wood ja Garcia-Campayo, 1990). Lignotselluloosi biomassi lagundamiseks moeldud ensiitimid
saadakse peamiselt seentest, kuna nemad on voimelised sekreteerima ensiiiime korge

tootlikkusega. Uks levinumatest nendest on pehmemidanikseen Trichoderma reesei (Metino ja

Cherry, 2007).

CAZy andmebaasist saadud informatsiooni jargi, enslilime, mis lagundavad, modifitseerivad voi

stinteesivad gliikosiidseid sidemeid, jagatakse 5 klassi:

e (liikosiidhiidrolaasid (GH) — gliikosiidsete sidemete hiidroliiiis ja/voi timberkorraldamine
o Gliikosiitiltransferaasid (GT) — gliikosiidsete sidemete moodustumine
e Poliisahhariidliiaasid (PL) — gliikosiidsete sidemete mittehiidroliiiitiline 1dhustamine

o Siisivesikute esteraasid (CE) — siisivesikute estrite hiidroliiiis



e Abistavad ensiiiimid (AA) — redoksensiiiimid, mis toimivad koos teiste iilalpool toodud

ensiilimide klassidega

Edaspidises iilevaates kisitletakse GH-sid ja AA-sid. ,,Auxiliary Activities* voi ,,abiensiiiimid*
(AA) on laialt levinud redoksenstiiimide klass, mis on seotud taime rakuseina lagundamisega. Selle
klassi ensiiimid on vdimelised soodustama GH, PL ja CE ensiilimidele ligipddsu taime
rakuseinasse (Levasseur et al., 2013). Gliikosiidhiidrolaasid (GH) on laialt levinud ensiiiimide
rihm, mis hiidroliiiisib gliikosiidseid sidemeid. Tselluloosi hiidroliiiisivad GH-d jagatakse

kolmeks:

e Eksogliikanaasid voi tsellobiohiidrolaasid (CBH) — vabastavad tsellobioosi subiihikud
tselluloosiahela otstest
e Endogliikanaasid (EG) — 1dikavad B-gliikosiidseid sidemeid juhuslikus kohas

e [-gliikosidaasid — hiidroliiiisivad tsellobioosi gliikoosiks

Lignotselluloos on véga raskesti lagundatav (Himmel et al., 2007). Nagu eelnevalt mainitud, on
omavahel B-(1,4) sidemetega seotud gliikoosi monomeeridest koosnevad tselluloosi ahelad
voimelised moodustama kristallilisi struktuure, mis teevad tselluloosi raskesti lagundatavaks

(Seiboth et al., 2011).

Tselluloosi efektiivne lagundamine on vdimalik ainult erinevate ensiitimide koostods. Nahtust, kus
ensiiimide segu aktiivsus on suurem kui iiksikute ensiiimkomponentide aktiivsuste summa,
nimetatakse ensiilimide vaheliseks siinergismiks (Wood ja Garcia-Campayo, 1990). Sellised
siisteemid koosnevad paljudest erineva spetsiifilisuse ja erineva toimeviisiga ensiilimidest.

(Béguin, 1990).

Stinergism nduab, et tselluloosi lagundamisel toimiks kdik kolm tsellulaasi koostods (Song et al.,
2018). EG-d on voimelised ldikama tselluloosiahelaid tselluloosi kristalli amorfsetes piirkondades
(Joonis 1), tekitades tselluloosikristallile uusi ahela otsi ja luues seelébi ligipadsu CBH-dele. CBH-
d hiidroliitisivad protsessiivselt tselluloosiahelat, vabastades produktina tsellobioosi. Viimase
etapina hiidroliitisivad B-gliikosidaasid tsellobioosi, véltides tsellobioosi kogunemist ja

tsellulaaside aktiivsuse inhibeerimist (Béguin, 1990).

1.3. LPMO

Liiitilised poliisahhariid monooksiigenaasid (LPMO-d) on 2010. aastal avastatud ensiitimide klass

(Vaaje-Kolstad et al., 2010). LPMO-d pakkuvad suurt huvi teadlastele, sest on vdimelised



oksiideerima poliisahhariide (Chylenski et al., 2019). LPMO-sid toodavad peamiselt seened ja
bakterid (Bortsova et al., 2018).

Biomassi efektiivne lagundamine on véga oluline ja LPMO-del on seal téihtis iilesanne. LPMO-d
on vOimelised lagundama resistentseid poliisahhariide, nagu niiteks tselluloosi, kahjustades
tselluloosi kristalli pinda oksiidatiivse toimega. See tagab parema juurdepididsu teistele
ensiiiimidele ja teeb LPMO-dest votmekomponendi tselluloosi enslimaatilise lagundamise
tehnoloogia arengus (Jensen et al., 2019). Oluliseks erinevuseks EG-de ja LPMO-de vahel on see,
et EG-de aktiivsus on piiratud amorfsete piirkondadega aga LPMO-d on vdimelised tegema
tselluloosiahelasse katkeid ka kristallilistes piirkondades. Tulemuseks on siinergistlik koostoime.
LPMO-de ja tsellulaaside vahel. LPMO-d on struktuurselt ja biokeemiliselt pohjalikult

iseloomustatud, kuid hetkel on vdhe informatsiooni nende kineetika kohta.

LPMO-d on vasest soltuvad ensiiimid, mis vajavad poliisahhariidide oksiidatiivseks
lagundamiseks elektroni doonorit ning O2 voi H202 ko-substraad juuresolekut (Quinlan et al.,
2011). LPMO-de struktuurid on suhteliselt sarnased, esinedes konserveerunud [-vdileib
struktuurina (Joonis 2) (Calderaro et al., 2021). LPMO-del on Cu sidumiseks histidiini klamber.
Tavaliselt koosneb histidiini klamber kahest histidiini jddgist, millest iiks on N-terminaalne
aminohape. Enamikul seni iseloomustatud LPMO-del on suhteliselt lamedakujulised substraadi
sidumispinnad, mis vdimaldavad sidumist kristalliliste substraatide pindadega (Vaaje-Kolstad et

al., 2017).

Joonis 2. LPMO TrAA9A struktuur. 7rAA9A C-terminaalne linker on punane ja vaseaatom on kollane. Cu méngib
olulist rolli O2 ja H202 sidumisel (Kjaergaard et al., 2014). LPMO aktiivtsentri lame ehitus vdimaldab ligipddsu
kristallilisele substraadile (Vaaje-Kolstad ef al., 2017). Joonis on voetud (Hansson ef al., 2017) todst.

LPMO-d jagatakse CAZy andmebaasi jargi seitsmesse AA perekonda, AA9-AA1l ja AA13-
AA16 (Lo Leggio et al., 2015).



Esimesena iseloomustati perekondadesse AA9 ja AA10 kuuluvaid ensiitime, mida algselt tunti kui
GH61 ja CBM33 (Calderaro et al., 2021). CBM33 on vdimelised lagundama kristallilist tselluloosi
ja kitiini. LPMO AA11, AA13 ja AA14 perekondade esindajaid leidub ainult seentes ja need

omavad aktiivsust vastavalt kitiinil, tdrklisel ja hemitselluloosidel (Calderaro et al., 2021).

LPMO-de aktiivsust on nididatud ka lahustuvate oligosahhariidide suhtes. Naiteks suudab
Neurospora crassa-st saadud LPMO, NcLPMOO9C 16hustada pikki lahustuvaid oligosahhariide.
Selle ensiilimi poolt vabastatud oligosahhariidi produktid sisaldavad mitteredutseerivas otsas 4-

geminaaldiool rithma (Isaksen et al., 2014).
1.3.1. LPMO vahendatud tselluloosi lagundamine

LPMO-d on vodimelised oksiideerima gliikosiidseid sidemeid C1 ja/vdoi C4 oksiideeritud
fragmentideks (Skeem 1). Cl-oksiidatsiooni tulemusena moodustub laktoon, mis hiidraatub
aldoonhappeks. C4-oksiidatsiooni kdigus moodustub 4-ketoaldoos, mis seejdrel hiidraatub 4-

geminaaldiooliks (Calderaro ef al., 2021).
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Skeem 1. LPMO vahendatud tselluloosi lagundamine. Oksiidatsiooni teel saadud produktid on C1 laktoon ja C4 4-
ketoaldoos. Joonis voetud (Kuusk ja Viljamie, 2021) t60st.

Algselt arvati, et gliikosiidsete sidemete lagundamiseks kasutavad LPMO-d ko-substraadina Oaz-te
(Vaaje-Kolstad et al., 2010). Kuid hiljuti tehtud avastus néitas, et tegelikult on H2Oz eelistatud ko-
substraadina (Bissaro ef al., 2017).

Nagu varem oli 6eldud, vajavad LPMO-d redutseerijat. Kui ko-substraadiks on Oz (oksiidaasne
reaktsioon), siis kulub iihe gliikosiidse sideme lagundamiseks kaks elektroni. Kui ko-substraadiks
on H2Oz, siis on elektroni doonorit vaja ainult LPMO viimiseks kataliiiisitud aktiivse Cu(I) vormi

ja gliikkosiidse sideme lagundamiseks elektroni vaja ei ldhe (Skeem 2) (Bissaro et al., 2017).
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Skeem 2. H202-pdhise kataliiiitilise reaktsiooni teoreetiline skeem tselluloosi juuresolekul. Siin on ndidatud LPMO
peroksiigenaasse (paremal) ja peroksiidaasse (vasakul) reaktsiooni kineetiline mehhanism. Skeemil on redutseerija
R(selle t66 raames on R DMHQ) ja tselluloos on S. E(II), E(I) ja Einaktiivne tdhistavad vastavalt LPMO-Cu(Il),
LPMO-Cu(I) redoksolekuid ja inaktiivset ensiilimi. Tselluloosi oksiidatiivsel lagundamisel tekkiv produkt on
tahistatud nGlceq. Kuna LPMO inaktiveerimise tidpne keemiline reaktsioon ei ole teada, ndidatakse seda osa
jarjestikuste nooltega. Skeem on voetud (Kuusk ja Viljamaée, 2021) t60st.

1.3.2. LPMO kataliiiisitud korvalreaktsioonid

Tselluloosi LPMO-de vahendatud lagundamise uurimisel tuleb arvesse vota erinevaid
korvalreaktsioone, mida on raske viltida (Eijsink et al., 2019). Kdrvalreaktsioonide hulka

kuuluvad:

e Redutseerija reageerib LPMO-st sdltumatult O2-ga ja selle tulemusena tekib H2O2 (Skeem
3B)

e Redutseerija reageerib LPMO-st soltumatult H2O2

e Tselluloosist vaba LPMO kataliiiisib redutseerija oksiideerumist Oz poolt (redutseerija
oksiidaasne reaktsioon) ja selle tulemusena tekkib H2O2

e Tselluloosist vaba LPMO Kkataliiiisib redutseerija okstideerumist H2O2 poolt (redutseerija

peroksiidaasne reaktsioon) ja selle tulemusena toimub LPMO inaktivatsioon

Redutseerijate askorbiinahappe ja mingu t66s kasutatud 2,6-dimetoksii hiidrokinooni (DMHQ)
reaktsioonid H202 on néidatud skeemidel (Skeem 3A ja 3C).
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(A) o
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HO \ a
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askorbiinhape
(B) OH
0 0
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2_6-dimetoksii hildrokinoon

OH

OH
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dehiidroaskorbiinhape
0
0 o
He” “cH
+ H->0»
0O

2.6-dimetoksiikinoon

+2HO

2_6-dimetoksiikinoon

Skeem 3. Redutseerijate peroksiidaasne reaktsioon (A ja C) ning oksilidaasne reaktsioon (B). (A) On nédidatud
askorbiinhape reaktsioon H>O,-ga, mille produktideks on dehiidroaskorbiinhape ja H,O. (B) On ndidatud DMHQ
reaktsioon O,-ga, mille produktideks on DMQ ja H;O,. (C) On nididatud DMHQ reaktsioon H,O,-ga, mille

produktideks on DMQ ja H>O.
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ECu(II)% ECu(n)[R]—% ECu(l)

(B)

ECu(1)O2

Skeem 4. Teoreetiline LPMO redutseerimise/oksiideerimine skeem tselluloosi puudumisel. (A) Skeemil on toodud
LPMO-d (E) ning Cu(I) ja Cu(Il) tahistavad vase aktiivtsentri oksiidatsiooniastet. Redutseerijal (R) ja oksiideerijatel
(02 ja H20») on lubatud seonduda ainult vastavalt LPMO Cu(II) ja Cu(I) vormidega. Punktiirjoontega (helehall) on
ndidatud (A) H,O, moodustumine O-ga ja (B) LPMO oksiidatsioon H»O, toimel, mis viib pddrdumatu
inaktivatsioonini ( pikoxt202, kus pi on tdendosus, millega LPMO inaktiveerub reaktsioonis H,O,-ga ja k. on antud t66
raames vordne k.,). Skeem on voetud (Kuusk et al., 2019) t60st.

Tselluloosi lagundamisel on probleemiks ensiitimide inaktivatsioon. (Kadi¢ et al., 2021). LPMO
inaktivatsioon (Skeem 4A) tekib siis, kui substraadi puudumisel lahuses olev redutseeritud LPMO
reageerib H202-ga (Skeemid 2 ja 4). Inaktivatsiooni mehhanismid ei ole tépselt teada, kuid
arvatakse, et H2O2-st tekkivad hiidroksiitilradikalid reageerivad LPMO Kkataliiiitiliselt oluliste
aminohapetega (Bissaro et al., 2017). Kuna substraat kaitseb LPMO-d inaktivatsiooni eest (Skeem
2), siis on oluline tagada tingimused, kus redutseeritud LPMO-d oleksid vdimalikult vihe aega

ilma substraadita (Eijsink et al., 2019).
1.3.3. TrAA9A iseloomustus

TrAA9A nimetus koosneb lithendist ,, 77 ja ,,AA9A®, mis viitavad pehmemidanikseen
Trichoderma reesei ja LPMO-de klassile AA (auxiliary activity - abitegevused). TrAA9A vana
nimetus oli 7rCel61A (Song et al., 2018)

Mesofiilne seen 7. reesei (teine nimetus Hypocrea jecorina) toodab suures koguses tselluloosi
lagundavaid ensiitime (kahte eksogliikanaasi ja umbes kaheksat endogliikanaasi). 7. reesei on
tselluloosi lagundamise mudelorganismiks ja teda kasutakse laialdaselt tsellulaaside tootmisel

toostuslikuks otstarbeks (Gupta et al., 2016).
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Varasemalt klassifitseeriti AA9 perekond GH61 gliikosiid hiidrolaaside perekonnnana (Harris et
al., 2010). Hiljuti avastati, et tegu on hoopis Cu-sdltuvate peroksiigenaasidega ning nad paigutati
AA9 LPMO perekonda. AA9 ensiitimid kataliiiisivad C1, C4 ja C1/C4 oksiidatsiooni ning see

ensiiiimide klass esineb peamiselt seentes (Levasseur ef al., 2013).

TrAA9A on modulaarne valk, mis koosneb 323 aminohappest, 1-220 aminohappejadkidest
koosnevast AA9 kataliiitilises domeenist, 221-288 aminohappejddkidest koosnevast
linkerpeptiidist ja siisivesikule seonduvast moodulist (Hansson et al., 2017). TrAA9A-1 on B-

lehtedest koosneva B-vdileiva struktuur, mis on niidatud Joonisel 2 (Karkehabadi ef al., 2008).

1.4. Ping-pong mehhanismile vastava reaktsiooni Michaelis-Menteni vorrand

Enstitimid on bioloogilised kataliisaatorid, mille uurimine ja tépne kirjeldamine on véga tdhtis.
Selle jaoks, et kirjeldada reaktsiooni algkiiruse sdltuvust substraadi kontsentratsioonist, tuletasid
L. Michaelis ja M. Menten vorrandi 1. Michaelis-Menteni vOrrand annab vdimaluse kirjeldada
viga paljude ensiiimimolekulide kataliititilist aktiivsust (Jakovleva, 2005) .

S]

V = Vmax X (Km—-l-[S])

(vorrand 1)

Vorrandis 1 on V produkti tekke kiirus, Km on ensiiiim-substraadi kompleksi dissotsiatsioonikonstant
ehk Michaelise-Menteni konstant, Vmax on maksimaalne reaktsioonikiirus ja [S] substraadi

kontsentratsioon (Johnson ja Goody, 2011) .

Enamik ensiiime on vOimelised kataliiisima reaktsioone, mis holmavad mitut substraati. Kahe
substraadi sidumine voib toimuda kahe mehhanismi kaudu, jérjestatud ja mittejérjestatud mehhanismi
kaudu. Mittejérjestatud mehhanismi tuntakse kui ping-pongi mehhanismi, kus substraadid ei seostu

samaaegselt ensiitimile (Cleland, 1973).

Varasemast on teada, et 7rAA9A kataliiisitud, H20O2-st sdltuv askorbiinhappe oksiideerimise
kineetika on kooskdlas ping-pong mehhanismiga (Kuusk ja Viljaméde, 2021). Ping-pong
mehhanismi  puhul peab olema algkiiruse soltuvus substraatide (DMHQ ja H20»)

kontsentratsioonidest kooskdlas vorrandiga 2 (Kont et al., 2020).

Vi _ kcat[DMHQ][H;0,] (vorrand 2)
Eo  Km(H,0,)[DMHQI+KyM(DMHQ)[H202]+[DMHQ][H0,]

Vorrandis 2 on V) reaktsiooni algkiirus (uM s), Eo TrAA9A kontsentratsioon (uM), Keat
kataliiiitiline konstant (s') ning Kma202) ja Kmomig) on Michaelise-Menteni konstandid (uM)

vastavalt H202 ja DMHQ jaoks.
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Kahesubstraatsete reaktsioonide kineetika mootmisel kasutatakse katselist 1dhenemist, kus tihe
katseseeria piires hoitakse iihe substraadi kontsentratsioon konstantsena ja muudetakse ainult teise
substraadi kontsentratsiooni (Kont et al., 2020). Jargmise peatiiki raames on toodud joonisel 6
esitatud algkiirused mdddetud nii, et iihe katseseeria piires on DMHQ kontsentratsioon olnud

konstantne ja muudetud on ainult H202 kontsentratsioon.

Kui lugeda [DMHQ] konstandiks, siis taandub kahesubstraatse reaktsiooni vorrand 2, tavalisele,

iihesubstraatse reaktsiooni jaoks tuletatud Michaelis-Menteni vorrandile 3 (Zaitseva et al., 2016).

app

Vi o _ KeqrM20a] (vorrand 3)
— .app

Eo KM(H202)+[H202]

Erinevalt iihesubstraatse reaktsiooni kineetika jaoks tuletatud Michaelis-Menteni vorrandist ei ole
vorrandis 3 esitatu kataliiiitiline konstant (kcat®?) ja Michalise konstant (Km202)*P) tdelised vaid
niidelda ndilised parameetrid (sellest tulenevalt on nad téhistatud iilaindeksiga ). Nailiste
Michaelis-Menteni vorrandi parameetrite vadrtused soltuvad konstantsena hoitud substraadi (meie

t60 puhul DMHQ) kontsentratsioonist vastavalt vorranditele 4, 5 ja 6 (Cornish-Bowden, 2013).

kPP = kel DMHO] (vérrand 4)
cat  Kyopmug)+[DMHQ]

KPP _ _Km,05)[PMHQ]
M(H303) KM(DMHQ)+[DMHQ]

(vorrand 5)

app
kcat —_ kcat

app = (vorrand 6)
KymH,0,)  KM(H202)

Vorranditest 4 ja 5 ndhtub, et néilised keat ja Km202) sdltuvad DMHQ kontsentratsioonist vastavalt
hiiperboolile (nende védirtused on DMHQ kontsentratsiooni kasvades kiillastuvad). Néiline
kataltiitiline efektiivsus (keat *P/Km202)*P) on aga DMHQ kontsentratsioonist sdltumatu (vorrand
6). Viimane omadus on ping-pong mehhanismile iseloomulik kineetiline tunnus (Cornish-

Bowden, 2013).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To0 eesmirgid

Minu bakalaureusetdd eesmérk oli iseloomustada 7richoderma reesei tselluloosaktiivse LPMO
TrAA9A peroksiidaasseid korvalreaktsioone, kuna nende struktuur ja biokeemia on pdhjalikult

iseloomustatud, kuid on vidhe informatsiooni nende kineetika kohta.

2.2. Materjal ja metoodika

1,4-dihiidroksii-2,6-dimetoksiibenseen (DMHQ) osteti Sigma-Aldrich®’st (lot #MKBV3690V).
10 mM DMHQ (97%; MW=170 g/mol) lahustati fosfaatpuhvris (H3POs 0,15 mM), jaotati
alikvootideks ja siilitati -20°C juures. Sulatati vahetult enne kasutamist ja hoiustati jai peal kogu

kasutamise ajal.
2.2.1. Ensiiiimid ja kasutatud reagendid

TrAA9A saadi professor VGH Eijsink’i laborist.

Katalaas osteti Sigma-Aldrich®’st (lot #SLBG1321V). Katalaas lahustati 50 mM Tris-HCl
puhvris (pH 7) 1dppkontsentratsioonini 2 mg/ml.

Vesinikperoksiidi pohilahusest (H202 30%, 9,8 M) (Honeywell, #SZBG2070) valmistati

lahjendused vette vihem kui 1 tund enne kasutamist.

Kogutdd viltel kasutati Milli-Q® Ultrapure vett (>18,2 megaohmi cm), mis oli eelnevalt

puhastatud Chelexi® kolonnis, et eemaldada metallijésigid.
2.2.2. TrAA9A vasega kiillastamine

TrAA9A ensiiimi aktiveerimiseks tuleb reaktsioonitsenter varustada vaseiooniga. 200 pul
ensiilimipreparaadile (130 pM) lisati 20 pul CuSOs vesilahust (5 mM). Saadud lahus inkubeeriti
iledo toatemperatuuril. Jargmisel péeval puhastati vasega varustatud ensiilim lahuses olevast
vabast vasest Toyopearl® — HW40 kolonnil (Vkolonn = 2,5 ml). Kolonn (pH 5), fraktsioone koguti
~200 pl kaupa. Fraktsioonide valgusisaldust mdddeti lainepikkusel 280 nm NanoDrop™ ND-

2000c spektrofotomeetriga. Suurema valgu sisaldusega fraktsioonid segati kokku.
2.2.3. Kineetika katsed

Reaktsioonisegude 10ppruumalad olid 0,5 ml ning nad sisaldasid S0 mM NaAc (pH 5) puhvrit,
ensiiimi 7rAA9A Idppkontsentratsioonil 0,05 pM, substraati DMHQ kolmel erineval
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16ppkontsentratsioonil 100, 200 vdi 500 uM ning vesinikperoksiidi ldppkontsentratsioonidel 5, 10,
20, 50, 100 v&i 200 uM. Reaktsioonid DMHQ kontsentratsiooniga 200 uM sisaldasid ensiilimi
TrAA9A l1dppkontsentratsioonil 0,25 pM. Reaktsioonisegusse lisati komponendid jiargnevas
jarjekorras: puhver, DMHQ, 7rAA9A ja H20:2. Proove hakati modtma 30 sekuntdit peale
vesinikperoksiidi lisamist. Tulemused saadi spektrofotomeetri abil (lainepikkus A292 nm;
programmi pikkus DMHQ 100 ja 500 uM kontsentratsiooni puhul oli 180 sekundit ja 200 uM
puhul oli 600 sekundit, optiline tihedus mdddeti 1 sekundi intervallidega). Taustaproovi
modtmiseks tehti reaktsioonisegu puhvri ja DMHQ substraadiga. Mittelineaarse ldhenemise

uurimiseks kasutati STATISTICA programmi.
2.2.4. Platoostumise katse

Reaktsioonisegude 16ppruumalad olid 0,5 ml ning nad sisaldasid 50 mM NaAc (pH 5) puhvrit,
ensliimi 7rAA9A l1dppkontsentratsioonidel: 0,05 puM, 0,1 puM, 0,15 uM, 0,25 uM,
vesinikperoksiidi Idppkontsentratsioonil 200 pM ja substraati DMHQ 16ppkontsentratsioonil 200
uM. Reaktsioonisegusse lisati komponendid jargnevas jarjekorras: puhver, substraat, ensiilim ja
vesinikperoksiid. Proove inkubeeriti 50 min 25 °C juures ja siis moddeti saadi spektrofotomeetri
abil reaktsioonisegude neeldumist lainepikkusel A292 nm. Taustaproovi mdotmiseks viidi 14bi

katse puhvri ja DMHQ substraadiga.
2.2.5. Katalaasiga katsed

Reaktsioonisegude 10ppruumalad olid 0,5 ml ning nad sisaldasid 50 mM NaAc (pH 5) puhvrit,
ensiitimi 7rAA9A 16ppkontsentratsioonil 0,25 uM, katalaasi Ioppkontsentratsioonil 200 iih/ml ehk
0,07 mg/ml ja substraati DMHQ 16ppkontsentratsioonil 500 pM. Reaktsioonisegusse lisati
komponendid jirgnevas jirjekorras: puhver, substraat, katalaas, ning pirast katalaasi lisamist
inkubeeriti 5 minutid 25°C juures (inkubeeriti ainult proove, mis sisaldasid katalaasi). Seejérel
lisati enstiiim ja 30 sekundi parast moddeti tulemused spektrofotomeetri abil (lainepikkus A292

nm; programmi pikkus 180 sekundit, optiline tihedus mdddeti 1 sekundi intervallidega).

2.3. Tulemused
2.3.1. Ensiiiimist soltumatud reaktsioonid

Paljud fenoolsed ithendid oksiideeruvad hapniku toimel ka ensiitimist séltumatult (Joonis 3).
Selleks, et ensiilimkataliiiisitud reaktsiooni kineetikat analiilisida on vaja ensiilimist sdltumatute,

taustareaktsioonide osa maha lahutada.
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Selle uuringu jaoks kasutati katsete tulemusi, kus puudus 7rAA9A. Katsed tehti kolmel erineval
DMHQ kontsentratsioonil ja kolmes korduses. Selle jaoks, et neeldumised konverteerida produkti
kontsentratsiooniks kasutati ekstinktsioonikoefitsienti (laine pikkusele A292 nm vastav koefitsient
on 0,01368 uM-'cm™) (Kracher et al., 2016). Vi arvutamiseks kasutati Exceli funktsiooni SLOPE.
Katsetulemused néitasidki, et ka 7rAA9A puudumisel toimus DMHQ oksiideerumine.
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Joonis 3. 7rAA9A puudumisel mdddetud reaktsiooni kiirused. Reaktsioonid viidi 1abi NaAc puhvris (50mM, pH 5)
25°C juures. (A) DMHQ oksiideerumise kiirus mdddetuna erinevatel H,O, kontsentratsioonidel. DMHQ
kontsentratsioonid on defineeritud joonisel. (B) DMHQ oksiideerumise sdltuvus DMHQ kontsentratsioonist.

DMHQ okstideerumise kiirus oli sdltumatu reaktsioonikeskkonda lisatud H2O2 kontsentratsioonist
(Joonis 3A), mis viitab sellele, et oksiideerumine on vahendatud O2 poolt. DMHQ oksiideerumise

kiirus kasvas koos DMHQ kontsentratsiooniga (Joonis 3B).

Eeldades, et O: kontsentratsioon on ligikaudu 0,25 mM saame DMHQ mitteensiimaatilise

0,00001 s~ 1

=0,04 M5,
0,00025 M~1 ’

okslideerumise kiiruskonstandiks
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2.3.2. DMHQ oksiideerumise ajakoverad - TrAA9A poordumatu inaktivatsioon

Varasemad katsed on ndidanud, et koos askorbiinhappe ja H202-ga inkubeerides toimub TrAA9A
poordumatu inaktivatsioon (Kuusk ja Viljamide, 2021). Antud t66s uurisime, kas selline
inaktivatsioon toimub ka juhul, kui askorbiinhappe asemel on redutseerijaks DMHQ. Tulemuste
saamiseks inkubeeriti DMHQ (200 uM) ja 7rAA9A (250 uM) H202 (200 uM) juuresolekul 70
minuti jooksul, modtes erineval ajal (2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 ja 70 min.) neeldumist A292
nm juures. Tulemused (Joonis 4) nditasid, et neeldumine 292 nm juures saavutab platoo ligikaudu

30 min moodudes.
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: . . . : ‘
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0
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@ Enstiimiga @ llma enstiimita  ® Enstiiimiga katse millest on lahutatud IIma ensliiimita katse

Joonis 4. TrAA9A vahendatud DMHQ oksiideerumine seiskub reaktsiooni toimudes. Reaktsioonid viidi 1dbi NaAc
puhvris (50mM, pH 5) 25°C juures. TrAA9A, DMHQ ja H>O, kontsentratsioonid olid vastavalt 0,25 uM, 200 uM ja
200 puM. Joonisel on saadud tulemused 7rAA9A juuresolekul (sinine) ja puudumisel (oranZ) ning nende erinevus
(hall).

Nagu on ndidatud joonisel Joonisel 4 siis seiskub DMHQ oksiideerumine juba esimese 30 minuti

moddudes. Pohjused, miks enstiiimkataliitisitud reaktsioonid vdivad jouda platoole vdivad olla:

e Substraatide dra tarbimine
e Enstumi inaktiveerumine
e Tugev produktinhibitsioon

DMHQ oksiideerumine seiskub A292 nm véartuse ligikaudu 1,0 juures (Joonis 4). Neeldumisele

1,0
0,01368

1,0 vastab produkti DMQ kontsentratsioon, [DMQ]= =73,09 uM (A292 platoo hindamisel
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ei ole maha lahutatud tausta neeldumist, seega tulemus [DMQ]=73 uM on iile hinnatud). Kuna
DMHQ ja H20: vahelise reaktsiooni stohhiomeetria on %(Skeem 3B), siis ei saa éra tarbitud
DMHQ ja H20: kontsentratsioonid olla suuremad kui 73 pM. Kuna DMHQ ja H20:2

kontsentratsioonid olid 200 uM, siis saame jdreldada, et tegemist pole substraadi dra tarbimisega.

Selleks, et eristada enstilimi inaktiveerumisest voi produktinhibitsioonist pdhjustatud reaktsiooni
seiskumist teostati ,platoostumise katsed“ ehk platoole joudmine erinevatel 7rAA9A
kontsentratsioonidel. Nendes katsetes inkubeeriti DMHQ (200 uM) ja H202 (200 uM) 50 min

kasutades erinevaid 7TrAA9A kontsentratsioone.

50 minutilise inkubeerimise jooksul tekkinud produkti hulk (vastab maksimaalsele DMQ produkti
hulgale ehk platoole) soltus lineaarselt 7rAA9A kontsentratsioonist (Joonis 5).

40

35

30 y =100.35x + 4.4465
R?=0.9758

N
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—e—

[DMQ],,., (kM) platoo
[uy N
U o
.
oA

=
o

® Produkt Linear (Produkt)

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
[TrAA9A] (uLM)

Joonis 5. Platoo korguse ([DMQ]max) sOltuvus 7rAA9A kontsentratsioonist. Reaktsioonid viidi 1dbi NaAc puhvris (S0mM,
pH 5) 25°C juures. Pidev joon niitab andmete lineaarset regressiooni.

Kuna produktinhibitsiooni tugevus ei sdltu ensiiiimi kontsentratsioonist, siis viitavad toodud
tulemused (Joonis 5) sellele, et DMHQ oksiideerumise seiskumine on pdhjustatud 77rAA9A
inaktivatsioonist. Joonise 5 jargi saame Oelda, et liks ensiilimi molekul on voimeline maksimaalselt

kataliitisima 100 = 11 DMHQ molekuli oksiideerumist.
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2.3.3. Algkiiruste miiramine

Kuna Michaelis-Menteni vorrandisse 1dhevad ensiitimkataliiiisitud reaktsiooni algkiirused, siis on
viimaste maddramine ensiilimkineetika analiiiisil esimeseks iilesandeks. Empiiriliselt on algkiirus

defineeritud, kui reaktsiooni kiirus olukorras, kus produkti moodustumine ajas on lineaarne.

Reaktsiooni kulgedes kiirus vidheneb, seega produkti moodustumine ajas ei ole lineaarne. Seda
saab ndha Jooniselt 6, mis nditab produkti (2,6-dimetoksiikinoon, DMQ) moodustumist 7rAA9A
(0,25 uM) kataliitisitud DMHQ oksiideerimisel.

DMQ moodustumine on kirjeldatav lihtsa esimest jirku reaktsiooni vorrandi 7 abil (Cornish-

Bowden, 2013b).
[DMQ] = [DMQ]max(l - e_kObst) (V6rrand 7)

Vorrandis 7 on [DMQ]max maksimaalne produkti kontsentratsioon (platoo, pM) ja kobs néiline
esimest jirku kiiruskonstant (s™!) (Cornish-Bowden, 2013b). Leides katseandmete lihendamisel
(mittelineaarse regressioonanaliilisi teel) vorrandile 7 parameetrite [DMQ]max ja kobs vddrtused on

reaktsiooni algkiirus arvutatav vorrandi 8 kaudu.

a[pmQ] .
V(i) = ( dt )t—>0 = [DMQ]maxkobs (vorrand 8)

Varrandis 8 on V(i reaktsiooni algkiirus (uM™! s).

Lihtsama vdimaluse algkiiruste madramiseks pakub ajakdvera selle osa analiiiis, kus produkti teke
on ajas lineaarne. DMHQ oksiideerumise ajakdverate analiiiisist selgus, et reaktsiooni esimese 90
sekundi jooksul on produkti moodustumine ajas ligikaudu lineaarne (Joonis 6B) ja algkiirus on

leitav lihtsa lineaarse regressioonanaliiiisi teel.

Tabel 1. Kahel erineval meetodil mdddetud algkiiruste andmete tabel. Reaktsioonid viidi 14bi NaAc puhvris (50mM,
pH 5) 25°C juures.

RO 0D BT Teaor )
0 0,131 0,112
S0 0,425 0,310
100 0,429 0,344
200 0,499 0,360
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Saadud tulemustest (Tabel 1.) saame jéareldada, et kahel viisil leitud kiirused on piisavalt sarnased
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Joonis 6. TrAA9A kataliitisitud DMHQ oksiideerumise ajakdverad. Reaktsioonid viidi 1&bi NaAc puhvris (50mM,
pH 5) 25°C juures. Ensiiiimi ja DMHQ vastavad kontsentratsioonid olid 0,25 uM ja 200 uM. H»O» kontsentratsioonid
on tdhistatud joonistel. (A) 10 min jooksul mdddetud DMQ teke. Siimbolid nditavad moddetud DMQ
kontsentratsiooni (kui produkti kontsentratsiooni mdddeti 1-sek intervalliga, siis on joonise selguse huvides ndidatud
produkti moodustamine 30 sek intervalliga) ja pidevad jooned niitavad katseandmete ldahendamisel vastavalt
vorrandile 7 saadud mittelineaarse regressiooni tulemusi. (B) Samad andmed, kui paneelil A, kuid néidatud on
produkti moodustumine esimese 90 sekundi jooksul. Pidevad jooned niitavad katseandmete lineaarse regressiooni
tulemusi.
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2.3.4. DMHQ oksiideerimise algkiiruste vastavus Michaelis-Menteni vorrandile

Joonisel 7 esitatud tulemustest ndhtub, et ka ilma reaktsioonikeskkonda H>O:>-te lisamata toimub
DMHQ oksiideerimine arvestatava kiirusega (see on eriti ilmne 500 uM DMHQ kontsentratsioonil

tehtud katseseeria puhul).

0.8 90 sek.

0.7 [DMHQ] (uM)

—e—

—e—

o H—o—

e

— +— o

100

200

500

o o
[ N
—e———————
e
o+ H

0 50 100 150 200 250
[H202] (uM)

Joonis 7. DMHQ oksiideerimise kiiruse (V/Eg) sdltuvus H,O, kontsentratsioonist. Reaktsioonid viidi 1dbi NaAc
puhvris (50 mM, pH 5) 25°C juures. Andmed on esitatud katsete keskvéartustena (n = 3, sdltumatud katsed) ja veatulbad
néitavad standardhélvet. Joonisel on esitatud kolm katseseeriat (mdddetud 100, 200 ja 500 uM DMHQ
kontsentratsioonil), mis néitavad algkiiruse (ldbi jagatuna ensiiimi kontsentratsiooniga) soltuvust
reaktsioonikeskkonda lisatud H,O; kontsentratsioonist. pidevad jooned nditavad katseandmete 1&hendamisel vastavalt
vorrandile 9 saadud mittelineaarse regressiooni tulemusi.

Esimene vdimalus — tegemist on 7rAA9A kataliitisitud DMHQ oksiideerumisega Oz toimel.
Sellisel juhul ei tohiks katsetes, kuhu vesinik peroksiidi ei lisatud, olla DMHQ oksilideerimine

inhibeeritud katalaasi poolt.

Katalaas on ensiiiim, mis kataliilisib vesinikperoksiidi lagunemist veeks ja hapnikuks (Géth et al.,

2004).

2H,O + O»

Skeem 5. Vesinikperoksiid lagundamine veeks ja hapnikuks katalaasi juuresolekul (Alfonso-Prieto et al., 2009)

Juhul kui 7rAA9A kasutab ko-substraatidena nii Ooz-te kui ka H202-te peaks DMHQ
oksiideerimine toimuma vastavalt reaktsiooniskeemidele (Skeem 3B) ja (Skeem 3C). Katalaas on
voimeline inhibeerima ainult H202 osalusel toimuvat reaktsiooni (Skeem 3C). Kuna H20:2 osalusel

toimuva reaktsiooni kiirus ei saa olla suurem, kui H202 tekkimise kiirus Oz reaktsioonis (Skeem
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3B), siis oleks maksimaalseks katalaasi lisamise efektiks 2 kordne DMHQ oskiideerimise kiiruse

langus.

Katalaasi puudumisel ja juuresolekul méiratud DMHQ (500 uM) oksiideerimise kiirusteks on
mdddeti vastavalt 0,389 = 0,013 s ja 0,156 £+ 0,0155 s!. Katalaasi juuresolek alandas kiirust
keskmiselt 2,49 + 0,2 s! korda.

Lisaks H202 tekkimisele DMHQ oksiidaasses reaktsioonis (Skeem 4C) on vdimalik ka H202
sisaldumine DMHQ preparatsioonis. H202 sisaldumisele DMHQ preparatsioonis viitavad ka
suuresti erinevad DMHQ oksilideerimise kiirused, mis saadi erinevate inimeste poolt
valmistamistatud DMHQ preparatsioonidega. Katsetes, kus H2O: reaktsioonikeskkonda ei lisatud
olid DMHQ (500 uM) oksiideerumise kiirused 0,13 s' (minu poolt valmistatud DMHQ
preparatsioon) ja 0,37 s (Hegne Puparti poolt valmistatud preparatsioon). Kuna DMHQ
oksiideerub O toimel (Joonis 3A) ensiilimist sdltumatult ja reaktsiooni tulemusena tekib H202,
siis on vOimalik, et erinevate inimeste poolt tehtud DMHQ preparatsioonides vdis nende

valmistamise kéigus tekkida erinev hulk H20x.

Juhul kui DMHQ preparatsioonis sisaldub ka H2O2, siis tuleb tulemuste analiiiisiks kasutada
modifitseeritud Michaelis-Menteni vorrandit, mis arvestaks DMHQ preparatsioonis sisalduvat

H20:2-te ([H202]pmug). Lisades vorrandile 3 konstandi [H2O2]pmug saame vorrandi 9.

Vi _ koo ([H, 001+ [H202]pMHg) (vorrand 9)
Eo Kﬂ‘;’zgzoz)+[H202]+[H202]DMHQ

Vorrandis 9 on [H202] reaktsioonikeskkonda teadlikult lisatud H20: kontsentratsioon ja
[H202]pmio on DMHQ preparatsiooni valmistamise kdigus sinna tahtmatult tekkinud H202

kontsentratsioon.

Tabel 2. Niiliste ensiiiimkineetika parameetrite védrtused moddetuna erinevatel DMHQ kontsentratsioonidel.
Reaktsioonid viidi 1dbi NaAc puhvris (50mM, pH 5) 25°C juures

[DMHQ)] Keat™PP Kv@202)™P Keat®PP/ Km@202)"PP [H20,]
(nM) ™ (nM) (nM''s™) (nM)
100 0,35+ 0,02 20+9 0,018 +£ 0,008 7+4
200 0,38 £ 0,02 11+4 0,035+0,013 4+2
500 0,65+0,01 15+2 0,042 + 0,006 12+2

Joonisel 7 on ndidatud katseandmete ldhendamine vorrandile 9 ja saadud parameetrite viirtused

on toodud Tabelis 2. Niiliste ensiliiimkineetika parameetrite soltuvus DMHQ kontsentratsioonist
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on niidatud Joonisel 8. Kokkuvotvalt voib oelda, et kuigi vorrand 9 kirjeldas katseandmeid

piisavalt hésti, siis tulid Kmm202) vdartused suure veaga .

3

0.7 {
0.6
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Joonis 8. Niiliste ensiilimkineetika parameetrite (A) ke, (B)Kmanoz ja (C) kea/Kwmanoz soltuvus DMHQ
kontsentratsioonist. Reaktsioonid viidi ldbi NaAc puhvris (50 mM, pH 5) 25°C juures. Andmed on esitatud katsete
keskvéirtustena (n = 3, sdltumatud katsed) ja veatulbad niitavad standardhélvet.
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2.4. Arutelu

Lignotselluloosi enstimaatilisel lagundamisel on iiheks peamiseks kuluallikaks ensiitimide kdrge
hind. See on ka pohjuseks, miks stabiilsete ensiilimide véljatodtamine on oluliseks véljakutseks.
Kuna LPMOd inaktiveeruvad redutseerija peroksiidaasses reaktsioonis podrdumatult, siis on
vajalik leida tingimusi voi redutseerijaid, mille juures ensiitim oleks stabiilsem. Kdigepealt on aga

vajalik inaktivatsiooni kineetika iseloomustamine.

Kéesolevas t60s saadud tulemuste alusel saame arvutada néiilise inaktivatsiooni kiiruskonstandi
(ki*P). ki®? on seotud redutseerija peroksiidaasse reaktsiooni kiiruskonstandiga (kca*P) vastavalt

vorrandile 10, kus p; on inaktivatsiooni tdendosus (Kuusk ja Véljamée, 2021).

kf PP = |2PP x p; (vorrand 10)

Uks TrAA9A molekul oli vdimeline maksimaalselt 100 = 11 DMHQ molekuli oksiideerimist ehk
ligikaudu 100 redutseerija peroksiidaasset reaktsiooni (Joonis 5). Teades maksimaalset

) L 1 . P
peroksiidaassete reaktsioonide arvu, saame pi = 700 ehk inaktivatsiooni tdendosus on 0,01 £0,0011.

Teades, et DMHQ oksiideerimise kea™ = 0,65 s! (antud arutelu raames otsustasin kasutada 500
uM DMHQ juuresolekul saadud kea®? véirtust; Tabel 2), siis saame ki*? = 0,65 s x 0,01 =0,0065
+0,0007 s7!.

Parem suurus ensiiiimi stabiilsuse mdistmiseks on tema pooleluiga. Ensiiiimi pooleluiga t1 on
2

seotud inaktivatsiooni kiiruskonstandiga vastavalt vorrandile 11.

! N
t1 = kgpzp (vorrand 11)
i

2

Vorrandi 11 jargi on 500 uM DMHQ juuresolekul ja kiillastaval H2O2 kontsentratsioonil t1 =
2

In2

So0eE L = 106 s. Toostuslikul lignotselluloosi lagundamisel vdiks ensiilim piisida mitu péaeva
stabiilne, kuid antud t66 uuringu tingimustel on ensiiiimi pooleluiga kdigest alla 2 minuti. Selline

tulemus niitab, et LPMO ebastabiilsus on oluline probleem, mida peaks lahendama.

Pooleluiga soltub H20: kontsentratsioonist, mida madalam, seda suurem on pooleluiga.
Toostuslikes tingimusteks ei sobiks kdesolevas t60s kasutatud meetod, kus korraga lisatakse suur
kogus/kontsentratsioon H202, kuna LPMO-de inaktivatsioon on sellistel tingimustel tugev.
Optimaalne lahendus sellele oleks H20: kontsentratsiooni hoidmine palju madalamal kui
Kwm202)™P vadrtus (Tabel 2). Kuna Km202)*P viidrtused olid suurusjirgus 10 uM (Tabel 2), siis

vOiks sobilik vesinik peroksiidi kontsentratsioon jddda alla 1 uM. Seda on vdimalik saavutada

26



H20:2 viikeste osadena juurde lisamise teel voi ensiiiimide kasutamisega, mis on vdimelised in situ

H202 genereerima (Kont et al., 2021).

Eeldades, et H2O:2 kontsentratsioon voiks olla palju véiksem, kui Kwmm202), siis lihtsustub

Michaelis-Menteni vorrand (vorrandi 3) vorrandiks 12.

Vi kPP .
E—; = Kap+“ X [H,0,] (vorrand 12)
M(H202)

Vorrandist 12 ndeme, et kiirus on maddratud kea/Km202) poolt ja soltub vesinik peroksiidi

kontsentratsioonist lineaarselt.

TrAA9A kataliiiisitud tselluloosi peroksiigenaasse reaktsiooni keat/Km202) on vérdne 290 000 M~
s+ 50000 (Kuusk ja Viljamide, 2021). Antud t66s mdddetud DMHQ peroksiigenaasse
reaktsiooni ndiline kea/Km202) oli 42 000 M s (Tabel 2). Niiline kea/Kmm202) TrAA9A
inaktivatsiooni jaoks on leitav vorrandist 13.

PP keat v

Km#,0,) Km(H,0,)

(vorrand 13)

Kasutades vorrandit 13 saame niiliseks kea/Kmaroz) vidrtuseks 420 M s, Vorreldes seda
tselluloosi peroksiigenaasse reaktsiooni kea/Kma202) védrtusega ndeme, et viimane toimub
inaktivatsiooniga vorreldes ligikaudu 700 korda suurema efektiivsusega. Lisaks kaitseb tselluloos
TrAA9A-d inaktivatsiooni eest. Redutseerija peroksiidaasne reaktsiooni toimub ainult tselluloosi
kiiljest vaba enstliiimiga ja tselluloosile seostunud ensiilim on kaitstud. Seega on eeldatavad

pooleluead tselluloosi juuresolekul pikemad

Oluliseks kiisimuseks on ka see, et kas pi soOltub redutseerijast? Kasutades redutseerijana
askorbiinhapet leiti, et iiks 7rAA9A molekul suutis kataliiiisida 138 askorbiinhappe molekuli
oksiideerimist (Kuusk ja Viljaméde, 2021). See tulemus on sarnane antud t66s moddetud
véirtusega kasutades redutseerijana DMHQ. Kiisimusele vastamiseks on vajalik rohkem andmeid

erinevate redutseerijatega.

Kodige parem oleks leida redutseerija, mille puhul LPMO inaktivatsiooni iildse ei toimuks.
Vaadates ping-pongi mehhanismile vastavat reaktsiooniskeemi (Skeem 4) siis ndeme, et
inaktivatsiooni etapp ei sOltu redutseerijast. See mehhanismi vildib samaaegset H20:2 ja
redutseerija seostumist ensiilimiga kompleksis. Redutseerija viib LPMO Cu(I) vormi ja edasine

oksilideerimine H20:2 toimel temast ei sOltu.

Lopetuseks vaatame, kas DMHQ oksiideerimine jédrgib ping-pong mehhanismi? Ping-pong

mehhanismile on iseloomulik néilise keat/KMm sOltumatus teise substraadi kontsentratsioonist, ehk
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siis nédiline kea/Km202) peaks olema sdoltumatu [DMHQ]-st (vorrand 6). Varem avaldatud
TrAA9A askorbiinhappe peroksiidaasse reaktsiooni puhul oli kea/Kmm202) soltumatu
askorbiinhappe kontsentratsioonist (Kuusk ja Véljaméae, 2021). Joonisel 8C toodud Keat/KmH202)
sOltuvuse pohjal [DMHQ]-st on raske otsustada, kas DMHQ oksiideerimine jirgis ping-pong
mehhanismi voi mitte. Joonisel 8C on niha, et keat/Km202) on erineval DMHQ kontsentratsioonil
erineva véirtusega. Antud t60s probleemiks oli Kmz02) méddramine, millel tuli suur viga (Tabel

2). See tuleneb sellest, et kasutatud DMHQ preparatsioon sisaldas sinna tekkinud H20»-te.

Kuna DMHQ preparatsioonis olev H202 tekib sinna reaktsioonis dhuhapnikuga, siis oleks DMHQ
peroksiidaasse reaktsiooni kineetika tdpsemaks méadramiseks vaja valmistada lahused ja teostada

reaktsioonid hapnikuvabades tingimustes (Kadi¢ et al., 2021).
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KOKKUVOTE

2017. aastal avastati, et LPMO-d on peroksiigenaasid, mis oksiideerivad poliisahhariide H202
juuresolekul. Kuna LPMO-d on puidubiokeemia seisukohast viga suure potentsiaalga ensiitimid,
on oluline pdhjalikult uurida nende toimemehhanismi ja kineetikat. Kéesolevas t6ds uuriti seenest
Trichoderma reesei parit LPMO-d TrAA9A. See on tselluloosaktiivne LPMO, mille kineetikat on
meie laboris varasemalt uuritud. On selgunud, et tselluloosi lagundamise reaktsiooni kdigus voib
lisaks pohireaktsioonile toimuda ka korvalreaktsioone. Antud t60s kasutati 7rAA9A
korvalreaktsioonide kineetiliseks iseloomustamiseks 2,6-dimetoksii hiidrokinoon (DMHQ)

substraati ning produkti tekke mdotmiseks spektrofotomeetrilist meetodit.

Tulemused néitasid, et 7rAA9A on voimeline okslideerima maksimaalselt 100 DMHQ molekuli
ja seejdrel inaktiveerub, seega inaktivatsiooni tdendosus on 1%. Kasutades inaktivatsiooni
kiiruskonstanti (0,0065 s'), saime ensiiiimi pooleeluea viirtuseks 106 sekundit, mis viitab
ensiilimi ebastabiilsusele. Antud t66s mdddetud DMHQ peroksiigenaasse reaktsiooni niiline
kea/Km(r202) Vdrtus on 42 000 M! s7' ja TrAA9A inaktivatsiooni ndiline kea/Km(r202) Viidrtus on
420 M1 57!, Vorreldes seda tselluloosi peroksiigenaasse reaktsiooni kea/Km202) niilise vidrtusega
290 000 M s ndeme, et viimane toimub inaktivatsiooniga vdrreldes ligikaudu 700 korda
suurema efektiivsusega. Antud t66 raames kea/Kmzo2) soltuvuse pdhjal [DMHQ]-st ei
onnestunud tuvastada, kas DMHQ oksiideerimine jérgis ping-pong mehhanismi voi mitte.

Probleemiks oli Km202) mddramine, millel tuli suur viga.

TrAA9A toimemehhanismi ja kineetika tdpsemaks kirjeldamiseks on vaja teha tdpsustavaid
uuringuid ja DMHQ peroksiidaasse reaktsiooni kineetika tipsemaks méadramiseks vaja valmistada

lahused ja teostada reaktsioonid hapnikuvabades tingimustes.
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Characterization of Trichoderma reesei cellulose-active lytic polysaccharide

monooxygenase TrAA9A side reactions on 2,6-dimethoxy hydroquinone

Alisa Kamnerov

SUMMARY

The mechanism for producing first-generation liquid biofuels from food crops is well known, but
since it is a widely used feedstock, a new production method needs to be developed. It was decided
to pay more attention to cheaper and more affordable second-generation biofuels from
lignocellulosic feedstocks. One of the components of lignocellulose is cellulose, which is a major
component of plant cell membranes and the most abundant biopolymer on Earth. Due to its high

distribution, cellulose is a potential source material for biofuel production.

Bacteria and fungi are the main degraders of cellulose in nature, and the lytic polysaccharide
monooxygenases (LPMOs) isolated from them play a major role in the degradation of cellulose.
LPMO’s are redox enzymes capable of degrading crystalline cellulose and providing access to
other enzymes. The most thoroughly studied LPMO 7rAA9A has been isolated from the fungus

Trichoderma reesei.

It has recently been discovered that LPMQO’s are capable to react with H202, which differs from
the classical reaction with molecular oxygen, and has attracted interest in the study of reaction
kinetics. Unfortunately, in addition to the main reaction, side reactions can occur during the
cellulose degradation reaction. In this work, kinetic characterization of cellulose-active LPMO
TrAA9A side reactions was performed using substrate 2,6-dimethoxy hydroquinone (DMHQ) and

spectrophotometric method to measure product formation.

The results showed that 7rAA9A was capable of oxidizing a maximum of 100 DMHQ molecules,
with a 1% probability of inactivation. Using the inactivation rate constant (0.0065 s!), an enzyme
half-life of 106 seconds was obtained, indicating enzyme instability. The apparent kecar/Km202)
value of the DMHQ peroxygenase reaction measured in this work is 42,000 M! s and the
apparent kea/Kmano2) value of TrAA9A inactivation is 420 M s™!. Comparing this cellulose
peroxygenase reaction with an apparent kea/Km202) value of 290,000 M 57! shows that the latter
is approximately 700 times more efficient than inactivation. In this study, the dependence of
keat/Km202) on [DMHQ)] did not indicate whether the oxidation of DMHQ followed a ping-pong

mechanism or not. The problem was the determination of Km202), which showed large deviation.
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Further studies are required to better understand the mechanism of action and kinetics of 7rAA9A.
In addition, solutions and reactions performed under conditions without Oz are needed to further

elucidate the kinetics of the DMHQ peroxidase reaction.
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