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Infoleht

Thermobifida halotolerans'i DyP-tiilipi peroksiidaasi puhastamine ja kineetiline
iseloomustamine

Thermobifida halotolerans'st parinev DyP-tlilipi peroksiidaas (ThDyP) on heemi sisaldav
peroksiidaas. Tulenevalt oma katallitilistest omadustest ja substraatide spetsiifilisuse
poolest nahakse bakteriaalsetel DyP-tllpi peroksidaasidel suurt potentsiaali
biotehnoloogilistes rakendustes, nditeks slinteetiliste varvainetega saastunud reovee
tootlemisel ja ligniini lagundamisel. Kaesolevas t66s edukalt ekspresseeriti ja puhastati
katallittiliselt aktiivne ThDyP. ThDyP-i kineetikat iseloomustati kasutades substraatidena
ABTS-i ja vesinikperoksiidi ning maarati nailised kineetilised parameetrid mélema substraadi
suhtes. ABTS-i okslideerimisel taheldati positiivset kooperatiivsust, mille iseloomustamiseks

maarati Hilli koefitsient.

Marksonad: Bakteriaalne DyP-tiilipi peroksiudaas, Thermobifida halotolerans, kooperatiivsus,

substraat inhibitsioon

CERCS: P310 Proteiinid, ensiimoloogia

Purification and kinetic characterisation of Thermobifida halotolerans DyP-type peroxidase
DyP-type peroxidase from Thermobifida halotolerans (ThDyP) is a heme-containing
peroxidase. Catalytic properties and substrate specificity of bacterial DyP-type peroxidase
hold a great potential in biotechnological applications, such as the treatment of
dye-contaminated wastewater and lignin valorization. In this study the catalytically active
ThDyP was successfully expressed and purified. Kinetic characterisation was carried out by
using ABTS and hydrogen peroxide as substrates. The enzyme's specific activity and apparent
kinetic parameters were determined. Oxidation of ABTS displayed positive cooperativity, for

which Hill coefficient was determined.

Keywords: Bacterial DyP-type peroxidase, Thermobifida halotolerans, cooperativity,

substrate inhibition
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KASUTATUD LUHENDID

ABTS - 2,2"-asino-bis-[3-etlililbensotiasoliin-6-sulfoonhape]
BSA - veise seerumi albumiin

DyP - Dye-decolorizing peroxidase

k°- empiiriline kiiruskonstant, v,/E,

k..:**" - ndiline katalGltiline konstant

K.,**P- ndiline Michaelise konstant

OD - optiline tihedus

Rz - Reinheitszahl-i vaartus

SDS - naatriumdodetsidlsulfaat

Vimax - Mmaksimaalne piirkiirus



SISSEJUHATUS

DyP-tlilpi peroksiidaasid on heemi sisaldavad bakteriaalsed peroksiidaasid, mis katallitisivad
vesinikperoksiidi toimel substraadi okslidatsiooni. Bakteriaalsete DyP-tlilipi perokslidaaside
substraatide hulka kuuluvad ABTS, aso- ja antrakinoon varvid ja fenoolsed Uhendid.
Ainulaadse substraadi spetsiifilisus poolest omavad bakteriaalsed DyP-tlilpi perokslidaasid
suurt potentsiaali biotehnoloogilistes rakendustes, naiteks sinteetiliste véarvainete
tootlemises ja ligniini lagundamises. Vaatamata eelnimetatud mudelsubstraatide laialdasele
kasutusele, pole seni teada, mis on bakteriaalse DyP-tllipi peroksiidaasi bioloogiline
substraat.

ThDyP-tulpi peroksiidaas parineb bakterist Thermobifida halotolerans, mida iseloomustab
kdrge temperatuuri ja soola taluvus. Thermobifida halotolerans’i on seni vdahe uuritud,
mistottu ka ThDyP-st on vahe teada. Thermobifida halotolerans'i bioloogilistele omadustele
tuginedes voib eeldada, et ThDyP talub kdrget ioonset jGudu, mis muudab selle DyP-tldlpi
peroksiidaasi huvipakkuvaks biotehnoloogiliste to6stusprotsesside jaoks.

Kédesoleva t60 eesmargiks on ekspresseerida ja puhastada ThDyP-tiilipi peroksiidaas ning

iseloomustada ThDyP-i kineetikat eriaktiivsuse ja nadiliste kineetiliste parameetrite alusel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.Thermobifida halotolerans
Thermobifida halotolerans (YIM 90462) on aeroobne, gram-positiivne aktinobakter, mis
isoleeriti Edela-Hiina Yunnani provintsi soolakaevandusest. Thermobifida perekonda kuulub
Thermobifida halotolerans, Thermobifida alba, Thermobifida fusca ja Thermobifida
cellulosilytica. Thermobifida halotolerans erineb teistest Thermobifida bakteriliikidest kdrge
NaCl taluvuse poolest. Laboritingimustel on T. halotolerans véimeline kasvama maksimaalselt
kuni 10% (w/v) NaCl kontsentratsiooni juures. Kontrastina T. alba ja T. cellulosilytica puhul on
maksimaalse NaCl kontsentratsiooni taluvuseks 3%. T halotolerans'i optimaalsed
kasvutingimused on 45°C ja pH 7-8 juures. (Yang et al., 2008)
Thermobifida liikide juures on tdheldatud suurepérast tselluloosi lagundamise voimet (Yang
et al., 2008). Naiteks Thermobifida fusca DyP-tulpi perokstdaasil (TfuDyP) on tuvastatud
okslidatiivne aktiivsus Kraft-ligniini suhtes (Rahmanpour et al.,, 2016). Lisaks on TfuDyP-I|
naidatud ka termostabiilset aktiivsust antrakinoonvarvide ja fenoolsete Gihendite suhtes (van
Bloois et al., 2010).
Teadmised Thermobifida halotolerans'st on kill limiteeritud, kuid bakteri omaduste poolest,
vOib eeldada, et Thermobifida halotolerans'i DyP-tlilipi peroksiidaas talub kdrget ioonset

joudu ja seega omab potentsiaali biotehnoloogilistes rakendustes.

1.2. Bakteriaalse ThDyP-tiiiipi peroksiidaasi omadused

Thermobifida halotolerans Dye-decolorizing Peroxidase (ThDyP) on heemi sisaldav
peroksiidaas. Peroksiidaasid on okstidoreduktaasid, mis katallilisivad vesinikperoksiidi (H,0,)
toimel substraadi okslidatsiooni, kasutades H,0, elektronaktseptorina (van Bloois et al.,
2010) ja heemi kofaktorina (Banci, 1997). Heemi sisaldavate peroksidaaside
neeldumisspektritele on omane Soret piik neeldumismaksimumiga umbes 400 nm
lainepikkusel, mis vastab heemist tulenevale neeldumisele. Olenevalt enstiimist vdib Soret
piigi neeldumismaksimumi lainepikkus pisut varieeruda, naiteks TfuDyP-| taheldati Soret piiki
404 nm lainepikkusel ja TcDyP-| tdheldati 406 nm juures (Rahmanpour et al., 2016; Chen et
al., 2015). Reinheitszahl vaartus (Rz) on heemi ja valgu aromaatsete aminohappejaakide
neeldumise suhe, mis annab (ldise hinnangu valgu kiillastatusele heemiga.

Heemi sisaldavaid peroksiidaase liigitakse taimseteks ja loomseteks superperekondadeks,
taimseid perokslidaase jagatakse omette kolme kategooriasse (I, II, 1ll) (Hofrichter et al.,

2010). Dye-decolorizing peroxidase (DyP) ei kuulu aga heem peroksiidaasi superperekondade
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alla, vaid eksisteerib eraldi heemi sisaldava peroksiidaasi perekonnana. Erinevus teistest
heem peroksiidaasidest seisneb ensilimi primaarjarjestustes ja struktuuris. Bakteriaalsed
DyP-d esinevad peamiselt dimeeridena ning nende tertsiaarse struktuuri moodustavad
alfaheeliksid, mille vahel on antiparalleelsed beeta-véileiva voldid (Joonis 1). Sellist struktuuri
ei leidu klassikalistes heemi sisaldavates peroksiidaasides, mis on enamasti alfaheeliksilise
ehitusega (Veitch, 2004).

DyP enstiime klassifitseeritakse jarjestuse alusel nelja klassi: A, B, C, D. Klassid A, B ja C on
valdavalt bakteriaalsed DyP-d ning D klassis on seente DyP-d (Brown et al., 2012). A klassi
DyP-e iseloomustab Tat signaaljarjestuse olemasolu valgu N terminuses, mis on vajalik selle
transpordiks periplasmasse (van Bloois et al., 2010). Lisaks on A klassi DyP-de
aminohappeline jarjestus liihem kui C ja D klasside DyP-tlilipi perokstidaasidel, kuid pikem
kui B klassi DyP-del. B ja C klassi DyP-d on tsiitoplasmaatilised ensliimid ja osalevad
rakusiseses metabolismis (Yoshida & Sugano, 2015).

A klassi DyP-tlilipi perokstidaaside hulka kuulub TfuDyP, mis parineb bakterist Thermobifida
fusca (Colpa et al., 2014). Thermobifida fusca ja Thermobifida halotolerans kuuluvad Uhte
bakteriperekonda ning need liigid on omavahel sarnased (16S rRNA geenijarjestuste sarnasus
on 97%), millele tuginedes vdib pidada ka ThDyP-i potentsiaalseks A klassi DyP-tiilipi
perokslidaasiks (Yang et al., 2008).

2015. aastal on valja pakutud uus klassifikatsioon, mille alusel jagunevad DyP-d kolmeks
pohitlitibiks (Yoshida & Sugano, 2015). Vastavalt uuele jaotusele on A klassi DyP liigitatud |
(intermediate) tiupi, B klassi DyP on P (primitive) tllpi ja V (advanced) tiibi alla kuuluvad C
ja D klassi DyP-d. Klassifitsioon on jarjestuste alusel, I-tlilbil on on pikem jarjestus kui
V-tlitbil ning P-tlitbil on kdige lihem ja ka kompaktsem jarjestus.

Dye-decolorizing Peroxidase nimi viitab sellele, et tegemist on ensiiiimiga, mis suudab
lagundada varvainet. Bakteriaalsed DyP-d on vdimelised okslideerima asovarve, ABTS-i ja
slinteetilisi antrakinoon varve, mis on teiste peroksiidaaside jaoks kehvad substraadid (van
Bloois et al., 2010). Lisaks kuuluvad bakteriaalsete DyP-de substraatide hulka ka ligniini
monomeerid ja nende analoogid, mille otsene okslidatsioon nduab korget

redokspotentsiaali, mida aga suudavad paljud bakteriaalsed DyP-d vahendada.
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Joonis 1. Thermobifida cellulosilytica DyP-tiilipi peroksiidaasi kristallstruktuur (Bank, s.a.).
Natiivne valk esineb peamiselt homodimeerina, monomeerid on tahistatud eri varvidega.

1.2.1. Bakteriaalse ThDyP-tiilipi peroksiidaasi fiisioloogiline roll

Seni teadaolevate bakteriaalsete DyP-tilpi peroksiidaaside flsioloogiline roll pole taielikult
teada ning nende aktiivsuse seos valgu flisioloogilise funktsiooniga vajab tdiendavat uurimist.
Seente DyP-tlilpi perokstidaasi lheks flisioloogiliseks rolliks on valja pakutud osalemine
ligniini okslidatsioonis (Liers et al., 2010).

Teine vialja pakutud funktsioon parineb katsest Halobacterium salinaruhmas A klassi
DyP-tiilipi perokstidaasiga (VNG0O798H), mille DyP-i eemaldamisel ja 25 mM H,0, lisamisel,
vahenes knockout-mutandi ellujgamise maar 99,9% vorra. Sellest katsest jareldati, et
DyP-tiilipi peroksidaasi (VNG0O798H) olemasolu pakub kaitset H,0, eest ning on seotud
okstidatiivse stressi reguleerimisega (Kaur et al., 2010).

B ja C klassi DyP-tiilipi perokstidaaside voimalike flsioloogiliste rollide kohta on vahem teada.
Naiteks arvatakse, et B klassi DyP-del on otsene seos raua omastamisel ja sdilitamisel (Singh
& Eltis, 2015). DyP-tulpi peroksiidaaside substraatide uurimine on oluline, kuna sobivate
substraadide alusel on vdimalik maadrata laiemalt ja tapsemalt DyP-i fisioloogilist rolli

organismides.
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1.3. Bakteriaalse ThDyP-tiilipi peroksiidaasi kataliiiitiline mehhanism
Bakteriaalse DyP-tulpi perokstidaasi katalldtiline mehhanism on sarnane teistele heemi
sisaldavatele peroksiidaasidele. Sarnanedes heemi sisaldavatele peroksiidaasidele, kasutavad
bakteriaalsed DyP-tiilipi perokstidaasid ping-pong mehhanismi (joonis 2). DyP-i korral kujutab
kataltdtiline mehhanism endast tsiiklit, kus esmalt seostub vesinikperoksiid enstilimiga ning
moodustub ensliimi okstideeritud vorm (kompleks I, ThDyP-l) ja vabaneb H,O. Seejarel
toimub Uhe elektroni llekanne ja ensliimi okstideeritud vorm redutseeritakse substraadi
(vesiniku doonori) poolt ning moodustub kompleks Il (ThDyP-Il) koos doonori radikaaliga.
Kompleks Il jatkab redutseerimist ning jargmise elektroni (ilekandudes taastub enstimi
esialgne vorm ehk puhkefaas (Deyhimi & Nami, 2012). Enstiiimi puhkefaasi taastumine ja
kompleks | moodustumine on kinnitust leidnud kuid kompleks Il esinemine on DyP-tllpi
peroksiidaaside puhul vaidluse all. Uksikutel DyP-tiilipi peroksiidaasidel on naidatud
kompleks Il moodustumist, nditeks A klassi TcDyP-| taheldati kompleks Il moodustumist H,0,
ja hudrokinooni juuresolekul (Chen et al., 2015). Erinevalt teistest heemi sisaldavatest
peroksiidaasidest peetakse DyP-tlilipi peroksiidaaside puhul tdoendolisemaks puhkefaasi
taastumist otse kompleks I-st kahe elektroni lheaegse llekande tulemusena. Tulenevalt
sellest, et siiani tuvastatud kompleks Il moodustunud DyP-de osakaal on vaike, vaadatakse

kompleks Il tdepadrasusele kriitiliselt.

ThDyP H,0,

|
=0
2

|

{ s -
oo miesalieoees

ABTS ABTS

Joonis 2. ThDyP-i kataliiltiline tslikkel vastavalt ping-pong mudelile. Substraadiks on ABTS.
Naidatud on ensliim puhkeolekus (ThDyP) ning nii kompleks | (ThDyP-1) kui ka kompleks I
(ThDyP-11) esinemine. Modifitseeritud (Chen et al., 2015).
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Ping-pong kineetika korral esineb substraat inhibitsioon, naiteks on seda kirjeldatud
madardika peroksiidaasi (HRP) kineetika uurimisel (Sekuljica et al., 2015). Substraat
inhibitsiooni korral ei saa enstimi aktiivsuse kirjeldamisel kasutada Michaelis-Menteni

vorrandit vaid on vaja kasutada substraat inhibitsiooni vorrandit (vorrand 1).

Vo= (1)

Moningate bakteriaalsete DyP-tlilipi peroksiidaaside puhul on tdheldatud kooperatiivsust,
naiteks on kooperatiivsus iseloomulik Thermomonospora curvata'st parinevale A klassi DyP-le
(TcDyP) (Chen et al., 2015). TcDyP-tilpi perokstidaasi kineetikat uuriti ABTS-i ja antrakinoon
varvide (reactive blue seeria) abil ja leiti, et oksideerimisel esines sigmoidset kdverat, mis
viitas kooperatiivsusele.

Kooperatiivsus on nahtus, mille korral substraadi seostumisel muutub enstiimi subihiku
konformatsioon, ning see muutus saab Ule kanduda korval olevale subiihikule. Positiivse
kooperatiivsuse korral konformatsiooniline (ileminek suurendab subihiku substraadi
seostumise afiinsust ja/voi kataltutilist aktiivsust. Negatiivse kooperatiivsuse korral
konformatsiooniline Gleminek vastupidi vahendab subiihiku substraadi seostumise afiinsust
vOi kataltdtilist aktiivsust. Erinevalt Michaelis-Menteni kineetikale iseloomulikust
hiperboolsest kdverast, iseloomustab kooperatiivsust sigmoidne kdver. Kooperatiivsuse
hindamiseks rakendatakse Hilli vérrandit (2), milles k. ja [S] on sarnase sisuga kui
Michaelis-Menteni vdrrandi puhul. Hilli vdrrandi K,; ei ole samavadrne Michaelise
konstandiga (K,,), ehkki matemaatiliselt tdidab sarnast tilesannet ja kujutab endast substraadi
kontsentratsioon vaartust, mille korral reaktsiooni kiirus vérdub poolega maksimaalsest
piirkiirusest. Hilli koefitsient h iseloomustab kooperatiivsust. Positiivse kooperatiivsuse puhul
on Hilli koefitsient h > 1 ja negatiivse kooperatiivsuse puhul h < 1. Mittekooperatiivse

ensiidmi korral h =1 (Hunter & Anderson, 2009).

v k_ xIS]
+ == (2)
0,5
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1.4. Bakteriaalse ThDyP-tiilipi peroksiidaasi biotehnoloogilised véimalused
DyP-tllpi peroksidaasid omavad suurt potentsiaali biotehnoloogilistes rakendustes oma
katalldtiliste omaduste ja substraadi spetsiifilisuse poolest. Kaks peamist potentsiaalset
DyP-de too6stuslikku rakendust on siinteetiliste varvainete ja ligniini lagundamine. Erinevalt
teistest DyP-tlilipi peroksldaasidest on bakteriaalseid DyP-e lihtsam ekspresseerida ja
geneetiliselt manipuleerida, mis seab bakteriaalseid DyP-e eelistavale positsioonile.
DyP-tllpi peroksiidaase saab rakendada siinteetiliste varvainetega saastunud reovee
bioremediatsioonis. Slinteetilisi varvaineid kasutatakse naiteks tekstiili-, kosmeetika-, toidu ja
farmaatsiatoodete valmistamisel. 2013. aasta tekstiilitoodangu andmete pdhjal saastati
aastas hinnanguliselt 11 miljonit tonni vett slinteetiliste varvainetega, mis moodustus 20%
kogu toostuslikust reoveest (Routoula & Patwardhan, 2020). Levinumad siinteetilised
varvaineid, mida leidub t6ostuslikus reovees, on aso- ja antrakinoon varvid, mida on raske
lagundada. Bakteriaalsetel DyP-del on tdheldatud 40 korda korgemat aktiivsust varvi
lagundamisel vorreldes teiste varvaineid lagundavate enslilimidega (Santos et al., 2014), mis
seab DyP-e olulisele kohale siinteetiliste varvainete lagundamisel.

Teiseks vOimalikuks DyP-de biotehnoloogiliseks rakenduseks on ligniini lagundamine. Ligniin
on aromaatne biopolimeer, mida leidub enamikus maismaataimedes, moodustades
umbkaudu 25% taime biomassist. Biomassi to6tlemisel eraldatakse ligniini tselluloosist ja
hemitselluloosist. Ligniini to6tlemine on keeruline, mis tuleneb ligniini heterogeensest
struktuurist ja térksast omadusest. Suur hulk ligniini tekib kdrvalsaadusena paberitoostusel,
kus eraldatakse tselluloosist ligniin. 2022. aastal toodetakse hinnanguliselt USA bioetanooli
toostuses ligikaudu 60 miljonit tonni ligniini aasta kohta (Holladay et al., 2007). Ligniini
peetakse ka  Uheks kandidaadiks fossiilsete  kiituste  asendajana.  Ligniini
depoliimeriseerimisest saab fenlililpropaani, millest konverteeritakse fenoolseid kemikaale,
mida saadakse praegu fosiilsetest kltustest, mis tdhendab seda, et ligniinist saab toota
biokltust. Ligniinist biokituse tootmine hdlmab kolme etappi: ligniini eraldamine
lignotselluloosist, ligniini depolimeriseerimine, depoliimeriseeritud ligniini katalGltiline
muundamine kituseks sobilikeks sisivesinikeks (Ma et al., 2014). Bakteriaalsed DyP-d on aga
voimelised lagundama ligniini ja modifitseerima ligniinist parinevaid tGihendeid (LonCar et al.,

2016).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. T66 eesmargid
1. ThDyP-i ekspresseerimine E.coli-s ja katalldtiliselt aktiivse enstimi
puhastamine |dbi Ni**-afiinsuskromatograafia ja geelfiltratsiooni

2. ThDyP-i eriaktiivsuse ning ndiliste kineetiliste parameetrite maaramine

2.2. Materijal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud materjalid

Eelkatsetes kasutatud ThDyP-i preparatsioon parines TalTech-i Struktuuribioloogia ja ligniini
biokeemia laborist.
ThDyP-i ekspresserimiseks kasutati TalTech-i Struktuuribioloogia ja ligniini biokeemia laborist
parinevat Escherichia coli tive BL21 (DE3), kuhu oli transformeeritud koodon optimeeritud
ThDyP-i geen, mis oli kloneeritud pET28a ekspressioonivektorisse (Twist Bioscience). pET28a
kannab  selektiivsusmargisena kanamdutsiini resistentsust andvat geeni. ThDyP-i
geenijarjestuse ja His margise vahele on disainitud trombiini dratundmisjarjestus.
Puhvrite komponendid Tris, NaOH, NaCl ja aadikhape parinesid AppliChem’ist, tsitraat
Sigma-Aldrich’ist ning HCl Lach-Ner’ist. Imidasool parines Honeywell Fluka'st. Puhvrite
valmistamisel kasutati mQ vett, mis oli tdiendavalt puhastatud Chelex 100
katioonvahetuskromatograafiaga, et eemaldada raskmetallide ioonid. Valmistatud puhvritele
lisati vaike kogus Chelex 100 kandjat, et siduda puhvri tahketes komponentides lisandina
leiduvaid raskmetalle.
ThDyP-i aktiivsuse katsetes kasutatud substraadid ABTS ja vesinikperoksiid parinesid
Sigma-Aldrich’ist.

2.2.2. SDS-poliakriiiilamiid geelelektroforees

Valguekspressiooni kontrollimiseks kasutati 10% SDS-PAGE ehk naatriumdodetsiilsulfaat
pollakritlamiid geelelektroforeesi, mida valmistati jargnevatest osadest: lahutava geeli osa
(10% akrutlamiidi/bis-akrttlamiidi lahus, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 10% SDS, 10% NAPS,
TEMED), kontsentreeriv geeli osa (10% SDS, 1M Tris-HCI pH 6,8, 10%
akritlamiidi/bis-akrtitilamiidi lahus, 10% NAPS).

Enne valguproovide geelile kandmist to6deldi neid 5x SDS proovipuhvriga (250 mM Tris-HCI
pH 6,8, 50% glutserool, 10% SDS, 0,5% broomfenoolsinine, 250 mM DTT) ja inkubeeriti 5

minutit temperatuuril 100°C. Geeli voolutati elektroforeesi puhvris (0,4M gliitsiin, 50 mM
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Tris, 0,4% SDS). Referentsina kasutati valkude molekulmassimarkerit Unstained Protein Mw
#SMO431. Elektroforees viidi labi 1,5 tunni valtel kasutades pinget vahemikus 100 - 147 V.
Valkude visualiseerimiseks varviti geeli varvilahusega Coomassie blue (0,25% Coomassie R
250, 7% aadikhape, 25% etanool). Geeli hoiti varvilahuses Ule66 loksutil, mille jarel liigne
varv eemaldati geelist lahusega, mis sisaldas 7% aadikhapet ja 25% etanooli. Alternatiivina
kasutati foreesigeelide varvimiseks kiirmeetodit varviga InstantBlue® Coomassie Protein Stain
(Abcam), mille korral liigse varvi eemaldamine ei olnud vajalik, ja tulemus oli loetav 15 minuti

mooddumisel.

2.2.3. ThDyP-i aktiivsuse eelkatsed

ThDyP-le sobiva puhvri leidmiseks valmistati naatriumatsetaadi puhver (pH 5,0) ja
naatriumtsitraadi puhver (pH 3,5). Enstidmi aktiivsus maarati mdlema puhvri keskkonnas
(puhvri 16ppkontsentratsioon 50 mM), kasutades substraatidena ABTS-i ja H,0,. ThDyP-i
kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 5 nM, H,0, oli 100 uM ja ABTS oli 100 uM. ThDyP-i
aktiivsus oli 50 mM naatriumatsetaat (pH 5,0) puhvri korral suurem, mistottu kéik edasised
katsed tehti naatriumatsetaat puhvriga.

Enstiimi nailiste kineetiliste parameetrite maaramiseks ABTS-i ja H,0, suhtes tehti katsed nii,
et Uhe substraadi kontsentratsiooni varieeriti ja teise substraadi kontsentratsioon hoiti
konstantne. Reaktsioonid viidi labi toatemperatuuril 50 mM naatriumatsetaadi puhvris pH
5,0 ja mélema substraadi puhul tehti kolm seeriat. ABTS-i seeriates varieerusid ABTS-i
kontsentratsioonid vahemikus 50 - 5000 uM ja H,0, kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 0,1
mM. H,0, seeriates varieerusid H,0, kontsentratsioonid vahemikus 5 - 300 uM ja ABTS-i
kontsentratsioon oli reaktsioonisegus 0,1 mM. ThDyP-i kontsentratsioon reaktsioonisegudes
oli 10 nM. Reaktsiooni 16pp-ruumalaks oli 800 uL ja reaktsioon kadivitati H,0, lisamisega
reaktsioonisegusse. Reaktsiooni tulemusel tekkiva ABTS"-i neeldumist m&ddeti lainepikkusel
420 nm spektrofotomeetriga (UV-1900i Shimadzu) 120 sekundi jooksul. Pime aeg oli 20
sekundit. Neeldumised  teisendati  kontsentratsioonideks  kasutades  ABTS"-i
ekstinktsioonikoefitsienti lainepikkusel 420 nm (€55 = 32000 cm™xM™). Reaktsioonide
algkiirused leiti lineaarse regressioon alusel teljestikus ABTS™*-i kontsentratsioon vs. aeg.
Kineetiliste  parameetrite  leidmiseks avaldati reaktsiooni algkiirused  ThDyP-i
kontsentratsiooni suhtes (k°*, v,/E,) ja analiilisiti mittelineaarse regressiooniga, teljestikus

k> vs. substraadi kontsentratsioon. Regressioonimudelina kasutati Michaelis-Menteni
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vorrandit ning nailiste kineetiliste parameetrite vaartused leiti vahimruutude meetodi alusel.

AndmeanalliUs viidi |abi programmiga Statistica.

2.2.4. ThDyP-i ekspresseerimine
Transformante kasvatati LB tardsodtmel (0,5% parmiekstrakt, 1% triptoon, 1% NaCl, 1,7%
agar) Uledd 37°C juures. Bakteri tUmberkiilvamiseks valmistati LB vedelséddet (0,5%
parmiekstrakti, 1% triptoon, 1% NaCl) milliQ-veega 1L koguses ning autoklaaviti.
Autoklaavitud vedelséotmele lisati kanamitsiini IGppkontsentratsiooniga 30 ug/mL.
Tards66tmel kasvatatud transformandid kilvati LB vedelsd6tmesse ning kasvatati loksutil
(37°C, 180 rpm). Loksutil kasvatatud bakterikultuur viidi iile kahte 2L kolbi ning kasvatati
loksutil (37°C, 180rpm) kuni bakterikultuur oli saavutanud ODy,, vdirtuseks 0,5. ThDyP-i
ekspressiooni indutseerimiseks lisati bakterikultuurile IPTG lahust |6ppkontsentratsiooniga
0,5 mM ning kasvatati loksutil tileéé (30°C, 180 rpm). Uledd kasvanud kultuuri ODg,y, vaartuse
mootmiseks tehti 10-kordne lahjendus mQ-veega, saades ODgy, vaartuseks 0,43. Rakkude
s6dtmest eraldamiseks tsentrifuugiti rakukultuuri (10 min, 3000 x g, 4°C). Peale
tsentrifuugimist eemaldati supernatant ning jaal lisati sademele 20 mL puhvrit (100 mM
NaCl, 10 mM Tris, MilliQ). Suspendeeritud segu tsentrifuugiti, eemaldati supernatant ning

rakud kilmutati vedela-lammastikuga ja silitati -80°C juures.

2.2.5. ThDyP-i puhastamine ja valgu kontsentratsiooni mdaaramine

Ladsimiseks rakud sulatati toatemperatuuril ning suspendeeriti 1 mL A puhvris (20 mM Tris,
500 mM NacCl, 5 mM imidasool, pH 7,5). Rakud ltusiti sonikeerimisega (BANDELIN SONOPULS
HD 2070). Sonikeerimistsiiklit korrati 5 korda (10 s, 6 cycle x 10%, power 65%). Luusitud
rakud tsentrifuugiti (Sorvall RC5B Plus, ss31 rootor) 16 000 rpm, 30 minutit ja sademe pealt
eraldati supernatant. Supernatant filtreeriti [abi 0,20 um poori suurusega sustlafiltri
(CHROMAFIL® PVDF).

Filtreeritud supernatant laeti vedelikkromatograafia siisteemile (AKTAprime™ plus, GE
Healthcare  Bio-Sciences AB, Rootsi) ning voolutati toatemperatuuril labi
Ni**-afiinsuskromatograafia kolonni (HisTrap™ Fast Flow Crude, 1 mL, GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Rootsi). Histidiiniméargisega ThDyP-i elueeriti Ni**-afiinsuskromatograafia
kolonnist B puhvriga (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM imidasool, pH 7,5) 1 mL/min

voolukiirusel. Elueeritud valgufraktsioone hoiustati 4°C juures pimedas. Valgu puhastamisel
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kasutatud A ja B puhvrid olid filtreeritud 0,22 um poorisuurusega membraanfiltriga ja
degaseeritud.

Puhastatud valgu kontsentratsiooni ja Reinheitszahl-i vaartuste (Rz) madramiseks moddeti
valgu neeldumist spektrofotomeetril (UV-1900i Shimadzu) lainepikkustel 250 nm - 600 nm.
Mootmised tehti kvartskiivetis (I = 1 cm) ning valgukontsentratsioonide leidmiseks kasutati
valgu jarjestuse pdhjal arvutatud ekstinktsioonikoefitsient 280 nm juures (&g, = 45950
cm™xM™?). Kdrgema valgukontsentratsiooniga fraktsioone analldsiti 10%
SDS-poliakritlamiidgeelil  kontrollides valguproovi puhtust. Reinheitszahl-i vaartused
avaldati 415 nm ja 280 nm lainepikkustel m&&detud neeldumiste suhtena (Rz = A,;/Asg).
Histidiini margise eemaldamiseks to6édeldi ensiilimipreparatsiooni trombiiniga (1mg:2U) 4°C
juures Uled6d. Trombiini tootluse Onnestumist kontrolliti 10% SDS-poltakriadlamiid
geelelektroforeesil. Puhastatud valgu heemiga killastamiseks lisati puhastatud valgule heemi
moolsuhtes 1:2 ning inkubeeriti 2 pieva 4°C juures. To6deldud valguproovi puhastati HiPrep
26/10 Desalting geelfiltratsioonikolonniga (GE Healthcare Bio-Sciences)
vedelikkromatograafia stisteemis (AKTAprime™ plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi)
voolukiirusega 0,5 mL/min. Vedelikkromatograafia sisteemi tasakaalustati eelnevalt puhvriga
(20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,5), puhvrit filtreeriti 0,22 um poorisuurusega
membraanfiltriga ja degaseeriti. Puhastatud valgufraktsioone hoiustati 4°C juures pimedas.
Trombiini ja heemi t66tluse labinud valguproovile maarati Reinheitszahl-i vaartus samadel
tingimustel nagu eelnevalt kirjeldatud heemiga to6tlemata valguproovile. Kuna Soret piigi
neeldumismaksimum oli 415 nm juures, maarati Rz vaartus Rz = A,;s/A,s,. Valguproovide

puhtust kontrolliti SDS-poliakritlamiidgeelil.

2.2.6. ThDyP-i eriaktiivsuse madramine

ThDyP-tllpi peroksiidaasi aktiivsuse madramiseks kasutati substraatidena ABTS-i ja
vesinikperoksiidi ning mdddeti ABTS *-i moodustumist ajas. ABTS *-i teket maéarati spetsiifilise
neeldumise alusel spektrofotomeetriga UV-1900i Shimadzu, kasutades lainepikkust 420 nm.
Mootmised tehti 120 sekundi jooksul intervalliga 1 sekund.

ThDyP-i aktiivsuse maaramiseks valmistati reaktsioonisegu, mis koosnes 50 mM
naatriumatsetaati puhvrist pH 5, 0,1 mg/mL BSA-st, 1 mM ABTS-st ja 1 mM H,O,-st.
Reaktsioonisegu I8pp-ruumalaks oli 800 pL. Reaktsioonisegu eelinkubeeriti 5 minutit 25 °C
juures termostaadis. Reaktsioon kaivitati 10 nM ThDyP-i lisamisega reaktsioonisegusse ning

30 sekundit parast reaktsiooni kdivitamist alustati neeldumiste m&omist spektrofotomeetril.
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Aktiivsuskatsed tehti kolmes korduses. ThDyP-i aktiivsused maarati Taltech-i
Struktuuribioloogia ja ligniini biokeemia laborist parineva ThDyP-i preparatsioonile ning
kdesoleva t06 raames ekspresseeritud ensilimi puhastamise erinevates etappides.
Alternatiivina kasutati ThDyP-i aktiivsuse madramisel protokolli, mille korral enstGimi
inkubeeriti enne reaktsiooni initsieerimist pikemalt. Reaktsioonisegu valmistamiseks tehti
esmalt ABTS-i lahus (1,02 mM ABTS, 50 mM naatriumatsetaat puhver pH 5) ja H,0, lahus
(100 mM H,0,, 50 mM naatriumatsetaat puhver pH 5), mida segati omavahel tausta lahuseks
vahetult enne reaktsiooni initsieerimist, nii et ABTS-i ja vesinikperoksiidi
Idppkontsentratsioonid olid mdlemad 1 mM. ThDyP-st valmistati ensiiimi lahus (50 mM
naatriumatsetaat puhver pH 5, 0,1 mg/mL BSA, 10 nM ThDyP). Selleks et ensiim ei jadks
katsuti seinte kiilge, lisati katsutisse esimesena naatriumatsetaadi puhver ja BSA. ABTS-i ja
enstiimi lahust inkubeeriti 30 minutit 25°C juures termostaadis. Reaktsioon Kkéivitati
ensiimi lahuse lisamisega tausta lahusesse, 20 sekundit peale reaktsiooni kaivitamist
mooddeti ThDyP-i aktiivsust spektrofotomeetril. Reaktsioonisegu ruumalaks oli 1000 L.
Aktiivsuskatsele tehti kolm kordust.

Saadud tulemuste pohjal arvutati ThDyP-i reaktsioonikiirus ensiilimi kontsentratsiooni kohta,
kasutades ABTS *-i ekstinktsioonikoefitsient 420 nm juures €55 = 32000 cm™xM™ ja jagati

0,01 mM ThDyP-i kontsentratsiooniga.

2.2.7. Kineetiliste parameetrite madramine ABTS-i ja H,0, suhtes
Kdesoleva t00 raames ekspresseeritud ja puhastatud ThDyP-tllpi perokslidaasi nailiste
kineetiliste parameetrite maaramiseks moddeti ThDyP-i aktiivsus erinevatel ABTS-i ja H,0,
kontsentratsioonidel. Katse metoodika on analoogne peatiikis 2.2.6 kirjeldatud ensiimi
aktiivsuse maaramisega. ABTS-i seeriates varieerusid ABTS-i kontsentratsioonid vahemikus 50
- 5000 uM ja H,0, kontsentratsioon oli reaktsioonisegus 1 mM. H,O, seeriates varieerusid
H,0, kontsentratsioonid vahemikus 5 - 1000 pM ja ABTS-i kontsentratsioon oli
reaktsioonisegus 1 mM. ABTS-i ja ensiiimi lahust eelinkubeeriti 30 minutit 25 °C juures
termostaadis. Tausta lahuse valmistamiseks Gihendati ABTS-i lahus ja H,0, lahus. Reaktsiooni
initsieeriti enstiimi lahuse lisamisega tausta lahusesse, 20 sekundit peale reaktsiooni
kdivitamist alustati moodustunud ABTS™-i neeldumise mddtmist spektrofotomeetril.

Aktiivsuskatsed tehti kolmes korduses.
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Tulemuste analiilsis kasutati peattikis 2.2.6 kirjeldatud arvutusmeetodit, mille alusel maarati
Statistica programmiga ndilised parameetrid Michaelis konstant (K.**") ja kataltitiline

konstant (k_*"").
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2.3. Tulemused ja arutelu
2.3.1. ThDyP-i aktiivsuse eelkatsed
TalTech-i Struktuuribioloogia ja ligniini biokeemia laborist parineva ThDyP-i valguproovil
maadrati kineetilised parameetrid, kasutades substraatidena ABTS-i ja H,O, erinevatel
kontsentratsioonidel (vt pt 2.2.3). Katse tulemuste pdhjal koostati graafikud, kus on kujutatud
ThDyP-i k°*(s™) suhe substraadi kontsentratsiooniga (joonis 3 ja 4).
Reaktsiooni kiiruse sdltuvusel ABTS-i kontsentratsioonist tdaheldati madalamatel ABTS-i
kontsentratsioonidel sigmoidset seost reaktsiooni kiiruse ja substraadi kontsentratsiooni
vahel. Korgetel ABTS-i kontsentratsioonidel reaktsiooni kiirus langes substraadi

kontsentratsiooni tdstmisega (joonis 3).
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Joonis 3. ThDyP-i kiiruse sdltuvus substraadi kontsentratsioonist. Reaktsioonisegu koosnes 10
nM ThDyP, 0,1 mM H,0,, 50 mM NaAC pH 5 ning tekkivat ABTS*'-i md&deti 420 nm juures.
Kiiruspunktid on kolme mootmise keskmised, veajooned on kolme mG&o6tmise
standardhalbed.

Sigmoidne graafik viitab sellele, et tegemist on kooperatiivsusega (vt pt 1.3). Kooperatiivsuse
esinemine ei olnud ootuspdrane tulemus, kuid pole esmakordne nahtus A klassi DyP-tllpi
peroksiidaasi juures. Kooperatiivsust on varem tdaheldatud TcDyP-i kineetika uurimisel, kus

enstlmi substraadiks oli samuti ABTS (Chen et al.,, 2015). Erinevalt TcDyP-i kineetika

tulemustest oli joonisel 3 naha 5 mM ABTS-i kontsentratsiooni juures substraat inhibitsiooni.
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PShjus, miks substraat inhibitsiooni esines on tingitud peatikis 1.3 kirjeldatud ping-pong
kineetikast. Korge ABTS-i kontsentratsiooni juures on puhkeolekus ThDyP-i osakaal
reaktsioonisegus suurem vorrelduna kompleks | ja kompleks Il-ga (joonis 2). Sellest tingitult
on suurenenud tdendosus, et ABTS seostub puhkeolekus ensiimiga ning moodustub
mitteproduktiivne enstim-substraat kompleks. Vorrandeid (1) ja (2) saab kasutada
kooperatiivsuse ja substraat inhibitsiooni kirjeldamisel kui need esinevad eraldi.
Kooperatiivsuse ja substraat inhibitsiooni kooseksisteerimisel ei ole mudelit, mille alusel
kirjeldada seost reaktsiooni kiiruse ja substraadi kontsentratsiooni vahel ning ei ole véimalik

maarata nailiste kineetiliste parameetrite vaartusi.

Erinevatel vesinikperoksiidi kontsentratsioonidel maaratud reaktsiooni kiiruste pohjal

koostati Michaelis-Menteni graafik (joonis 4).

3,5 -

2,5 -

Vo/Ep 51

[H,0; ] (mM)

Joonis 4. ThDyP-i reaktsiooni kiiruse soltuvus vesinikperoksiidi kontsentratsioonist.
Reaktsioonisegu koosnes 10 nM ThDyP, 0,1 mM ABTS, 50 mM NaAC pH 5 ning tekkiva
ABTS"-i md&deti 420 nm juures. Kiiruspunktid on kolme m&dtmise keskmised, veajooned on
kolme mdodtmise standardhdlbed. Regressioonkdver vastab Michaelis-Menteni vérrandile
néiliste parameetritega k., =3,3+0,2s"ja K, *® =33 +5 uM.

Kuigi 0,3 mM vesinikperoksiidiga tehtud katsete korral saadi pisut madalam keskmine
reaktsiooni kiirus kui 0,2 mM vesinikperoksiidiga, jadb erinevus veajoonte piiresse ning pole

otseselt alust vaita, et tegemist on substraat inhibtsiooniga. Kui maarata reaktsiooni kiiruseid
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veelgi kdrgematel vesinikperoksiidi kontsentratsioonidel siis on ootuspdrane substraat
inhibitsiooni esinemine, sest see on tingitud ThDyP-tlilipi peroksiidaasi ping-pong kineetikast
(vt pt 1.3). Peroksiidaaside aktiivsuse parssimist kdrgemate H,0, kontsentratsioonide juures
on varem taheldatud naiteks ligniini perokstidaasil (Wariishi & Gold, 1989). Vastavalt peattikis
1.3 kirjeldatud ping-pong kineetikale, korge vesinikperoksiidi kontsentratsiooni korral on
kompleks | osakaal suurenenud. Samal ajal kérge vesinikperoksiidi kontsentratsioon takistab
ABTS-i seondumist kompleks I-le. Reaktsiooni kiiruse soltuvusel vesinikperoksiidi
kontsentratsioonist ei  esinenud  kooperatiivsust ning  vaadeldavas substraadi
kontsentratsioonide vahemikus ei olnud tdaheldada substraat inhibitsiooni, mistdttu ndiliste
kineetiliste parameetrite maaramiseks oli vdimalik kasutada Michaelis-Menteni mudelit.

Niiliste kineetiliste parameetrite vaartusteks saadi k., 3,3+0,2s"ja K,* 33 +5 puM.

ThDyP-i aktiivsuse katsete tulemuste pdhjal otsustati kontrollida valguproovi puhtust
SDS-poliakritlamiidgeelil. Tulenevalt sellest, et kooperatiivsuse esinemine ei ole tavaline
ndhtus ning saranane seos reaktsiooni kiiruse ja substraadi kontsentratsiooni vahel voib olla
tingitud valguproovi kontaminatsioonist vdi sellest, et proovis esineb madalama afiinsusega

enstlmi kdrval vahesel maaral kdrgema afiinsusega enstimi.

kDa
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-_—
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Joonis 5. Eelkatses kasutatava ThDyP-i valguproovi anallilis SDS-pollakritlamiidgeelil. M -
suurusmarker 5 puL, 1 - ThDyP 0,2 uL, 2 - ThDyP 1 pL, 3 - ThDyP 5 uL.

Valguproovi puhtust kontrolliti 10% SDS-poltakriilamiidgeelil (Joonis 5). ThDyP-i teoreetiline
molekulmass on 45,354 kDa, mis leiti arvutuslikult ThDyP-i aminohappelise jarjestuse alusel.

SDS-poliakritlamiidgeelil taheldati ThDyP-1 kaksik-riba esinemist, mille tekkep&hjus ei olnud
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selge. Kaksikriba esinemine vdis olla pdhjuseks, miks eelnevas aktiivsuskatses taheldati

kooperatiivsust ning sellest tulenevalt otsustati valmistada uus valgu preparatsioon.

2.3.2. Valgu ekspresseerimine ja puhastamine
ThDyP-tlilpi peroksidaasi ekspresseeriti E.coli BL21(DE3) tives ja valku puhastati
Ni**-afiinsuskromatograafiaga (vt pt 2.2.4 ja 2.2.5). Joonisel 6 on kujutatud
Ni**-afiinsuskromatograafia kromatogramm, kus piirkond A tihistab ThDyP-e sisaldavaid

valgufraktsioone, millega on tehtud edasised katsed.
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Joonis 6. Ni*-afiinsuskromatograafia kromatogramm. Rohelise joonega on tihistatud
neeldumine lainepikkusel 280 nm ja sinise joonega puhvri B osakaal elueerimispuhvris
protsendina. A kujutab piirkonda, kust voeti ThDyP-i fraktsioonid, millega on tehtud
jargmised tootlused.

ThDyP-i sisaldavatel fraktsioonidel maarati Reinheitszahl vaartust (Rz), md&dtes nende
neeldumist lainepikkuste vahemikus 250 - 600 nm (vt pt 2.2.5). Reinheitszahl vaartuse
leidmiseks jagati ThDyP-i Soret piigi neeldumine lainepikkusel 415 nm triptofaani
neeldumisega lainepikkusel 280 nm (Rz = A,;/A,s). Tulemuseks saadi Rz vaartus 1,8.
Samasugust Rz vaartust on varasemalt ndidatud A klassi Thermomonospora curvata
DyP-tiilipi peroksiidaasi metsiktiiiibil ja Asp?*® mutandil (Chen et al., 2015). Mida suurem on

Rz vaartus, seda rohkem on heemi seotud ensliiimiga. Jagades heemi
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ekstinktsioonikoefitsiendi valgu ekstinktsioonikoefitsiendiga saab maarata valgu teoreetilise
Rz vaartuse maksimumi, mis ThDyP-i korral on ligikaudu 2,2.

Ni?*-afiinsuskromatograafiaga puhastatud ThDyP-i puhtust kontrolliti 10%
SDS-poliakritlamiidgeelelektroforeesiga.  Pollakriitilamiidgeelile  kanti  huvipakkuvaid
valgufraktsioone Ni**-afiinsuskromatograafia kromatogrammi A piirkonnast (joonis 6).
Joonisel 7A on geelipilt kdrgeima kontsentratsiooniga ThDyP-de fraktsioonist, mida kanti
poltakritlamiidgeelile vastavalt 5 pL (rada 1) ja 10 pL (rada 2). Saadud tulemus uhtis
teoreetilise ThDyP-i molekulmassiga, mis oli 45,354 kDa. Erinevalt 2.3.1 peatki
SDS-poltakriitilamiidgeeli tulemusest (Joonis 5) ei esinenud joonisel 7A topelt-riba. Tulemuse
pohjal hinnati ThDyP-i ekspresseerimist ja puhastamist dnnestunuks ning saadud ensiimi

preparatsiooni sobilikuks edasiseks trombiinitéotluseks ja heemiga kiillastamiseks.
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Joonis 7. Ni**-afiinsuskromatograafiaga puhastatud ThDyP-i ja peale trombiiniga téédeldud
ThDyP-i analtitis 10% SDS-poluakritlamiidgeelil. A: rada 1 - ThDyP 5 plL, rada 2 - ThDyP 10 pL.
B: rada 1 - ThDyP enne trombiini t66tlust 10 uL, rada 2 - ThDyP peale trombiini to66tlust 12
pL. M - valkude molekulmassimarker

Selleks, et eemaldada ThDyP-i kiiljes olev histidiinimargis, mis potentsiaalselt voib mdjutada
valgu stabiilsust, tehti puhastatud ThDyP-i preparatsioonile trombiinit6otlus. Trombiini
tootluse BGnnestumist kontrolliti  SDS-pollakridlamiidgeelelektroforeesiga (Joonis 7B).
Joonisel 7B on kujutatud ThDyP-i enne ja parast trombiinito6tlust, vastavalt esimesel ja teisel
rajal. Trombiiniga téddeldud ThDyP-i molekulmass peaks vahenema tulenevalt histidiini

margise eemaldamisest. Joonisel 7B on ndha trombiiniga t6ddeldud valguelektroforeetilise
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liilkuvuse suurenemist teisel rajal vorreldes esimese rajaga, kus oli trombiiniga t66tlemata
ThDyP. Saadud tulemustes pdhjal hinnati trombiiniga t66tlus dnnestunuks.

ThDyP-i kofaktoriks on heem ning ilma heemi sidumata on ThDyP inaktiivne. Puhastatud
ThDyP-i preparatsiooni eriaktiivsuse tGstmiseks kiillastati valku heemiga (vt pt 2.2.5). ThDyP-i
preparatsioonile lisati 2:1 moolsuhtes heemi. Seondumata heemi eemaldamiseks puhastati
ThDyP-i preparatsiooni geelfiltratsiooniga. Joonisel 8 on kujutatud geelfiltratsiooni
kromatogramm, millel on esile toodud piirkond B, kus elueerus ThDyP. Huvipakkuvate
fraktsioonide Rz vaartus madrati, jagades Soret piigi neeldumine 415 nm juures, triiptofaani
neeldumisega 280 nm juures (Rz = A,;5/A,g). Rz vaartuseks saadi 0,5. Teoreetiliselt peaks
ThDyP-i Rz vaartus suurenema peale heemiga killastumist, kuid saadud tulemus naitas
vastupidist. See vOib olla tingitud valgu denaturatsioonist ThDyP-i proovis, mistottu
geelfiltratsiooniga eraldus nii seondumata heem kui ka denatureeritud valgu kiljest

vabanenud heem.

Vastavalt joonisele 8 valiti kdrge kontsentratsiooniga ThDyP-i fraktsioon, millega tehti

jargnevad eriaktiivsus katsed.

600 A

500 -

400
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Joonis 8. Geelfiltratsiooni kromatogramm. B kujutab piirkonda, kus on huvipakkuvad ThDyP-i
fraktsioonid, millele maarati Rz vaartust ning selle alusel valiti valgu fraktsioon, millega tehti
jargnevad katsed.
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2.3.3. ThDyP-i preparatsiooni eriaktiivsus

Eriaktiivsuste alusel saab hinnata ensiimi puhastamise efektiivsust. Mida vahem on
preparatsioonis kontamineerivaid valke, seda kdrgem on enslilimi preparatsiooni eriaktiivsus.
ThDyP-tllpi peroksidaasi eriaktiivsust maarati erinevatel valgu puhastamise etapidel ning
eriaktiivsuste analllsimisel tdheldati preparatsioonieriaktiivsuse vahenemist aja jooksul.
Kdesolevas t66s puhastatud  valguproovi eriaktiivsuseks  (vo/E, s?) méérati
Ni**-afiinsuskromatograafia jargselt 26,0 s*. Trombiiniga téédeldud ja heemiga kiillastatud
valguproovi eriaktiivsuseks maarati 24,0 s™*. Heemiga té6deldud ja tédtlemata ThDyP-i proovi
eriaktiivsus ei erinenud markimisvadrselt omavahel, kuigi teoreetiliselt on katalldtiliselt
aktiivne ainult heemiga seotud ensliim ehk saadud tulemus polnud ootusparane. Pdhjus,
miks heemiga seotud valguproovi eriaktiivsus oli oodatust madalam vdis olla tingitud ThDyP-i
ebastabiilsusest kasutatud sailitustingimustel. Eriaktiivsuste maaramise vahele jai tks kuu,
mille jooksul ThDyP-i preparatsiooni aktiivsus vdis vaheneda.

Selleks, et kindlaks teha, kas valgu ebastabiilsus vOis tingida eriaktiivsuse vahenemine
puhastamise kdigus, maarati TalTech-st parineva ThDyP-i proovi eriaktiivsus uuesti ja vorreldi
eelkatsete tulemustega, mis olid saadud aasta aega varem. Preparatsiooni eriaktiivsuse
uuesti mddramine andis tulemuseks 0,52 s™, mis on rohkem kui suurusjirgu vérra madalam,
kui eelkatsetes maaratud tulemus 20,3 s™. Sellele tuginedes sai kinnitust hiipotees, et ThDyP
on valitud sailitustingimustel ebastabiilne ja eriaktiivsuste vahenemine valgu puhastamise
kaigus on tingitud enslimi inaktiveerumisest.

PShjus, miks ThDyP-i eriaktiivsus vahenes aja jooksul, vdib olla tingitud paljudest faktoritest,

naiteks puhver, milles ThDyP-i sailitati ei pruukinud olla peroksiidaasile soodne keskkond.

2.3.4. Kineetika

ThDyP-i nailiste kineetiliste parameetrite madaramisel mdddeti reaktsiooni kiiruseid erinevatel
ABTS-i ja H,0, kontsentratsioonidel (vt pt 2.2.7).

Reaktsiooni kiiruse sdltuvust ABTS-i kontsentratsioonist iseloomustas sigmoidne kdver (joonis
9), mis viitab kooperatiivsusele. Erinevalt 2.3.1 peatiiki joonisest 3, ei ole joonisel 8 substraat
inhibitsioon 5 mM ABTS-i korral detekteeritav. PGhjuseks, miks substraat inhibitsiooni ei
detekteeritud, tuleneb osaliselt erinevatest katsetingimustest. Erinevalt eelkatsest, oli antud
katse reaktsioonisegus H,0, kontsentratsioon 1 mM. Eelkatsetes oli H,0, kontsentratsiooniks
0,1 mM. Substraat inhibitsioon on ping-pong mehhanismi korral seda tugevam, mida vadiksem

on katses konstantsena hoitud substraadi kontsentratsioon. Selles katses oli vesinikperoksiidi
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kontsentratsioon kiimme korda suurem kui eelkatses, millest tulenevalt ka substraat

inhibitsioon avaldub kdrgematel ABTS-i kontsentratsioonidel.

30 1

VofEp st

[ABTS] (mM)

Joonis 9. ThDyP-i kiiruse s6ltuvus ABTS-i kontsentratsioonist. Reaktsioonisegu koosnes 10 nM
ThDyP, 1 mM H,0,, 0,1 mg/mL BSA, 50 mM NaAC pH 5 ning tekkivat ABTS"-i m&&deti 420
nm juures. Kiiruspunktid on kolme mdédtmise keskmised, veajooned on kolme mod&tmise
standardhdlbed. Regressioonikdver vastab Hilli vdrrandile ndiliste parameetritega k"= 30 +
35" jaKys= 2,6 0,3 mM

Kuna vaadeldavas ABTS-i kontsentratsioonide vahemikus ei ole detekteeritav substraat
inhibitsioon, saab kineetiliste parameetrite hindamiseks kasutada Hilli vérrandit. Selle juures
tuleb arvestada, et sellisel viisil maaratud nailised parameetrid on rakendatavad ainult
vaadeldavas substraadi kontsentratsioonide vahemikus ja ei ole Uldistatavad. Kooperatiivsuse
hindamiseks maarati ThDyP-i nadilised kineetilised parameetrid ABTS-i okslideerimisel,
kasutades mittelineaarse regressiooni mudelina Hilli vorrandit. Nailiste kineetiliste
parameetrite vaartusteks saadi Kos= 2,6 £ 0,3 mM ja k.= 30 + 3 s ABTS-i suhtes ning Hilli

koefitsiendi vaartuseks 1,88. Kooperatiivsust tupiliselt analtisitakse Hilli graafiku alusel

(joonis 10), mis pohineb Hilli vérrandi teisendusel (vGrrand 3).

n[v/(k , — v)] = hin[S] — hinK (3)
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kus y-teljel on ln[v/(kcat — v)] ja x-teljel on In [S]. Hilli koefitsienti valjendab Hilli graafiku

funktsioonvdrrandi lineaarliige. Leitud Hilli koefitsiendi vaartus h = 1,88 naitab positiivset
kooperatiivsust, kuna positiive kooperatiivsuse puhul on Hilli koefitsienti vaartus suurem kui

1.

1+
i
-3 4+
-4 1

-5 4

-6 L
In [ABTS]
Joonis 10. ThDyP-i kiiruse soltuvus ABTS-i kontsentratsioonist Hilli teljestikus. Sirge tdus

naitab Hilli koefitsiendi vaartust.

Reaktsiooni kiiruse sdltuvus vesinikperoksiidi kontsentratsioonist vastab Michaelis-Menteni
mudelile (Joonis 11).

ThDyP-i nailiste kineetiliste parameetrite maaramisel H,0, suhtes, saadi K,,**" vaartuseks 13 +
4 uM ja k" vaartuseks 4,2 + 0,3 s. Saadud niiliste kineetiliste parameetrite viartused
erinesid eelkatses saadud tulemustest, milleks oli K" vaadrtuseks 33 £ 5 uM ja k"
vaartuseks 3,3 + 0,2 s™. Kuna niiliste kineetiliste parameetrite mairamine vesinikperoksiidi
suhtes on eelkatsetes ja kdesoleva t66 raames puhastatud ThDyP-ga tehtud erinevatel ABTS-i
kontsentratsioonidel, ei ole leitud K,*" ja k.. vaartused omavahel otseselt vorreldavad.
Samas ping-pong mehhanismi korral enstiimi kataltttiline efektiivsus (k./K.,) Ghe substraadi
suhtes ei sOltu teise substraadi kontsentratsioonist ning k../K, vadartuseid saab seega
omavahel vorrelda. Kasutades leitud K, **" ja k.;°°® vadrtuseid saab leida enstiimi katalltilise
efektiivsuse (k. "*°/K,,**"). Eelkatses kasutava ThDyP-i preparatsiooni kataltitiliseks
efektiivsuseks saadi 0,1 s*/uM ning antud peatiikis kisitletaval ThDyP-i preparatsioonil saadi

0,32 s*/uM. Niiliste kineetiliste parameetrite analiitisimisel saadud tulemused on kooskdlas
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peatliki 2.3.3 eriaktiivsuste tulemustega, mis naitasid eriaktiivsuste erinevusi eelkatses

kasutatud ThDyP-i ja antud t86s puhastatud ThDyP-ga, mis olid vastavalt 20,3 s ja 24,0 s™.

UIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7
[H,0,] (mM)

joonis 11. ThDyP-i kiiruse sdltuvus vesinikperoksiidi kontsentratsioonist. Reaktsioonisegu
koosnes 10 nM ThDyP, 1 mM H,0,, 0,1 mg/mL BSA, 50 mM NaAC pH 5 ning tekkivat ABTS*-i
mooddeti 420 nm juures. Kiiruspunktid on kolme mddtmise keskmised, veajooned on kolme

mootmise standardhalbed. Regressioonikdver vastab Michaelis-Menteni vorrandile nailiste
parameetritega k"= 4,2 +0,3s" jaK,® = 13+ 4 uM
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KOKKUVOTTE

Kaesolevas t00s ekspresseeriti ThDyP-tllpi peroksiidaas E.coli-s ning puhastati katalGtiliselt
aktiivne ThDyP Ni**-afiinsuskromatograafiaga. Tidiendavalt eemaldati ekspresseeritud
ThDyP-It histidiini margis trombiinitootlusega ja enstiim killastati heemiga. Valgu puhtust
kontrolliti SDS-poliiakritlamiidgeelelektroforeesiga ja iga valgu tootlemise etapil maarati
ThDyP-i preparatsiooni eriaktiivsus kasutades substraatidena vesinikperoksiidi ja ABTS-i.
ThDyP-i preparatsioonide eriaktiivsuste analtitisimisel taheldati valgu ebastabiilsust. Parast
heemiga kullastamist ThDyP-i eriaktiivsus ja Rz vaartus olid vdiksemad kui enne heemiga
tootlust. Vastavalt k°= 24,0 s ja Rz= 0,5 parast heemiga kiillastamist ning k°”= 26,0 s ja Rz=
1,8 enne tootlust heemiga. Tulemused erinesid oodatud teoreetilistest tulemustest, mille
korral heemiga seotud ThDyP-i eriaktiivsus ja Rz vaartused peaksid olema vastupidi
suuremad.

ThDyP-i  nadiliste  kineetiliste  parameetrite mad&aramisel kasutati substraatidena
vesinikperoksiidi ja ABTS-i ning maarati nailised kineetilised parameetrid mélema substraadi
suhtes. Reaktsiooni kiiruse sdltuvus ABTS-i kontsentratsioonist nditas kooperatiivsust. Kgs=
vaartuseks méadarati 2,6 + 0,3 mM ja k_,° vaartuseks 30 + 3 s™ ning tiheldati kooperatiivsust.
Positiivse kooperatiivsuse maadramiseks leiti Hilli koefitsenti h=1,88. ThDyP-i nailiste
kineetiliste parameetrite maaramisel vesinikperoksiidi suhtes, maarati K,,>*° vaartuseks 13 + 4

UM ja k., vaartuseks 4,2 +0,3 s
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SUMMARY

Purification and kinetic characterization of Thermobifida halotolerans DyP-type peroxidase
In this study the expression of Thermobifida halotolerans DyP-type peroxidase was carried
out in E.coli, and successfully purified by Ni**- affinity chromatography. In order to remove
Histidine tags the purified ThDyP was incubated with thrombin. Heme reconstitution was
carried out by adding hemin to the ThDyP and the reconstituted ThDyP was subjected to
buffer exchange by gel-filtration. At each protein processing step the purity of ThDyP was
analysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis.

Hydrogen peroxide and ABTS were used as substrates in determining the specific activity of
ThDyP in each purification step. During the analysis of ThDyP's specific activity, the protein
appeared to be unstable. Due to the fact that the specific activity and Rz value of heme
reconstituted ThDyP were lower than non-reconstituted ThDyP. The k°* value of heme
reconstituted ThDyP was 24,0 s* and the Rz value of 0,5. In contrary the k°* value of
unreconstituted ThDyP was 26,0 s* and the Rz value of 1,8. Theoretically the k°* and Rz
values should be higher for the heme reconstituted ThDyP

ThDyP was characterised kinetically through the apparent kinetic parameters by determining
the k°* (s?) of substrate oxidation at different times and substrate concentration. Hydrogen
peroxidase and ABTS were used as substrates. By measuring the absorption of ABTS*
formation in ABTS oxidation, the K *"and k" values could be detected. The K, s of ThDyP
was 2,06 = 0,3 mM and the k_,*"° value was 30 * 3 s™. In the oxidation of ABTS displayed
sigmoidal rate curves which represent cooperativity. By having the Hill coefficient of 1,88 the
cooperativity was determined as a positive cooperativity. Determination of the apparent
kinetic parameters of ThDyP for hydrogen peroxidase gave a K.,**° of 13 £+ 4 s-1 and a k_,°**® of

42+0.3s"
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