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Serratia marcescens Kitinaasi ChiA Kitiinile seostumise kineetika

Kitiin on looduses rohkelt esinev biopolimeer, mis koosneb N-atsetiiiilglikoosamiini
monomeeridest. Kitiini lagundavad looduses enslimaatiliselt kitinaasid, mida produtseerivad
vdga erinevad organismid. Kitinaaside uurimisel on saanud mudelorganismiks mullabakter
Serratia marcescens. S. marcescens kitinoltutiline susteem koosneb kahest eksokitinaasist —
ChiA ja ChiB, endokitinaasist ChiC ja ladtilisest polusahhariidi monooksiligenaasist.
Kéesolevas t66s on uuritud S. marcescens ChiA seostumist Kitiinile eesmargiga valja
selgitada, kas kiirem on ensiimi assotsieerumine Kitiini pinnale voi Kkitiiniahela
komplekseerumine ensulmi aktiivtsentrisse. Lisaks uuriti enstimi katalttilises tsentris
paikneva aminohappe Trp'®" rolli seostumises ChiA mutandi ChiA W167A abil, kus Trp®’
on asendatud alaniiniga. Kahjuks ei saanud antud katseandmete p6hjal madrata seostumise
kiirust limiteerivat etappi, kuna kiire eksponendi relaksatsiooniaegu ei saanud leida, selleks

on edasist uurimist on vaja. Andmed naitavad, et Trp'®” ei oma olulist rolli assotsiatsioonil.

Marksdnad: Serratia marcescens ChiA, ChiA W167A, a-kitiin, seostumiskineetika
T390 Polumeeride tehnoloogia, biopolimeerid

The binding kinetics of Serratia marcescens ChiA to chitin

Chitin is one of the most common biopolymers found in nature, it consists of N-
acetylglycoseamid monomers. In nature chitin is degraded by enzymatic chitinases, which are
produced by many different organisms. As a modelorganism, the soil bacterium Serratia
marcescens is used in the chitinases studies. The S. marcescens chitinolytic system consists
of two exo-chitinases — ChiA and ChiB, endo-chitinase ChiC and a lytic polysaccharide
monooxygenase (CBP21). In this study we focus on the binding kinetics of S. marcescens
ChiA to chitin The goal of this project is to determine, which is the faster step - the enzyme
association to the chitin surface or the binding of a chitin chain to the enzymes active site is.
7

Also, the importance of the catalytic site amino acid Trp®
studied. For this the ChiA mutant ChiA W167A, which has Trp*®’ replaced with alanine, was

in the binding Kinetics was

used. Unfortunetly, the rate limiting step of chitinase binding couldn’t be determined due to
the fact that the faster relaxation times couldn’t be estimated with given data sets. Thus futher
surveys are needed. The results with the mutant ChiA W167A show, that Trp*®’ does not

have any importance in the association step of the catalytic cycle.

Key words: Serratia marcescens ChiA, ChiA W167A, a-chitin, binding kinetics
T390 Polymer technology, biopolymers
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KASUTATUD LUHENDID

GH — glukosiid hiidrolaas

GIcNAc — N-atsetiul-p-D-glikoosamiin

(GIcNAC); — (N,N'-diatsetull)kitobioos

ChiA — kitinaas A

ChiB — kitinaas B

ChiC — kitinaas C

LPMO - ludtiline polusahhariidi monookstigenaas

Fnlll — fibronektiin 111

CBM - susivesikut siduv moodul

CBP21 — kitiini siduv valk 21

wt — metsiktiip (wild type)

mt — muteeritud (mutant)

MU — 4-mettul-umbelliferoon

MU-NAG; — MU-(GIcNAC); — 4-metutlumbellifertiil -D-N,N'-diatsetutlkitobiosiid
MU-(GIcNAC)3 — 4-metttlumbellifertiil B-D-N,N’,N"-triatsetttlkitotriosiid
(GIcNAC), — tetra-N-atsetulkitotetrosiid

NaAc — naatriumatsetaat

BSA — veise seerumi albumiin

ITC — isotermiline kalorimeetriline tiitrimine

HS-AFM — kiire aatomjou mikroskoopia

CNW — happega to6deldud mikrokristalliline a-Kitiin



SISSEJUHATUS

Kitiin on pollsahhariid, kovalentselt p-1,4-seotud N-atsettitl-p-D-glikoosamiini (GICNAC)
jadkidest koosnev homopolimeer. Kitiini ahelad on enamasti pakitud kristallilistesse
struktuuridesse. Stnteesikoguse ja leviku poolest looduses on Kitiin teisel kohal, tselluloosi
jarel, igal aastal produtseeritakse tlemaailmselt umbes 100 miljardit tonni kitiin [Qin jt.,
2002, Rinaudo, 2006]. Looduses esineb Kkitiin peamise komponendina seeneraku seinas,
nematoodi munades ja artropoodide ehk lilijalgsete (putukate, koorikloomade) eksoskeletis
[Tolaimate jt., 2000, Liu jt., 2006].

Nii keemiliste kui ka bioloogiliste mdjutuste suhtes on kitiin véga vastupidav. Keemiliselt
saab kitiini lagundada kontsentreeritud hapete ning alustega.

Vaatamata suurele produktsioonile ei ole Kkitiin looduses akumuleerunud, seda tanu
efektiivsele ensutm-hldrollusile. Sellistes protsessides osalevad enstuimid on kullaltki
huvipakkuvad, sest torksate polisahhariidide enslimaatiline konversioon on nii suure

bioloogilise kui ka majandusliku tdhtsusega [Horn jt., 2006].

Looduses katalutsivad kitiinis esinevate p-1,4-glikosiidsidemete hidroltisi Kitinaasid
glikosiid hidrolaasi (GH) perekonnast 18 ja B-N-atsetliil-D-heksoaminidaas ehk kitobiaas.
Kitinaasid I0ikavad poliimeerse Kkitiini luhemateks (GIcNAc), disahhariidideks ehk
kitobioosideks, seejérel kitobiaas hudrolulsib need GIcNAc monosahhariidideks [Dahiya jt.,
2006]. Serratia marcescens’i kitinolttiline stisteem on uks paremini uuritud KitinolGdtiliste
enstimide slisteemidest. See koosneb neljast kitiini hidroltdsivast ensutmist: ChiC on endo-
talitlev mitteprotsessiivne Kitinaas; ChiA ja ChiB on kaks protsessiivset Kitinaasi, mis
liiguvad kitiini ahelatel Uksteise suhtes vastassuunaliselt [Horn jt., 2005]; ja kitiini siduvast
valgust CBP21, mis on CBM33-tiitipi ludtiline polisahhariidi monookstigenaas (LPMO).
Viimane teeb katkeid kitiini ahelal okstdatiivse katalliisiga [Vaaje-Kolstad jt., 2010, Horn
jt., 2012].

Tulenevalt kitiini kristallilisest struktuurist on enne katalitisi toimumist vajalik Kitinaasi
seostumine Kitiini pinnale. Esmasele seostumisele jargneb Kkitiini ahela komplekseerumine
enstiimi aktiivtsentrisse ja ahela protsessivne hidroltds. Milline seostumisetapp, kas esmane
seostumine vOi hilisem komplekseerumine, on seostumise jaoks Kkiirust piiravaks ei ole

paraku teada.



Oma t06 eksperimentaalses osas keskendun S. marcescens ChiA seostumiskineetika

uurimisele.

1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kitiin

Kitiin on lineaarne vees lahustumatu poliimeer, mille monomeeriks on gliikoosi derivaat — N-
atsetliil-p-D-glukoosamiin ~ (GIcNAc), mis on seotud poliimeeriks anomeeri [
konfiguratsioonis 1’ ja 4’ O vaheliste glikosiidsidemete abil. Selline gliukosiidside, hapniku
sild kahe suhkrujadgi vahel on tekkinud kondensatsioonireaktsiooni tulemusena.
Polimeeriahelad seostuvad omavahel labi vesiniksidemete ja Van der Waals interaktsioonide,
moodustades kristallilise struktuuri. Kitiini struktuur ei koosne ainult kristallilistest
piirkondadest, vaid esineb ka amorfseid piirkondi. Kitiini ahelad on suunalised — ahela
redutseerivas otsas paikneb glikosiidsest sidemest vaba C1 hudrokstulrihm ja
mitteredutseerivas otsas vaba C4 hidroksuulruhm.

mitteredutseeriv ots — kitobioosi jaak — redutseeriv ots
CH ;0H CH 20H CH ;0H CH0H CH 20H
0 0o o o) O OH
OH ° OH 0 OH 9 OH o OH
~N
H
NH NH NH NH NH
! ¢ | ! d
“ NG PN 7\ 7\
o? Moy o Hy o” “cH 0”7 'CHy 0" 'Chy

Joonis 1. Kitiini ahel, korduv thik N,N’-diatsetiilkitobioos, mis koosneb kahest B-1,4-
glukosiidsidemetega (hendatud N-atsetlul-pB-D-glikoosamiinist. lga monosahhariidi
konformatsioon jargneva suhtes on 180° nurga all.

Vastavalt kitiini ahelate paigutusele eristatakse kolme erinevat kitiini tiitipi: a-kitiini, B-Kitiini
ja y-kitiini. o-kitiini  korral on polimeeriahelad (ksteise suhtes antiparalleelsed
(koorikloomade kitiin), B-Kitiini polimeeriahelad on Uksteise suhtes paralleelsed (peajalgsed,
néiteks kalmaari kitiin) ning y-kitiini polimeeriahelad vahelduvad kahe paralleelse ahela ja

uhe antiparalleelse ahelaga (seente Kitiin) [Tharanathan ja Kittur, 2003].

Kitosaan on kitiini osaliselt deatsetlleeritud derivaat, lineaarne lahustuv katioonne amino
polusahhariid, B-1,4-seotud D-glikoosamiini ja N-atsetull-D-glikoosamiini j&akidest
koosnev heteropoliimeer. Kitosaan on ainuke leelis-kationiseeritud looduslik polisahhariid

ning tal on palju erilisi omadusi: biothildav, biolagunev, mitte-toksiline ja -immunogeenne,
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antibakteriaalne aktiivsus. Téanu Kkitosaani erilistele omadustele kasutatakse teda
biotehnoloogias, biomeditsiinis (néiteks biolagunevad niidid), kosmeetikas, ravimite
arendusel, pdllumajanduses ning toiduteaduses [Li jt., 1992, Remunan-Lopez ja Bodmeier,
1997, Okamoto jt., 2002, Cheng jt., 2003, Chung jt., 2003].

1.2 Kitinaasid

Kitinaasid on kitinoltutilised ensulimid, glikosiid-hidrolaasid, mis katalttsivad Kitiinis
esinevate [B-1,4-glukosiidsidemete hidroliisi, lagundades vees lahustumatu Kitiini madala
molekulmassiga vees lahustuvateks (GIcNAc), disahhariidideks ehk Kitobioosideks.
Viimased lagundatakse  kitobiaasi  poolt  kataltisitud  hidrollisis  GIcNAc
monosahhariidideks. Erinevad organismid produtseerivad Kitinaase erinevatel pohjustel,
lahtuvalt organismide enda flsioloogiast ja Kitiini lagundamise otstarbest [Bhattacharya,

Nagpure ja Gupta, 2007].

Kitinaasid kuuluvad GH18 perekonda, nad erinevad uksteisest Kitiini lagundamise
efektiivsuse ja aktiivtsentri seostumiskohtade ulesehituse poolest [Horn jt., 2006]. Neid
enstilime eristatakse pohiliselt seostumise, protsessiivsuse ning struktuuri jargi. Enamus
kitinaase on multimodulaarsed enstiimid, mis koosnhevad KkatalUdtilisest domaanist ja
seostumisdomaénist. Kitinaasi aktiivtsenter on vaokujuline ning vdrdlemisi pikk ja sigav,
mis on iseloomulik protsessiivsetele enstiumidele. Kuna multimodulaarsete kitinaaside
kataltittilise doméaani seostumiskohad ja substraadi seostumisdomadn on omavahel jaigalt
Uhenduses, s6ltub viimase asukohast enstiumi suunalisus [Van Aalten jt., 2000, Hult jt.,
2005].

Perekonna GH18 kitinaaside kataludtilise dom&ani isedrasuste tottu toimub Kitiini hidroluds
substraat-abistatud mehhanismi abil (vt. joon. 2), mis eeldab substraadi N-atsetuil rihma
olemasolu ja seostumist aktiivtsentri -1 seostumiskohas. Tanu sellele sdilib anomeerne
konfiguratsioon [Van Scheltinga jt., 1995, Van Aalten jt., 2001, Synstad jt., 2004]. Sellest
lahtuvalt on GH18 kitinaasidel vaga suur tahtsus N-atsetliilglikoosamiini seostumisel -1
seostumiskohta, samas on ndidatud, et selline seostumine teistele seostumiskohtadele ei

avalda niivord suurt moju kitiini hiidroltusile [Honda jt., 2000, Sgrbotten jt., 2005].



-4 -3 -2 =1 +1 +2
CBM W167 W539 W275 F396

Joonis 2. Skemaatiline joonis Serratia marcescens kitinaas A (ChiA) aktiivtsentrist, millele
on produktiivselt komplekseerunud kitiini ahel. Pulgad gliikoosijaakidel nditavad N-atsettdl
rihma asetsust, substraat-abistatud hidroldsi toimumiseks on vajalik N-atsetliul rihma
interaktsioon -1 seostumiskoha aromaatse aminohappejaagi korvalahelaga. Joonis on périt
artiklist Zakariassen jt., 2009.

Kitinaase on leitud véga erinevatest organismides. Nii neist, mis ise sisaldavad Kitiini (nditeks
putukad, seened, parmid, peajalgsed) kui ka neist, mis ise Kitiini ei sisalda (néiteks bakterid,
taimed, selgroogsed) [Danismazoglu jt., 2015]. Nii Kitiini kui ka tselluloosi lagundavad
looduses pohiliselt bakterid ja seened, mis sekreteerivad hidrollitiliste ja oksudatiivsete
enstiimide kogumikke [Vaaje-Kolstad jt., 2013]. Paljude bakterite perekonnad — Serratia
[Watanabe jt., 1997, Suzuki jt., 2002], Aeromonas [Weisburg jt., 1991, Wu jt., 2001, Synstad
jt., 2008, Gokce jt., 2010] ja Enterobakter [Chernin jt., 1995] produtseerivad suurel hulgal
kitinoldtilisi enstiime [Nawani ja Kapadnis, 2001]. Véiksemal méaéaral produtseerivad
kitinaase veel mdned teatud mikroorganismid (nditeks Bacillus thuringiensis) [Danismazoglu
jt., 2015]. Oma t060s kasutasin Serratia marcescens ChiA, seetdttu keskendun jargnevalt S.

marcescens kitinoltitilisele siisteemile.



1.3 Serratia marcescens Kitinoltutiline stisteem

Kitinaaside uuringutes kasutatakse mudelsiisteemina Serratia marcescens’i kitinoliiiitiliste
ensttimide siisteemi. Arvatakse, et S. marcescens on seni uuritutest kdige efektiivsem Kitiini
lagundav mikroorganism [Vaaje-Kolstad jt., 2013]. S. marcescens on enterobakterite hulka
kuuluv mullabakter, pulgakujuline gram-negatiivne fakultatiivne anaeroob. Geneetiliste
uuringute abil on tapselt identifitseeritud erinevatelt S. marcescens tiivedelt périt Kitinaasid:
kitinaas A (ChiA), kitinaas B (ChiB) ja kitinaas C1 (ChiC1). Samuti kuuluvad siia ststeemi
ChiC1 proteolldtiline derivaat ChiC2, CBP21 ning kitobiaas [Suzuki jt., 2002]. S.
marcescens kitinoltutilises ststeemi kitinaasid omavad stinergistlikku efektiivsust, igal

kitinaasil on oma roll kitiini lagundamisel [Horn jt., 2006].

Esimene GH18 perekonna Kitinaasi struktuur, mis tehti kindlaks oli Serratia marcescens
ChiA [Perrakis jt., 1994], esimene CBM33 perekonna Kitiini siduva proteiini struktuur oli S.
marcescens CBP21 [Vaaje-Kolstad jt., 2004] ning esimene GH20 kitobiaasi struktuur oli S.
marcescens [-N-atsettll-D-heksoaminidaas [Tews jt., 1996], mis on (htlasi tema ainuke

kitobiaas.

S. marcescens GH18 perekonda kuuluvad kitinaasid on: endo-talitlev mitteprotsessiivne
kitinaas C (ChiC), ekso-talitlevad protsesiivsed kitinaasid A (ChiA) ja B (ChiB). Viimased
alustavad kitiini ahela lagundamist erinevalt, vastavalt redutseerivast ja mitteredutseerivast
otsast, ja seega liiguvad ahelal Uksteise suhtes vastassuunalised [Van Aalten jt., 2000, Hult jt.,
2005].



ChiA ChiB

Fnlll-like
(PF08329)

ChiC

Putative appearance of ChiC extra domains

F @0

Fnlll-like CBM5/12
(PFO0041)

Joonis 3. S. marcescens’i GH18 kitinaaside kristallilise struktuuri tUlevaade. Vélja on toodud
ChiA ja ChiB multimodulaarsus ja ChiC homoloogide Fnlll ja CBM5/12 domaani
tuumamagnetresonants struktuur. Joonisel tahistab GH18 kataltiutilist dom&&ni ning Fnlll-
like ja CBM5/12 seostumisdomaani Joonis on parit artiklist Vaaje-Kolstad jt., 2013.
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1.3.1 ChiB

Kitinaas B seostub eelistatult substraadi ehk kitiini ahela otsaga, aga on ka endo seostumist
kirjeldatud [Perrakis jt., 1994, Brurberg jt., 1996, Aronson jt., 2003]. See on protsessiivne
enstiim, mis tahendab, et peale hudrolusi liigub ta médda ahelat edasi. Ta lagundab kitiini
ahelat mitteredutseerivast otsast ja liigub redutseeriva otsa suunas. ChiB koosneb kahest
doméénist — katallutilisest domé&énist ja substraati siduvast domaanist (CBM), mis on
omavahel jéigalt Ghendatud. Kitinaas B CBM asub C-terminaalses otsas (vt. joon. 3) ja
kuulub CBMS5 klassi [Van Aalten jt., 2000].

S. marcescens ChiB ensulmi aktiivtsentris on 6 N-atsetutlglikoosamiini seondumiskohta,
jarjekorras -3 kuni +3. ChiB-d iseloomustab vaokujulise aktiivtsentri suhteliselt ,,kinnine*
ulemine osa [Van Aalten jt., 2001], mis annab aktiivtsentrile tunneli-laadse kuju [Davies ja
Henrissat, 1995]. Kitiini ahel siseneb ChiB aktiivtsentrisse + seostumiskohast ja liigub -
seostumiskoha suunas. Pérast substraadi hudroliiusi vabanevad dimeerid aktiivtsentri -1 ja -2
seostumiskohtades [Van Aalten jt., 2001].

ChiB aktiivsust 4-metiiiilumbelliferiiiil B-D-N,N’-diatsettitlkitobiosiidi (MU-NAG,) suhtes
on naidatud K, véartusega 31 + 6 UM ja key Vadrtusega 18 + 2 s™. 4-metiiiilumbelliferiiiil B-
D-N,N’,N"-triatsetudlkitotriosiid (MU-(GIcNAC)3) substraadil on saadud ChiB K, véartuseks
6.8+ 1 UM ja keat vaartuseks 57 + 4 s* [Horn jt., 2005].
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1.3.2 ChiC

Kitinaasi C iseloomustab endo-laadne seostumine, see téhendab, et ta seostub eelistatult
substraadi ehk Kitiini ahela keskele. See on mitteprotsessiivne enstiim, mis tdhendab, et peale
hidrolliusi vabaneb ta ahelalt ning peab uuesti substraadiga seostuma. ChiC koosneb
katalitilisest domé&énist ja kahest substraati siduvast doméénist — Fnlll moodulist ja temaga
seotud CBM12 moodulist (vt. joon. 3). [Suzuki jt., 1999].

Taispikka Kitinaasi C proteolulsivad endogeensed proteaasid, mille tulemusel saadakse pikk

(ChiC1) ning luhike variant (ChiC2), mis sisaldab ainult katalultilist doméani.

ChiC puhul on ainult katalttilise domaéani kristalliline struktuur kindlaks méaratud. ChiC
vaokujuline aktiivtsenter on madala ja avatud struktuuriga, mis vdimaldab endo-laadset
seostumist [Van Scheltinga jt., 1994].

Lahtudes ChiC seostumisest Kitiini ahelale endo-laadselt ja juhuslikult, on tema hudrolidsi
produktideks uute ahela otsadega pikad Kkitiini fragmendid, mis on substraadiks ekso-
laadsetele kitinaasidele (naiteks ChiA ja ChiB) [Horn jt., 2006].

Katses MU-(GIcNAc)s;-ga on saadud ChiC K, vaartuseks 80 + 8 UM ja ko vaartuseks 2.0 £
0.1 s. ChiC naib omavat vaiksemat kataliiitilist efektiivsust lihemate substraatide peal kui
ChiA ja ChiB [Horn jt., 2005].

1.3.3 CBP21

CBP21 on CBM33-tlupi ludtiline poltsahhariidi monookstigenaas (LPMO), mis teeb kitiini
ahelal katkeid oksudatiivse katalliisiga. [Vaaje-Kolstad jt., 2010, Horn jt., 2012]. Arvatakse,
et CBP21 tegutseb substraadi piirkondadel, mis on kitinaasidele v&hem juurdepadsetavad
[Vaaje-Kolstad jt., 2013]. Lohkudes kitiini ahelat, tekitab CBP21 uusi seostumiskohti
kitinaasidele ja seega omab olulist stnergilist rolli S.marcescens’i kitinolttilises stisteemis
[Vaaje-Kolstad jt., 2005].
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1.3.4 ChiA

ChiA on protsessiivne enstiim, mis tahendab, et peale hudroltdsi liigub ta modda ahelat
edasi. Ta koosneb eraldiseisvast CBM ja katalliltilisest domaénist, mis on omavahel jaigalt
Uhendatud (vt. joon. 4A) [Zakariassen jt., 2009]. ChiA, vastupidiselt ChiB-le, alustab Kitiini

ahela lagundamist redutseerivast otsast liikudes mitteredutseeriva otsa suunas [Perrakis jt.,

1994, Van Aalten jt., 2000].

Algselt vaadeldi kitinaasi A kui Kitiini ahela redutseeriva otsa spetsiifilist ekso-enstiimi,
hiljem on néidatud ka endo-aktiivsust [Horn jt., 2006]. ChiA vaokujuline aktiivtsenter on
stigava, kuid avatud struktuuriga, mis vihjab ka endo-laadse aktiivsuse olemaolule [Perrakis
jt., 1994, Brurberg jt., 1996, Aronson jt., 2003]. Teatud tingimustes on ChiA endo-laadset
aktiivsust kitosaaniga tehtud katsetes tfestatud [Serbotten jt., 2005], samas tema siigav
vaokujuline aktiivtsenter takistab ensulimi endo-laadset seostumist raskesti ligipadsetavatele
substraatidele, milleks on tdeliselt lahustumatu ja kristalliline aine — kitiin [Perrakis jt., 1994].

1.3.4.1 Kataluutiline tsenter

S. marcescens ChiA enstuimi kataltdtilises tsentris on 6 glukoosijadgi seondumiskohta,
jarjekorras -4 kuni +2 (vt. joon. 4B). Kitiini ahel siseneb ChiA aktiivtsentrisse —
seostumiskohast ja liigub + seostumiskoha suunas. lgale katalliutilise tsentri gliikoosijaagi
seondumiskohale vastab aromaatse aminohappejéagi korvalahel, seondudes korrektselt (vt.
joon. 2), tekivad kataltiusiks vajalikud hiidrofoobsed interaktsioonid. Kitiini ahela hidroluls
jaab -1 ja +1 seostumiskohtade vahele, mida viib l&bi kataltttiliselt aktiivse aminohappejaagi

— glutamiinhappe (GIu®®

) korvalahel (vt. joon. 4B rohelisega mérgitud E315). Pérast
substraadi hudroliiusi vabanevad dimeerid aktiivtsentri +1 ja +2 seostumiskohtadest [Perrakis
jt., 1994, Zakariassen jt., 2009]. -1 seostumiskohaga peab olema seotud N-atsetiitl rihm, kui
seda ei ole (naiteks kitosaani korral), siis hidroltlsi selle gliikoosithiku juures ei toimu (s.0
mitteproduktiivne seostumine) ning ahel liigub edasi ja seejarel produtseeritakse pikem

(paaris arvuline) oligomeer [Horn jt., 2006, Sikorski jt., 2006].

B-kitiini ja kitosaaniga tehtud katsete ChiA ja ChiA mutantidega (W167A, W275A ja F396A)
pdhjal ndidati, et katalutilise tsentri laheduses asuvatel aromaatsetel aminohappejaékidel on

oluline mdju polimeeriahela korrektsel seondumisel vaokujulise aktiivtsentriga ning edasisel

13



protsessiivsusel. Seega protsessivne omadus vOimaldab hea kitinoludtilise efektiivsuse
kristallilisel substraadil, kuid limiteerib ChiA potensiaalset kitinolultilist kiirust, mida on

naidatud amorfsetel substraatidel [Zakariassen jt., 2009].

e B F396
\* — 'g Y418
fo Y444 )':tQ.
F245 e
Sy ) W539 Q)~ L 3
(( F232 y o e VD bR L wers
/ ‘\ \ |-
< f}. - \ V
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& E3 5, {(418

Joonis 4. S. marcescens ChiA aromaatsete aminohappe jaékide asetus ja ensulim-substraat
interaktsioonid.

A: a-susinik ahel ning aromaatsed kdrvalahelad, mis joondavad katalliutilise domaani
vaokujulise aktiivtsentrini ja substraadi seostumis domaéani pinnale.

B: ChiA aktiivtsenter. Aromaatsed aminohapped on mdlemal pildil mérgitud tumesinisega,
GIcNAc oligomeerid on margitud helesinisega. Number tahistab glikoosijaégi-
seostumiskohta. Joonis on modifitseeritud kujul périt artiklist Zakariassen jt., 20009.

On leitud, et ChiA Kkataliutilise tsentri substraadi seostumiskohad jatkuvad CBM-ni
[Uchiyama jt., 2010], kokku 13 substraadi seostumiskohta [Aronson jt., 2003].
Protsessiivsetel ekso-tsellulaasidel on leitud, et aktiivtsentril on seostumisenergia gradient,
mis tagab suunalise kulgemise modda ahelat [Payne jt., 2013]. Seega v0ib eeldada, et ChiA
aminohappejéégid, mis jaavad valjapoole kataludtilist tsentrit, omavad mdju aktiivtsentri
seostumisenergia gradiendi tekkimisele. Viimane soodustab produktiivset komplekseerumist,

mis omakorda tagab protsessiivsuse [Payne jt., 2013, Knott jt., 2014, Golussi jt., 2015].

14



1.3.4.2 Kitiinile seostumise domaan

Kitinaas A CBM asub N-terminaalses otsas, ta kuulub fibronektiin 111 (Fnlll) tliupi CBM-de
hulka (vt. joon. 3) [Van Aalten jt., 2000]. See eraldiseisev doméaan vastutab Kitinaasi algse
seostumise ja Kkitiini ahela otsaga komplekseerumise eest, milleks ChiA puhul on
polumeeriahela redutseeriv ots [Hult jt., 2005]. Struktuurselt paikneb ChiA CBM domé&an
vorrelduna ChiB CBM domaéaéniga vastastikusel poolel. Kuid sellest ainuliksi ei tulene nende
ekso-kitinaaside omadus hidroliiisida Kitiini ahelat vastupidises suunas, olulist rolli omab
siinjuures kataltdtilise tsentri laheduses olevate aromaatsete aminohapete kdrvalahelate

paiknemine [Zakariassen jt., 2009].

1.3.4.3 Biokeemiline iseloomustus

Torksate polusahhariidide ekso-laadsete protsessiivsete enstimide hudrolulsi protsessi
kirjeldatakse nelja jarjestikuse etapina: pollimeeri pinnale seostumine; polumeeriahela otsa
aratundmine ning sellega seostumine; produktiivse enslium-substraat kompleksi
moodustumine ja polimeriahela protsessiivne hidrollis; ahela pinnalt dissotsieerumine
[Beckham jt., 2014]. Enstiimkineetika uurimine on vajalik méistmaks, milline on hidroludsi

limiteeriv etapp vOi pidurdav tegur.

Isotermilise kalorimeetrilise tiitrimise (ITC) katsed viitavad, et kiirust piirav etapp ei ole
produkt-inhibitsioon ja voiks olla komplekseerumine. ITC meetodil on maaratud ChiA
seostumise Ky vaartuseks MU-NAG;-ga 0,40 £ 0,1 mM [Kuusk jt., 2015]. B-kitiiniga tehtud
ChiA aktivatsiooni parameetrite mddtmised on ndidanud, et ChiA poolt katalliusitud
hidroliils  omab  suurt  entroopilist  aktivatsioonibarjaari. ~ Suur  entroopiline
aktivatsioonibarjaar iseloomustab bimolekulaarset kiirust maaravat etappi, mis viitab sellele,
et B-kitiini hudrolusi kiirust limiteerib komplekseerumine kitiini ahelaga [Zakariassen jt.,
2010].

Kitiini nanovurrudega (happega toddeldud mikrokristalliline o-kitiin, CNW) l&biviidud
algkiiruse baasil arvutatud oletatavaks ChiA K.y vaartuseks on saadud 105 + 10 st [Kuusk jt.,
2015]. Kristallilist B-kitiini kasutades saadi algkiiruse baasil arvutatud ChiA kg vaartuseks
0,54 + 0,04 s™ (katse viidi labi 37 °C juures erinevalt eelnevalt mainitud katsetest, mis viidi
labi 25 °C juures) [Zakariassen jt., 2010]. Madrgatavat erinevust kg, vaartuste vahel saab
seletada ChiA parema ligipadsuga CNW-le kui B-kitiinile. On leitud ka ChiA kg Vvaartus
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osaliselt atsetileeritud kitosaaniga tehtud Kkatsetes, mis jaab vahemikku 20 — 40 s*
[Zakariassen jt., 2010]. ChiA vaadeldud k. vaartused langesid kiiresti hudrollusi kestel
CNW-ga tehtud katsetes [Kuusk jt., 2015].

Hiljuti demonstreeriti kiire aatomjou mikroskoopia (HS-AFM) meetodil ChiA ja ChiB
protsessiivset omadust ja nende kitinoludtilist vastassuunalist liikumist. HS-AFM uuringus
vaadeldi ChiA liikumist reaal-ajas modda B-kitiini mikrofibrille ning leiti labitud vahemaad
teatud ajahetkedel. Nende andmete edasisel analliusimisel saadi ChiA protsessiivse liikumise
poolestusajaks (t) 0,293 + 0,036 s ja keskmiseks kiiruseks 70,5 + 25,2 nm s™, nende véartuste
pdhjal arvutati ChiA arvestuslikuks protsessiivsuse poolestusajaks 21 reaktsiooni (B-kitiini
korduvuhiku ehk kitobioosi pikkus on 1 nm) [lgarashi jt., 2014].

1.3.4.4 ChiA mutant W167A

ChiA detailseks uurimiseks on erinevates laborites tehtud palju erinevaid mutante.
Muudatused aktiivtsentri aromaatsetes aminohappejaédkides vdimaldavad aru saada nende
olulisusest ensulmi protsessiivsusele ja efektiivsusele. Tehtud uuringud nditavad, et
aromaatsed aminohappejdagid, mis neid omadusi drastiliselt mdjutavad, paiknevad
katalidtilise tsentri lahedal [Horn jt., 2006, Zakariassen jt., 2010]. Oma t66s kasutasin ChiA
mutanti W167A, mis on tehtud Norras (Prof. M. Sgrlie, Norwegian University of Life
Sciences).

ChiA W167A mutandi aktiivtsentris on -3 seostumiskohas truptofaan (W167) (vt. joon. 4B)
asendatud alaniiniga (A). ChiA Trp167 on vdga oluline protsesiivsusele, W167A mutandiga
tehtud katsetes, kasutades substraadina B-kitiini, ndidati protsesiivsuse drastilist vahenemist.
Katses leiti, et ChiA W167A mutant omas algkiirust, ke 0,54 + 0,04 s™*, mis on 1,5 korda
aeglasem ChiA algkiirusest, kea™™ 0,54 + 0,04 s [Zakariassen jt., 2010]. p-kitiini 50 h
hidrollusi katse andis tulemuseks 30% wt ChiA saadust. Samas on néidatud ka ChiA
W167A mutandil kuni 10x suuremat kataltttilist aktiivsust kitosaani suhtes [Zakariassen jt.,
2009].

Tetra-N-atsetlulkitotetrosiid (GICNAC),4 substraadil saadi ChiA W167A Ky vaartuseks 97 £ 9
st ja K, vaartuseks 333 + 44 pM, vardlusena wt ChiA samade katsetingimustega 33 + 1 s ja
9 + 1 uM, vastavalt. Antud tulemused on huvitavad, kuna produktiivselt (GICNACc), ei seostu

aktiivtsentri -3 seostumiskohaga, ainult -2 kuni +2, aga samas omab ChiA W167A ensium-
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7

substraadi kompleks 37 korda vaiksemat afiinsust, mis tahendab, et Trp™®" omab rolli

substraadi jdudmisel vaokujulisse aktiivtsentrisse [Krokeide jt., 2007, Norberg jt., 2011].

Need tulemused néitavad, et protsessiivne mehhanism on kristallilise substraadi lagundamisel
véga oluline, kuid parsib ensulmi aktiivsust amorfsel substraadil [Horn jt., 2006, Zakariassen
jt., 2009]. Untlasi arvatakse W167A mutandiga tehtud Kkatsete p&hjal, et mittelahustuvate
substraatide (kitiin) ja lahustuvate substraatide (kitosaan) hddroltisi kiirust limiteerivad
etapid on erinevad [Zakariassen jt., 2010]. Mutantsete ensulimide katsetega on joutud
arvamusele, et protsessiivsus nfuab tugevat produkti seostumist, seega ka tugevat produkt-
inhibitsiooni [Bu jt., 2012]. Hiljuti naidati ChiA ja ChiA W167A erinevaid ko vaartusi
erinevatel substraatidel, naiteks ChiA ko vaartusteks saadi CNW substraadil 0,012 + 0,002 s*
ning a-kitiinil 0,0015 + 0,0005 s, tuues vélja seose madala ko Vaartuse ja protsessiivsuse
tugevuse vahel [Kurasin jt., 2015].
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 TOoO eesmark

Kéesoleva t66 eesmérgiks on valja selgitada, milline on kiirust piirav etapp S. marcescens’i
kitinaasi ChiA seostumisel kitiiniga — kas enstiimi esmane assotsieerumine Kitiini kristalli

pinnale vdi hilisem kitiini ahela komplekseerumine enstiimi aktiivtsentriga.

2.2 Materjalid

Substraadid — Atsetuleeritud kristalliline a-kitiin, valmistatud krabi kitiinist (Sigma 7170) Dr.
Kuuse ja Dr. Véljamde poolt (acUHal) [Kuusk jt., 2015]; 4-metttl-umbelliferadl-
diatsettdlkitobiosiid hiidraat (MU-NAG:), (Sigma M9763).

Enstiimid — S. marcescens kitinaas A (ChiA) ja selle mutant ChiA W167A on saadud
uurimisgrupi Norra kolleegilt Dr. M. Sorlie’lt (Norwegian University of Life Sciences).

2.3 Metoodika

2.3.1 Enstiiimide ChiA ja ChiA W167A MU-NAG:, hudroluusi kaliiber

Enstiime inkubeeriti 5 uM MU-NAG; substraadiga 50 mM Na-atsetaat puhvris pH 6,1 0,1
g/l BSA juuresolekul 25 °C juures.

ChiA kontsentratsioonid olid 0,1 — 1 nM, ChiA W167A kontsentratsioonid olid 0,5 — 2 nM.
Reaktsiooniajad olid ChiA puhul: 1 min, 2 min, 3 min, 5 min ja 10 minutit; ja ChiA W167A
puhul: 10 min, 15 min, 20 min, 25 min ja 30 minutit. Reaktsioon peatati NaOH lisamisega

I6ppkontsentratsioonini 10 mM, ja seejarel viidi ruumala 1 ml-ni 0,1 M NH3-ga.
0 min ajapunkti puhul lisati reaktsioonisegule NaOH enne ensulmi lisamist.

Fluorestsentsi moddeti ergastuse ja emissiooni lainepikkustel vastavalt 360 nm ja 450 nm
kasutades Hitachi F-4500 fluorimeetrit. Fluorestsentsi abil saab maérata vabanenud MU

kontsentratsiooni, kasutades meie laboris méaratud suhet 1 nM MU = 14 dINT.
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2.3.2 Ensuimide ChiA ja ChiA W167A seostumiskatse

0,1g/L; 0,2 9/L; 0,5¢/L; 1 g/L ja 2 g/L acUHal substraati inkubeeriti 1 nM ChiA v6i ChiA
W167A ensiiimiga 50 mM Na-atsetaat pH 6,1 puhvris 0,1 g/L BSA juuresolekul 25 °C juures
pidevalt segades. Soovitud aja jarel voeti valja 0,5 ml alikvoodid ja reaktsioon peatati

filtreerimisega labi GF-D Whatman filtri.
Filtraati tsentrifuugiti 2 minutit 10000 x g juures ning eraldati supernatant.

Null ajapunkti saamiseks eraldati enne reaktsiooni kaivitamist 450 pL reaktsioonisegust,
samuti tsentrifuugiti 2 minutit 10000 x g juures ning eraldati supernatant, jargnevalt tehti

kdike samamoodi.

Vaba enstiimi mé&&aramiseks hidrolldsiti supernatanti jaanud enstiimiga MU-NAG;-
substraati. Selleks lisati 200 pL supernatandile 5 UM MU-NAG:; substraati ja inkubeeriti 25
°C juures. ChiA korral oli katse kestvuseks 5 min ning ChiA W167A korral 30 min. Katseaja
moodudes peatati reaktsioon lisades NaOH-d I6ppkontsentratsiooniga 10 mM ja segati

vortexil.

Peatatud reaktsioonisegu lahjendati 750 pL 0,1 M ammoniaagiga ja mdddeti fluorestsents
ergastuse ja emissiooni lainepikkustel vastavalt 360 nm ja 450 nm kasutades Hitachi F-4500

fluorimeetrit.

Fluorestsentsi md6tmine nditab vabanenud 4-mettil-umbelliferooni (MU) suhtelist hulka.
Kasutades MU-NAG; hidroltisi kaliibri katses lineaarse regressiooni teel saadud
kaliibreerimissirge tdusu saab Vvélja arvutada reaktsioonis osaleva vaba ensuimi
kontsentratsiooni (Evana) ja Seejarel seostunud ensiiiimi kontsentratsiooni (Eseost). Seostunud
enstiimi kontsentratsiooni saab leida kogu ensutimi kontsentratsiooni (E) ja vaba enstumi

kontsentratsiooni vahe kaudu (Eseost=Etot-Evaba)-
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2.4 Tulemused ja arutelu

2.4.1 Seostumiskineetika teoreetiline analtus

Lahtudes Kitiini Kkristallilisest struktuurist on tema enstimaatiline hidroliiis vaadeldav tahke-
vedel piirpinnal toimuva heterogeense kataltiusina. On ilmne, et kataltiisi toimumiseks peab
ensttim eelnevalt seostuma Kitiini pinnale. Kitinollutilise enstiimkineetika mudel ensutmil

S. marcescens ChiA-l on selleks eraldiseisev CBM domaan.

CBM-i vahendatud seostumisele jargneb enstidmi liikumine mddda poliimeeriahelat
lateraalse difusiooni teel, et leida ahela redutseeriv ots. Redutseeriv ots suunatakse
kataltiitilise domé&é&ni aktiivtsentrisse samm-sammuliste protsesside abil, mille kaigus
kinnitub redutseeriv ots aktiivtsentri tunneli viimasesse seostumiskohta ning hudrolils saab

toimuda.

Mitteproduktiivne ensulm-substraat kompleks (EmpS) on kompleks, kus ensiiim on
mitteproduktiivselt seostunud substraadile, sinna alla kuuluvad: substraadi pinnale seostunud
enstiiim ja enstiim, mis on ahelaga komplekseerunud, aga mitte kaugemale kui aktiivtsentri -
1 seostumiskoht. Algsele kitiini ahelale seostumisele labi ChiA eraldiseisva CBM-i jargneb
enstdmi litkumine mitte-redutseeriva otsa suunas, mis I6ppeb, kui ahela redutseeriv ots asub
ChiA aktiivtsentri +2 seostumiskohas (produkti seostumiskohas), moodustub produktiivne
enstim-substraat kompleks (EpS) [Kuusk jt., 2015].

<o &@l@@__

kl kZ ks B
Evaba +S5 = EMPS — EPS — Evaba + nP
k_, k_,

Skeem 1. Reaktsiooniskeem, ChiA vahendatud Kitiini enstimhuadroluds. Enstimi (E)
seostumine kitiinile (S) on kirjeldatud kaheastmelise reaktsiooniskeemi abil. Esimeses astmes
vaba enstiim (Evapa) Seostub kitiini pinnale, mille tulemusena moodustub mitteproduktiivne
enstiim-substraat kompleks (EmpS), millele jargneb kitiini ahela komplekseerumine enstumi
aktiivtsentrisse ja moodustub produktiivne enstiim-substraat kompleks (EpS). Teises astmes
toimub Kkataltiis, mille tulemusena EpS kompleks laguneb enstimi dissotseerumisel ja
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vabanevad Eyspa ja n produktimolekuli, kus n on enstimi protsessiivsus. EvpS ja EpS
kompleksid vdivad podrdreaktsiooni teel laguneda, kiiruskonstantidega vastavalt k_; ja k,.

Lahtuvalt reaktsiooniskeemist ja massitoimeseadusest on vdimalik iga ensutmi vormi jaoks

valja kirjutada seos, mis Kirjeldab tema kontsentratsiooni muutumist ajas.

d[Eva a] .
dl; “= k—l[EMPS](t) + k3[EPS](t) — k1So [Evaba](t), (vorrand 1)
d[EpmpS] i
I\Z O = &y SolEvapal o) + k—2[EpSley — ko1 [EmpSley — k2[EnpSl(e), (vBrrand 2)
d[EpS] )
Zt 2= ks [EMPS](t) - k—Z[EPS](t) - kB[EPS](t)- (vGrrand 3)

Vorrandites 1 ja 2 on vaadeldud substraadi kontsentratsiooni ajast s6ltumatuna ja tahistatud

kogukontsentratsiooniga (So).

Kehtib ka seos, mis (tleb, et kdikide enstiimi vormide kontsentratsioonide summa vordub

koguensiiumi kontsentratsiooniga (Eo) (vOrrand 4).
Eo = [Evaval@) + [EmpS]ey + [EpSl(e). (vGrrand 4)

Lahtudes vorranditest 1 kuni 4 tuletas Dr. P. Kuusk, (TUFI teoreetilise fuisika labor), iga
ensiimi  vormi  kontsentratsiooni  ajasGltuvust Kirjeldava seose. Vaba ensulmi

kontsentratsiooni ajas6ltuvust kirjeldav seos on jargmine:

t t

[Evaba](t) = 1\/116_a + 1\/123_E + (Eo - M, — Mz)- (vOrrand 5)

M; on amplituudi nditaja ehk integreerimiskonstant, mis iseloomustab vaba enstimi
seostumise esimest etappi, M, on integreerimiskonstant seostumise teise etapi jaoks ning t;
on relaksatsiooniaeg seostumise esimese etapi jaoks ja 1, on relaksatsiooniaeg seostumise

teise etapi jaoks.

Kdikide enstiimi vormide kontsentratsiooni ajasdltuvus on oma uldkujult sarnane, koosnedes
kahe eksponentfunktsiooni summast, millele lisandub ajast sdltumatu konstantne liige. Ajast
sOltumatu  konstantne liige vOrdub vastava ensliimi vormi statsionaarse oleku
kontsentratsiooniga. Vaba ensiumi kontsentratsioon statsionaarses olekus ([Evapalst) On

kirjeldatud jargnevalt

[Evabalse = Eog — My — M, (vGrrand 6)
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Vorrandis 5 esinevad relaksatsiooniajad (11 ja T2) on seotud reaktsiooniskeemil (skeem 1)

toodud kiiruskonstantidega vastavalt seostele

1 A ’AZ
—=—-— [——B, (vOrrand 7)
T1 2 4

—=Z4 |=—B, (vOrrand 8)

kus omakorda
A=kSog+k_1+ky, +k_,+ ks, (vBrrand 9)
B = klso(kz + k_z + k3) + k—lkZ + k_1k3 + k2k3. (Vﬁrrand 10)

Uksikute kiiruskonstantide vaartuste leidmisel katseliselt maaratud relaksatsiooniaegadest on
otstarbekas analulsida mitte relaksatsiooniaegu eraldivoetuna, vaid nende poordvéaartuste

summat ja korrutist.

1 + 1_ A, (vOrrand 11)
11 T2

1l-3B (vOrrand 12)
T1 T

Modtes molema relaksatsiooniaja (11 ja t12) vdadrtused erinevatel substraadi

— : 1 1 )
kontsentratsioonidel on graafikutel — + — versus Sy ja

versus Sp voimalik leida kdigi
71 T2 7172

viie reaktsiooniskeemis (skeem 1) esineva kiiruskonstandi véaartused.
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2.4.2 ChiA seostumine a-kitiinile

2.4.2.1 Vaba ensuumi kontsentratsiooni maaramine MU-NAG, hudroltuusi

kaudu

Vaba enstimi madramiseks kasutati enstimaatilist meetodit, mille eeliseks on kdrge
tundlikkus, sest reaktsiooni aega pikendades saab signaali v6imendada. MU-NAG;
hidrolutsiks peab seostumine toimuma -2 kuni +2 seostumiskohtades, mida avatud
vaokujuline aktiivtsenter voimaldab ka endo-laadse seostumisega. Hudroluusil 16hutakse MU
ja NAG; vaheline glikosiidside (vt. joon. 5), moodustub MU, mille fluorestsentsi saab
mdota. Et oleks v@imalik méadrata MU kontsentratsiooni kaudu vaba enstimi

kontsentratsiooni, tehti vastav kaliiber.

Gyt s A0 s =
AcHN ChiA H
AcHN HO
\@; o AcHN AcHN
—

CHg HZO CH3j
ool
HO Q=0

Joonis 5. MU-NAG:; hiidrolts, katalttsitud ChiA poolt. Tulemuseks on NAG; ja MU,
viimane fluorestseerub aluselises keskkonnas.

MU-NAG; hudroltsi kaliibri tegemiseks maarati esmalt MU kontsentratsiooni (cyy) muutus
ajas, hudrolutsides MU-NAG.,-te erinevatel kitinaaside kontsentratsioonidel, MU-NAG;
I6ppkontsentratsioonil 5 puM (vt. joon. 6). MU fluorestsentsi mdddetakse ergastuse ja
emissiooni lainepikkustel vastavalt 360 nm ja 450 nm. Seega saab fluorestsentsi abil maarata
vabanenud MU kontsentratsiooni, kasutades meie laboris maaratud suhet 1 nM MU = 14
dINT.
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Joonis 6: Kitinaaside ChiA (A) ja ChiA W167A (B) MU-NAG; hidrolulsi ajakdverad. 5
KM MU-NAG; hidrollusiti erinevate enstitimi algkontsentratsioonide (Eq, nM) juures.

Kasutades MU-NAG; hidroliisi ajakdverate lineaarset regressiooni on voimalik leida iga
enstiimi kontsentratsiooni jaoks sirge vorrand. Antud juhul huvitab meid sirge tdus, mis cyy
vs aeg graafikul (vt. joon. 6) néitab reaktsiooni kiirust (v, NM/s), mis iseloomustab kindlat
ensttimi kontsentratsiooni. Joonisel 7 on iga enstiimi kontsentratsiooni jaoks leitud sirge tus
(vastavalt joonisele 6), mis on viidud vastavusse kogu enstiimi kontsentratsioonidega (Eo,
nM). Nende andmetega saadud graafikule leiti lineaarse regressiooni abil veel kord sirge

vorrand (vt. joon. 7).
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Joonis 7: Kitinaaside ChiA (A) ja ChiA W167A (B) MU-NAG; hudrolidsi reaktsioonide
kiiruste (v, nM/s) vastavus enstiimi algkontsentratsioonidele (Eo, nM).

Joonisel 7 kujutatud sirge vorrandi tdusud iseloomustavad ChiA (vt. joon. 7A) ja ChiA
W167A (vt. joon. 7B) aktiivsust kindlal MU-NAG, kontsentratsioonil (v/Ep), vadrtustega
1,3456 s* ja 0,046 s, vastavalt. Nendes tulemustes on naha suurt erinevust ensiiimi
aktiivsustes, mis tuleneb ChiA W167A aktiivtsentri -3 seostumiskohas olevast mutatsioonist.
See ei ole Ullatav, kuna varasemates t66des on margitud kataltiitilises domaanis asuvate

aromaatsete aminohappejaékide korvalahelate olulisust [Perrakis jt., 1994, Zakariassen jt.,
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2009], seda ka olukorras, kus produktiivse ensulim-substraadi kompleksi moodustumisel ei
toimu -3 seostumiskohale seostumist [Norberg jt., 2011]. Trp™’ olulisust iseloomustavad
hasti (GIcNACc), substraadil leitud ChiA [Krokeide jt., 2007] ja ChiA W167A [Norberg jt.,
2011] Ky, véartused, ChiA W167A 37 korda suurem K, néitab ndrka interaktsiooni substraadi

ja ensulimi -2 kuni +2 seostumiskohtade vahel.

MU-NAG:, hidroliisi aktiivsuse kaudu saab vOrrandit 13 kasutades méarata vaba ensdidmi

kontsentratsiooni

Evapa = v"!’TU, (vOrrand 13)

a on joonistel 7A ja 7B lineaarse regressiooni abil saadud sirge tdus.

25



2.4.2.2 Kitiinile seostumise kineetika

Kitinaasi algne seostumine Kkitiinile on kirjeldatav teist jarku reaktsiooniga (vt. skeem 1).
Kitinaasi lateraalsest difusioonist modda kitiini ahelat ja viimase sammsammuline
edasiminek aktiivtsentri tunnelis on Kkirjeldatavad esimest jarku reaktsiooniga [Kuusk jt.,
2015]. Seostumiskineetika paremaks mdistmiseks teostati vaba enstiiimi kontsentratsiooni

(Evana) ajasoltuvusel pohinev statistiline analts.

Evana madrati erinevatel substraadi algkontsentratsioonidel. MU-NAG; hidroludsi kaliibrist

saadud katseandmete abil arvutati Eyap,, Vastavalt vorrandile 13.

Empiirilised andmed analtdsiti Statistica StatSoft programmis vastavalt vorrandile 5 ja 14.
Vorrand 14 on vorrand 5 lihtsustatud kujul, eeldusel, et seostumise esimese -etapi
relaksatsiooniaeg (t1) on palju suurem seostumise teise etapi relaksatsiooniajast (t,) ning ajast

sOltumatu konstantne liige vastab vdrrandile 6 (vt. vGrrand 14).

Eeldusel, et t; >> 1, lihtsustub vorrand 5 kujule (konstantne liige vastab vorrandile 6)

t t

[Evapal(ey = Mie 1+ (Eg — My — M,) = Mye © + [Epapalse (vérrand 14)

Anallilis teostati kasutades mitte-lineaarse regressiooni meetodit. Saadud parameetrite abil
koostati Eyapa ajaséltuvust kirjeldav joonis (vt. joon. 8), millele on kantud erinevatel
substraadi algkontsentratsioonidel vastavad empiirilised Esa Vaartused ning statilistel

anallusil leitud teoreetilised jooned.

Teoreetilised jooned, pidev ja katkendlik joon, mis vastavad vorranditele 5 ja 14, vastavalt,
on saadud Microsoft Excel’is, viies statistiliselt analttsitud parameetrid (M1, My, 11, 12)
nende vOrrandite abil manuaalselt ajasGlmestiku punktideks, vahepealsed vaartused on
interpoleeritud, saades funktsioonid, mis kirjeldavad vorranditele 5 ja 14 vastavaid teoreetilisi

jooni.
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Joonis 8. Kitinaaside ChiA (A) ja ChiA W167A (B) vaba ensiimi kontsentratsiooni (Eyaba,
nM) muutus ajas (sekund).

A: Erinevate S, vdartuste juures ChiA vaba enstimi kontsentratsiooni muutus ajas,
katkendlik joon on teoreetiline joon, mis vastavab vdrrandile 14 ning pidevjoon on
teoreetiline joon, mis vastab vorrandile 5.

B: Erinevate Sy vaartuste juures ChiA W167A vaba ensulmi kontsentratsiooni muutus ajas,

katkendlik joon on teoreetiline joon, mis vastavab vd@rrandile 14 ning pidevjoon on
teoreetiline joon, mis vastab vorrandile 5.
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Vorrand 14 ei kirjeldanud katseandmeid nii hasti, kui vdrrand 5, ning esines teatud
ststemaatiline kdrvalekalle, seda eriti kdrge S juures mdddetud katseseeriate korral. See
néitab, et molemat eksponenti, ka véga Kiiret, peab arvesse votma tépse Eyapa ajasoltuvuse
madramiseks. Vorrand 5 kirjeldab katseandmeid véga hasti. Samas ei saa nende katsete
pdhjal 6elda, kumb seostumise etapp on kiirem, kas mitteproduktiivse kompleksi (EypS) vOi
produktiivse kompleksi (EpS) moodustumine. Paraku olid kiirema eksponendi
relaksatsiooniajad liiga luhikesed vdimaldamaks nende tépset katselist m&&ramist. Kuna
tehtud katsete pdhjal ei olnud voimalik méé&rata kiirema eksponendi relaksatsiooniaegu, ei saa

taita to0 eesmarki. Et seda teha, peaks kasutama Kiirekineetika masinat.

Vorreldes joonisel 8 valja toodud katsetulemusi ChiA ja ChiA W167A vahel, v3ib jareldada,
et antud mutatsioonil ei ole olulist m&ju a-kitiinile seostumisel. Varasemates t0ddes on
ndidatud ChiA W167A aktiivsuse margatavat véhenemist vees mittelahustuvate
polusahhariidide suhtes ning vastupidist méju lihtsasti ligipaasetavate substraatide suhtes (nt.
Zakariassen jt., 2009). Kéesoleva t66 raames saadud tulemuste pohjal vdib jareldada, et
W167A mutatsioon mojutab Kkitinoldtilise reaktsiooni teisi etappe — Kkatalulsi ja
dissotsiatsiooniga seotud etappe. See on kooskdlas varasemate tulemustega, kus
demonstreeriti ChiA aktiivtsentri -3 seostumiskoha olulisust ensiiimi protsessiivsusele ning
seostumisenergia gradiendi moodustumisel [Zakariassen jt., 2010, Payne jt., 2013]. Veelgi
enam -3 seostumiskoha Trp*®” omab k&rget seostumisenergiat, mis on vajalik energeetiliselt
mittesoodsa -1 seostumiskoha ja atsetiilileeritud substraadi vaheliseks seostumisel, seega on
tal roll katalliisi etapis [Norberg jt., 2011]. Kurasin jt., on hiljuti ndidanud, et ChiA W167A
omab suuremaid ko vaartusi kui ChiA [Kurasin jt., 2015]. See iseloomustab Trp®’ olulisust
kitinoltilise reaktsiooni dissotsiatsiooni etapis.
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KOKKUVOTE

Antud t66 eesmark oli kindlaks teha, milline on seostumise kiirust piirav etapp ekso-talitleva
ChiA seostumisel tdrksa, vees mittelahustuva, polusahhariidi ehk kitiiniga. Nendeks
etappideks on t66s vélja pakutud mitteproduktiivse ensulm-substraat kompleksi
moodustumine ehk enstimi assotsiatsioon subtraadi pinnale ja produktiivse enstim-
substraat kompleksi moodustumine ehk enstumi aktiivtsentri ja Kitiini ahela
komplekseerumine. Viimast iseloomustab redutseeriva otsa seostumine aktiivtsentri +2

produkti-seostumiskohaga.

Seostumiskatsed viidi labi S. marcescens ChiA ja ChiA W167A mutandiga kasutades
substraadina a-kitiini. Seostumiskineetika teoreetiline analliis reaktsiooniskeemi ja
massitoimeseaduse alusel andis vaba ensutmi kontsentratsiooni (Evapa) ajasdltuvust kirjeldava
seose (vOrrandi tuletas Dr. P. Kuusk), mis vGimaldas uurida seostumiskineetikaga seotud
parameetreid. Eympa eksperimentaalseks leidmiseks teostati seostumiskatseid erinevatel
substraadi kontsentratsioonidel ja reaktsiooni ajapunktidel. Katseandmete ja MU-NAG;
kaliibergraafiku alusel arvutati E,apa. Seostumiskatsete eksperimentaalselt maaratud Eapa Ning
Evaba @jasOltuvust kirjeldavatele seostele vastavad seostumiskineetika statistiliste analutside

tulemused on ndidatud joonisel 8.

Tulemusena selgus, Uks kahest seostumisetapist on vaga Kiire, mistdttu ei olnud vdimalik
antud eksperimendisiisteemi kasutades seda méarata. Selleks, et t66 eesmark taita, on vaja
teha seostumiskatseid, kasutades kiirekineetika masinat, mis voimaldaks mddta seostumist
lihemate ajavahemike jarel.

Mutantse Chia W1677A ensliimiga tehtud katsete pdhjal saab 6elda, et olulist vahet ChiA
W167A mutandi ja ChiA o-kitiinile seostumise vahel ei ole. Seega Trp*®’ ei oma olulist rolli

kitinaasi seostumises kitiinile.
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SUMMARY

The chitinolytic modelsystem is the GH18 family Serratia marcescens chitinolytic system. It
consists of three multimodular chitinases: processive exo-chitinases A (ChiA) and B (ChiB),
non-processive endo-chitinase C (ChiB); and a surface-active CBM33-type lytic
polysaccharide monooxygenase (CBP21). The hydrolytic reaction of ChiA and recalcitrant
polysaccharide is considered as substrate-assisted catalysis. ChiA has two domains:
carbohydrate binding domain (CBM) and catalytic domain. The active site of ChiA resides in
an architecturally deep cleft like structure. It consists of 6 (-4 to +2) important NAG unit
binding sites. The interactions between the enzyme and the substrate are created by aromatic
amino acid side chains in the catalytic domain.

In the current study we focused on determing the rate limiting step of substrate binding to S.
marcescens ChiA. For this, two steps are proposed: the non-productive enzyme-substrate
complex formation, where the enzyme has associated with the substrates surface area, and
productive enzyme-substrate complex formation, where the enzyme active site +2 product-

binding site is occupied by the reducing end of the chitin chain.

The binding kinetics were theoretically analyzed according to the reaction scheme and the
law of mass action, this allowed the free enzyme concentration (Efee) time dependent
relationship to be determined (equation by Dr. P. Kuusk), which lets us define the parameters
of the binding kinetics. The experimental binding of the enzyme was determined by
experiments conducted with different substrate concentrations and at different reaction times.
After the initial reactions were stopped, further MU-NAG, hydrolysis was done and the
fluorescence of MU was measured. Using the test results and calibration curve of MU-NAG;
the Efe Vvalue was calculated. Experimental Egee values and the Egee time dependent
relationship statistical analysis of binding kinetics are shown in figure 8. Also, the mutated
variant of ChiA W167A, which has the -3 binding site aromatic amino acid tryptophan
(Trp*®"), in position 167, replaced with alanine, is used as a comparison to the wild type ChiA

in this study.

The results show that the binding rate limiting steps can’t be distinguished with the test data
obtain in this study, due to not being able to calculate the faster exponent relaxation times,
thus, the proposed goal wasn’t met. However, this can be achieved by using a stopped-flow
equipment for this experiment. Also, the test data suggests, that Trp'®’ to Ala*®’ mutation

doesn’t noticeably affect the binding to a-chitin.
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